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1. Zusammenfassung

Eine erhohte HC-Konzentration im Serum gilt als Risikofaktor der Osteoporose und ist in

zahlreichen Studien untersucht und beschrieben worden.

In der vorliegenden Arbeit sollte unter anderem untersucht werden, ob eine erhohte HC-
Konzentration im Serum einen Einfluss auf das Auftreten einer Fraktur bei Osteoporose-

Patienten haben konnte.

Die in Kapitel 3. Zielstellung der Arbeit aufgelisteten Fragen konnen zusammengefasst

folgendermalBlen beantwortet werden.

1. Hatten die Patienten, bei welchen eine erhohte HC-Konzentration im Serum
nachgewiesen werden konnte, anamnestisch im Krankheitsverlauf eine
Niedrigenergiefraktur erlitten?

Aufgrund der Ergebnisse der Arbeit kann festgehalten werden, dass das Risiko des

Auftretens einer Fraktur bei erhohtem HC-Spiegel signifikant erhoht ist.

2. Welcher Zusammenhang besteht zwischen HC und den Vitaminen B12 und
Folsaure?
Es zeigten sich signifikante Zusammenhinge zwischen HC und den Vitaminen B12
und Folsdure, wobei die Folsdure im Vergleich zum Vitamin B12 eine hohe
Signifikanz zeigt, was die allgemeine Meinung unterstiitzt, dass die Folsdure den

starksten Einfluss auf den HC-Spiegel hat.

3. Korrelieren die Messwerte der Metaboliten Cystathionin, Dimethylglycin und
Methionin mit der HC-Konzentration und welche Bedeutung ist dem
zuzuschreiben?

Eine hohe Korrelation konnte zumindest fiir Cys und HC und fiir Met und HC nicht
nachgewiesen werden, was eventuell darauf zuriickzufiihren ist, dass bei keinem der
Probanden ein Vitaminmangel-Zustand bestand. Fiir DMG und HC konnte eine

grenzwertige Signifikanz ermittelt werden.
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4. Zeigten die Osteoporose-Patienten, als Ausdruck eines gesteigerten
Knochenabbaus, eine erhohte Ausscheidung von Kollagen-Crosslinks im Urin
und korrelieren diese Werte mit der Konzentration des HC im Serum?

Ein signifikanter Zusammenhang konnte in der multivarianten Analyse zwischen einer
erhohten Ausscheidung von Kollagen-Crosslinks im Urin und der HC-Konzentration

im Serum dargestellt werden.

5. Steigt die Wahrscheinlichkeit einer erhohten HC-Konzentration im Serum mit
zunehmendem Lebensalter?
Es ist aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit anzunehmen, dass die Wahrscheinlichkeit

einer erhohten HC-Konzentration mit steigendem Lebensalter zunimmt.

6. Gibt es geschlechtliche Unterschiede bei den Nachweisen eines erhohten
Homocystein-Spiegels und einer Fraktur?
Geschlechtliche Unterschiede konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht nachgewiesen

werden.

In der univariaten Analyse konnte mit dem exakten Test nach Fisher mit 0,069 fiir Patienten
mit einem erhohten HC-Spiegel ein deutlicher Trend dargestellt werden, so dass sich hier ein
bedeutsames Indiz fiir das Risiko ergibt, eine Fraktur zu erleiden, und dass HC somit eine
Einflussgrofe auf das Frakturrisiko darstellt.

In der multivariaten Analyse konnte sogar mit einem Wert von 0,026 ein signifikanter
Zusammenhang hergestellt werden.

Um diese Zusammenhinge weiter verfolgen zu konnen, wire es aber notwendig, eine

prospektive Studie mit groBBeren Fallzahlen durchzufiihren.

Weiterhin bestand mit 0,021 (multivariate Analyse) ein signifikanter Zusammenhang
zwischen der CL-Ausscheidung im Urin und einer erhohten HC-Konzentration im Serum. So
kann angenommen werden, dass HC sehrwahrscheinlich einen Einfluss auf den

Knochenabbau beziehungsweise auf die Osteoklastenaktivitit hat.



Ein gegenldufiger signifikanter Zusammenhang konnte auch fiir das HC und die Vitamine
B12 und Folsdure gezeigt werden, das heift, bei erhohtem HC finden sich niedrigere Werte
des Vitamin B12 und der Folsdure und bei nicht erhohtem HC normale bzw. erhohte Werte.
Der negative Zusammenhang war zu erwarten, da diese Vitamine bei hinreichender
Versorgung als Cofaktoren bei der Remethylierung von HC zu Met fungieren und bei

niedrigen Spiegeln eher erhohte HC-Werte resultieren.

Zwischen erhohtem HC im Serum und dem Kalzium-Spiegel als moglichen Marker

gesteigerter Osteoklastentétigkeit besteht keine Korrelation.

Fiir die Parameter wie Ostase, Phosphat und alkalische Phosphatase und erhohter HC-
Konzentration und dem Auftreten einer Fraktur konnten keine Zusammenhinge aufgezeigt

werden.

Abschlielend muss nochmals betont werden, dass es nicht zwingend der erhohte HC-Spiegel
sein muss, welcher zu einer gesteigerten Titigkeit der Osteoklasten und somit zu erhohtem
Knochenabbau fithren kann. Eine geringere Knochendichte oder verminderte Matrixqualitit
der Knochenproteine konnte auch durch niedrige Vitamin B-Spiegel beziehungsweise ,,B-

Vitamin-Resistenz‘ bedingt sein.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Ergebnisse dieser Arbeit bedeutsame
Anhaltspunkte dafiir bieten, dass eine erhohte HC-Konzentration im Serum mit einem
gesteigerten Frakturrisiko einhergeht. Ob das HC urséchlich fiir die Frakturen sein kann oder
auf andere Ursachen einer Osteoporose einwirkt, kann jedoch bei dieser Art der Studie nicht
geklart werden, weswegen zu diesen Fragestellungen die Durchfithrung von

Interventionsstudien gefordert werden muss.



2. Einleitung

2.1 Homocystein

2.1.1 Biochemische Aspekte

Chemisch gesehen gehort Homocystein (HC) zur Gruppe der Aminosduren. HC ist ein
schwefelhaltiges Intermedidrprodukt im komplexen Stoffwechsel der essentiellen Aminosdure
Methionin. Durch Reaktion mit Adenosintriphosphat (ATP) entsteht aus Methionin S-
Adenosylmethionin, das als Methyldonor einer Reihe von Biosynthesen dient [88]. Nach
Adenosinabspaltung entsteht das als schidlich eingestufte Zwischenprodukt HC. Es wird bei
Gesunden bei ausreichender Versorgung mit Vitamin B12 in einer von diesem Vitamin
abhidngigen Reaktion mit Methyl-Tetrahydrofolat (Tetrahydrofolsdure = wirksame Form der
Folsdure) zu Methionin remethyliert. Bronstrup et al. konnten zudem in einer Studie mit
Probanden mit normalem Folatstatus und Homocysteinplasmaspiegeln im Normbereich
belegen, dass durch die kombinierte Gabe von Folsdure und Vitamin B12 eine maximale
Senkung des Homocysteins im Plasma erreicht werden konnte [12].

Diese Verkniipfung zwischen Vitamin B12 und Folséure ist die einzig bekannte Verkniipfung
zweier Vitamine im Stoffwechsel. Beim Abbau von HC verliert dieses seine
Sulfthydrylgruppe durch Transsulfurierung. Da eine Direktiibertragung nicht moglich ist,
kondensiert die Sulfthydrylgruppe des HC mit der Hydroxylgruppe von Serin und es entsteht
Cystathionin. Diese Reaktion ist Pyridoxalphosphat - abhéngig (Pyridoxalphosphat = Derivat
von Vitamin B6). Durch Spaltung des Cystathionins entstehen Cystein und Homoserin,
welche zu Pyruvat bzw. o-Ketobutyrat weiter abgebaut und dem Stoffwechsel zugefiihrt
werden. HC bildet einen Verzweigungspunkt im Stoffwechsel der schwefelhaltigen

Aminosiuren.



Verschiedene Formen des HC im Plasma (Homocystein ist ein Sammelbegriff fiir

verschiedene chemische Spezies, welche alle aus dem freien Homocystein abgeleitet sind):

? j
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I
NH, ? NH,
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I
? Protein
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Abbildung 1: Formen von Homocystein im Plasma

2.1.2 Pathophysiologische Aspekte

Eine Homocysteindmie ist am hédufigsten auf erworbene Ursachen zuriickzufiihren. In erster
Linie spielen hier Mangelzustidnde der Vitamine B6, Folsdure und B12 sowie altersabhingig
physiologische Einschrinkungen der Eliminationsfahigkeit der Niere eine Rolle [78, 19].
Ebenso wie diese Vitamin-Mangelzustinde konnen Enzymdefekte zur Zunahme des HC in
Geweben und Korperfliissigkeiten fiihren; den sehr selten vorkommenden, schwersten
Formen der Hyperhomocysteindmie liegen meist homozygote Enzymdefekte basierend auf
familidr auftretenden Gendefekten zugrunde [74]. Am hiufigsten besteht ein Defekt der CBS,
aber auch Storungen der Cystathionin-Lyase, der 5-, 10- Methylentetrahydrofolatreduktase
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(MTHFR), der HC-Methyltransferase und der Betain-HC-Methyltransferase wurden
beschrieben [69, 94]. Eine schwere Arteriosklerose und sowohl arterielle als auch vensdse
GefiBverschliisse traten dabei bereits im Kindesalter auf und die Erkrankung fiihrte ohne
Behandlung meist frith zum Tod. Therapeutisch wird versucht, durch hohe Vitamin B6-Gaben
den Abbau von HC zu Cystein und Cystin zu férdern [69].

In jiingerer Zeit wurde ein Schliisselenzym des Methionin-Homocystein-Stoffwechsels, die
MTHFR molekulargenetisch analysiert. Eine besondere Rolle spielt der MTHFR-
Polymorphismus C677T. Der Austausch von Cytosin durch Thymin fiihrt zu einem Ersatz der
Aminosdure Alanin durch Valin. Dieser Aminosidureaustausch bewirkt eine Thermolabilitit
der MTHEFR, so dass bei Korpertemperatur eine Aktivititsabnahme dieses Enzyms um etwa
70% resultiert [48]. Da bei ausreichender Versorgung mit Folsdure jedoch HC trotzdem
remethyliert werden kann, ist diese Aktivititsminderung von keiner grolen Bedeutung. Ist der
Folsdure-Spiegel allerdings niedrig, kann es bei homozygoten Merkmalstrigern zu einem
Anstieg der HC-Konzentration um etwa 25% (2 — 3 wmol/l) kommen [50, 87, 98].

Am hiufigsten besteht eine Defekt der Cystathionin--Synthase (CBS), durch den Defekt der
CBS ist die Umwandlung von HC zu Cystathionin gestort; sehr viel seltener ist ein Defekt der
Remethylierung von HC zu Methionin. Metabolische Folgen des Enzymdefektes sind eine
intrazelluldare Akkumulation von HC, eine Zunahme der Konzentration von HC im Serum und
ihre verstdrkte Ausscheidung mit dem Urin. Im Blutserum sind etwa 70 — 80% des HC iiber
eine Disulfidbindung an Proteine gebunden, vor allem an Albumin. Das freie HC kann iiber
SH-Gruppen mit anderen SH-Verbindungen Disulfide bilden. Die Zunahme von Methionin
im Serum und Gewebe beruht sowohl auf einem Anstau infolge der gestorten
Stoffwechselreaktion, als auch auf einer verstirkten Remethylierung des HC.

Das im Plasma vorliegende HC hat keine physiologische Funktion, sondern stellt einen
Risikofaktor bei der Pathogenese verschiedenster Erkrankungen dar.

Zum Beispiel zerstort HC die Endothelschicht der Arterien, wodurch Gerinnungsprozesse
ausgelost werden.

HC ist im Plasma an der Modifikation von LDL beteiligt [84]. Aggregate aus HC und LDL
werden von Makrophagen phogozytiert [59]. Dies fiihrt zur Bildung von Schaumzellen und
zur Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies, welche die Arteriosklerose fordern [60].

Wenn es zur intrazelluldiren Anreicherung von HC kommt, resultiert ein Zelluntergang.

Weiterhin wird die Aktivierung des Gerinnungssystems und die der Thrombozyten induziert



[59, 84]. Zudem wird durch den Untergang von Endothelzellen die Protein-C-Aktivierung
beendet und damit die Inaktivierung der (aktivierten) Faktoren Va und VIlIa gestort [39].
Ferner fordern erhohte HC-Konzentrationen im Plasma die Proliferation von glatten
Muskelzellen und fiihren zu einer Verdickung der Intima [93].

HC regt eine vermehrte Bildung von Kollagenfasern an und fiihrt zu einer Vergroberung der
glatten Muskelzellen [99] sowie zu einer Riickbildung der elastischen Fasern, wodurch die
betroffenen Gefédle ihre Elastizitit verlieren. Zudem kommt es zu einer erhohten Ablosung
von Endothelzellen an den GefidBBinnenwinden und Inhibition des Endothelwachstums [91].
Die Regulation der Durchblutung verschlechtert sich und leistet der Gerinnselbildung
Vorschub.

Im Gehirn zum Beispiel wirkt HC neurotoxisch. Im Tierversuch konnten Guéant et al. zeigen,
dass ein erhohter HC-Spiegel in bestimmten Hirnarealen mit dem programmierten Zelltod,
der Apoptose, einhergeht [38] und in der Folge kognitive und motorische Storungen auftreten.
Bei der Alzheimer Krankheit ist der Mangel an Vitamin B bekannt.

Eine Studie bei Patienten, welche an Multiple Sklerose erkrankt waren, zeigte sich, dass der
Homocystein-Spiegel mit dem Grad der aufgetretenen Depressionen korreliert. Jedoch konnte
kein Zusammenhang zu den Vitamin B12- und Folsdure-Spiegeln und dem Behinderungsgrad
hergestellt werden, so dass man auf einen bisher nicht bekannten Faktor fiir ein erhohtes
Homocystein schlieen konnte [90].

Bei schwangeren Patientinnen korreliert eine erhohte Homocystein-Konzentration mit einem
erhohtem Risiko, eine Fehlgeburt zu erleiden, sowie der Entwicklung einer Eklampsie [67].
Ein erhohter Homocysteinwert im miitterlichen Blut stellt ebenso ein Risikofaktor fiir die
Entstehung von Neuralrohrdefekten bei Kind dar [33]. Kinder, welche anamnestisch einen
Schlaganfall erlitten hatten, wiesen signifikant hdufiger als gesunde Kinder, Stérungen im
Homocysteinstoffwechsel auf [97].

Desweiteren ist ein erhohter HC-Spiegel ein Risikofaktor fiir die Entstehung der
Makuladegeneration [47, 79]. Die Gabe eines Vitamin-B-Komplexes, bestehend aus Vitamin
B12, Vitamin B6 und Folsdure, senkt den HC-Spiegel und mindert signifikant die

Wahrscheinlichkeit, eine Makuladegeneration zu entwickeln [21].



2.1.3 Hyperhomocysteinimie

Grundsitzlich ist der HC-Spiegel altersabhingig und steigt mit dem Alter an. Statistisch
gesehen haben im Alter von etwa 50 Jahren 50% aller Erwachsenen einen erhohten HC-
Spiegel und in ca. 90% eine Unterversorgung an Folsédure. Ein Folsduremangel ist dabei der
hiufigste Vitaminmangel in Europa. Erndhrungswissenschaftler empfehlen die tédgliche
Aufnahme von 400 pg Folat, verzehrt werden allerdings nur etwa 300 pg pro Tag, so dass bei
einem nicht unerheblichen Teil der Bevolkerung von einer Fehlversorgung auszugehen ist,
was erhohte HC-Spiegel zur Folge hat. Bei idlteren Menschen wird deswegen eine HC-
Bestimmung nach erfolgter Vitaminsubstitution als sinnvoll angesehen.

HC-Konzentrationen im Serum bis zu 10 umol/l werden als normal betrachtet. Bereits eine
HC-Konzentration bis 15 umol/l bedeutet eine deutliche Risikosteigerung fiir schadliche
Auswirkungen [58, 81, 71].

Bei minnlichen Probanden konnten hohere HC-Spiegel festgestellt werden als bei weiblichen.
Der Unterschied betrug etwa 21%. Dies wird zum einen auf einen senkenden Effekt des
Ostrogens zuriickgefiihrt, zum anderen auf die grofere Muskelmasse bei Minnern. Nach der
Menopause lassen sich erhohte HC-Spiegel finden.

Im oxidativen Potential des freien HC besteht ein bedeutender pathogenetischer Faktor, da
SH-Gruppen als essentiell fiir pathologische Auswirkungen der Hyperhomocysteindmie
angesehen werden [55].

Eine weitere, bereits in 1.1.2 beschriebene Ursache der Hyperhomocysteindmie ist neben dem
Folsduremangel der ernihrungsbedingte Mangel von Vitamin B12 und Vitamin B6, da hier
die Methioninsynthese durch Remethylierung nachhaltig gestort ist. Diese Vitaminméngel
stellen etwa 2/3 der Ursachen fiir eine Hyperhomocysteinidmie.

Die hiufigste hereditire Ursache stellt der homozygote Mangel an N° N'-
Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR) mit einer Pridvalenz von 0,4 — 1,5 % dar. Es
steht keine effektive Therapie zur Verfiigung; Symptome sind neurologische Defizite,
psychomotorische Retardierung, periphere Neuropathie, Thrombembolien und eine friih
auftretende Arteriosklerose.

Eine weitere hereditire Ursache fiir eine ausgeprigte Hyperhomocysteindmie mit
Konzentrationen > 100 umol/l ist die Defizienz der Cystathionin-B-Synthase. Die
homozygote Form weist eine Priavalenz von 1 : 335.000 auf. Homocystein erreicht hierbei
Plasmakonzentrationen bei Nahrungskarenz von bis zu 400 pumol/l. Zu den klinischen
Symptomen zidhlen Skelettdeformititen, geistige Retardierung, Thrombembolien und eine

frith auftretende Arteriosklerose.



Zu weiteren Ursachen einer Hyperhomocysteindmie zdhlt zum Beispiel insbesondere die
Niereninsuffizienz, wobei Konzentrationen erreicht werden, die das Vierfache des oberen
Referenzbereiches ausmachen. Nach der Dialyse fallen die HC-Konzentrationen héufig
wieder ab.

Medikamente, die mit den Stoffwechseln von Vitamin B12, Folsdure und Vitamin B6
interferrieren, konnen eine méfige Hyperhomocysteindmie verursachen. Hierzu gehdren
Methotrexat, Antikonvulsiva und Theophyllin. Im Gegenzug vermindern Ostrogene,

Tamoxifen, Penicillamin und Acetylcystein die HC-Konzentration.

2.2 Wichtige Metabolite im Homocystein-/Methionin-Stoffwechsel

2.2.1 Methionin

Methionin (Met) ist in seiner natiirlichen L-Form eine essentielle proteinogene Aminosiure.
Neben Cystein ist Methionin die einzige schwefelhaltige Aminosdure. Met stellt im
Stoffwechsel ein Lieferant fiir Methylgruppen (-CH3) dar. Nach Abgabe der Methylgruppe
entsteht S-Adenosylmethionin, das, nachdem der Adenosyl-Rest hydrolytisch gespalten
wurde, durch die Enzyme Cystathionin-Synthetase und Cystathionase mit Serin zu Homoserin
und Cystein umgesetzt werden kann.

Zusitzlich besteht die Moglichkeit, Methionin aus Homocystein wieder zuriickzugewinnen.
Hierbei wird die oben genannte Reaktionsfolge umgekehrt durchlaufen und dann in einem
Vitamin B12-abhingigen Schritt eine Methylgruppe, zum Beispiel von Tetrahydrofolsidure
oder Betain, auf das S-Adenosylhomocystein iibertragen, welches dadurch wieder zu S-

Adenosylmethionin umgesetzt wird, aus dem wiederum Methionin freigesetzt werden kann.

2.2.2 Cystathionin
Cystathionin (Cys) entsteht aus HC in einer Vitamin B6-abhédngigen Reaktion (Enzym:

Cystathionin-B-Synthase) durch Kondensation der Sulfhydrylgruppe des HC mit der
Hydroxylgruppe von Serin. AnschlieBend wird Cys in einer ebenfalls Vitamin B6-abhingigen
Reaktion (Enzym: Cystathionlyase) in Cystein und Homoserin gespalten. Homoserin wird
weiter zu o-Ketobutyrat desaminiert. Beim Cystein stammt das Schwefelatom von
Homocystein und das Kohlenstoffgeriist vom Serin. Ohne Bereitstellung des Serins ist daher
letztlich der Abbau von Methionin nicht méglich. Ebenso ist es verstindlich, dass ein Defekt
eines der beiden Enzyme zu einer Stérung des Abbaus und somit zu einer Erhéhung des

Homocysteins fithren muss.



Dariiber hinaus kann die Bestimmung des Cys im Serum auch differentialdiagnostisch
niitzlich sein. Erhohte Konzentrationen werden bei Patienten mit klinisch bekanntem Vitamin
B12-Mangel und Folsdure-Mangel gefunden, dagegen niedrige Werte bei Patienten mit CBS-

Mangel. Cys ist weiter auch bei Vitamin B6-Mangel und Nierenfunktionsstorungen erhoht.

2.2.3 Dimethylglycin

Bei Dimethylglycin (DMG) handelt es sich um eine nicht-proteinbildende Aminosdure. Im
Rahmen des Zellstoffwechsels fallt DMG als Zwischenprodukt bei der Synthese von Glycin
aus Cholin an. Dimethylglycin, welches das Grundgeriist der Aminosdure Glycin hat, tragt am
Stickstoff zwei Methylgruppen. DMG entsteht bei der Ubertragung einer Methylgruppe von
Betain auf Homocystein. In den Mitochondrien der Leber wird Dimethylglycin durch Abgabe

einer weiteren Methylgruppe zu Sarcosin oxidiert.
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2.3 Klinische Bedeutung von Vitaminen im Homocysteinstoffwechsel

Wie bereits erwéhnt, spielen die Vitamine Folsdure, B12 und B6 eine grofle Rolle im
Stoffwechsel von Homocystein. Selhub et al., die Untersuchungen an 1160 Mitgliedern der
Framingham-Population durchfiihrten, machten fiir zwei Drittel der gefundenen
Hyperhomocysteindmiefille einen Mangel an einem oder mehreren dieser Vitamine

verantwortlich [80].

2.3.1 Folsiure
Die Folsdure ist fiir die Remethylierung des HC zu Met als Methylgruppendonor notwendig.

Auf die Homocystein-Konzentration im Blut hat sie unter den drei Vitaminen den stdrksten
Einfluss. Dabei scheinen die bisher als normal angesehenen Serumkonzentrationen bzw. die
von der World Health Organization (WHO) empfohlene tdgliche Einnahmemenge von 200 pug
nicht auszureichen, um den HC-Spiegel im Normbereich zu halten. In einer Analyse aus 27
Studien ermittelten Boushey et al. einen Tagesbedarf von 400 ng Folsdure [8].

Hinsichtlich der Bedeutung der Folsiure fiir die Hyperhomocysteindmie sind folgende zwei
Aspekte wichtig:

Erstens ist ein Mangel an Folsdure in der Bevolkerung mit etwa 50% weit verbreitet, was
dazu gefiihrt hat, dass in Amerika Lebensmittel mit Folat angereichert werden, weil ein
Folsidure-Mangel zudem auch Neuralrohrdefekte beim Neugeborenen verursachen kann [45].
Zweitens gibt die Folsdure bei Vorliegen der thermolabilen Variante der MTHFR den
Ausschlag, ob der Gendefekt phidnotypisch manifest wird. MTHFR-Homozygote, deren
Folsdure-Spiegel hoch ist, konnen trotz einer um etwa 70% verminderten Enzymaktivitit
normale HC-Werte aufweisen. Hierfiir ist allerdings eine im Vergleich zur Normalpopulation

hohere Folatzufuhr notig.

2.3.2 Vitamin B12
Vitamin B12 dient ebenfalls bei der Remethylierung als Cofaktor. Die Abhédngigkeit der HC-

Konzentration im Blut vom Vitamin B12-Spiegel ist jedoch nicht so ausgeprigt wie bei der
Folsaure [82, 9, 96].

Hauptursache eines B12-Mangels ist die atrophische Gastritis. Diese chronische Entziindung
verursacht eine langsame Zerstorung der Magenschleimhaut und ihrer Zellen. So werden auch
die Belegzellen geschidigt, welche unter normalen Umstédnden den Intrinsic factor bilden. Der

Intrinsic factor ist fiir die Resorption des Vitamin B12 im terminalen Ileum notwendig.
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Besteht nun ein Mangel an Intrinsic factor, kann das mit der Nahrung zugefiihrte Vitamin B12
aus dem Diinndarm nicht resorbiert werden. Die Autnahme des Vitamin B12 ist somit an eine

intakte Magenschleimhaut gebunden.

2.3.3 Vitamin B6

Vitamin B6 ist Cofaktor bei der Transsulfurierung, durch die Homocystein zu Cystein
abgebaut wird. Selhub et al. fanden bei der Niichtern-Hyperhomocysteindmie einen starken
Einfluss von Vitamin B6 [82]. Hierbei konnte es epidemiologisch wichtig sein, dass Nikotin
ein Vitamin B6-Antagonist ist [61] und das Rauchen deswegen zu erhohten HC-Werten

beitragen konnte.

2.4 Homocysteinstoffwechsel und Pathomechanismen der

Hyperhomocysteinimie

Der HC-Abbau erfolgt iiber zwei Wege, welche auf die verschiedenen Vitamine B12,
Folsaure und B6 als Coenzyme angewiesen sind, die Remethylierung und die
Transsulfurierung. Als Regulator dieser beiden Wege fungiert S-Adenosylmethionin, weil es
zum einen die Aktivitit der CBS stimuliert und zum anderen die Aktivitit der MTHFR
hemmt.

Das HC kann also entweder durch Remethylierung zu Methionin regeneriert werden oder
weiter abgebaut werden. Der weitere Abbau geschieht in einer zweistufigen Reaktion und ist
abhidngig von Pyridoxalphosphat, einem Derivat des Vitamin B6. Die Regeneration zu
Methionin kann iiber zwei unterschiedliche Stoffwechselwege, dem Betainweg und dem
Tetrahydrofolatstoffwechsel, erfolgen. Der Betainweg wird vorrangig in der Leber bestritten,
wihrend in den meisten anderen Geweben die Remethylierung {iber den

Tetrahydrofolatstoffwechsel erfolgt, in dem die MTHFR eine zentrale Rolle spielt.

2.5 Enzyme im Homocystein-Stoffwechsel

2.5.1 Methionin-Synthase

Die Reaktion der N°-Methyl-Tetrahydrofolat-Homocystein-S-Methyltransferase = Methionin-
Synthase dient der Regeneration des Methylgruppeniibertrigers S-Adenosylmethionin
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beziehungsweise der Bildung von Methionin. Dabei wird HC zum Met remethyliert. Gelingt
dies nicht, bildet sich vermehrt HC.

Als Methylgruppendonator fungiert dabei N°-Methyl-Tetrahydrofolat. Besteht ein Mangel an
Coenzym Vitamin B12, reichert sich N°-Methyl-Tetrahydrofolat an und infolge dessen
entsteht ein sekunddrer Mangel an Tetrahydrofolsdure, welche fiir die Synthese der
Purinbasen Adenin und Guanin und der Pyrimidinbase Thymidin erforderlich ist. Durch einen
Mangel an diesen Nukleobasen ist die Synthese insbesondere von DNA aber auch RNA

gestort.

2.5.2 Methylentetrahydrofolsiure-Reduktase

Die MTHEFR spielt in den meisten Geweben eine zentrale Rolle bei der Remethylierung von
HC zu Met. Sie benétigt Vitamin B12 und Folsdure als Cofaktoren. Das Enzym wird zur
Umwandlung von 5, 10-Methylentetrahydrofolsidure zu 5-Methyltetrahydrfolsidure bendtigt.
Die entstehende 5-Methyltetrahydrofolsdure dient als Methylgruppendonator und wird so als
Coenzym der Methionin-Synthase eingesetzt.

Es lassen sich leichte und schwere Formen des genetisch bedingten Enzymmangels
unterscheiden. Fiir den schweren MTHFR-Mangel, bei dem die restliche Enzymaktivitéit nur
0 — 20% betrigt, kennt man bisher 9 Mutationen [51]. Er tritt sehr selten auf, ruft dann aber
die schwerste Form der Homocystinurie hervor [37].

GrofBe Bedeutung hingegen hat der autosomal-rezessiv vererbte Mangel an thermolabiler
MTHFR, der 1988 erstmals von Kang et al. beschrieben wurde. 1995 wiesen Frosst et al. [51]
erstmals die dafiir verantwortliche Punktmutation (C677T) nach, durch welche im Enzym die
Aminosdure Alanin durch Valin ersetzt wird. Diese autosomal-rezessiv vererbte
Punktmutation C677T in der Region der Folsdurebindungsstelle im MTHFR-Gen verursacht
eine Hyperhomocysteindmie.

Diese thermolabile Variante des Enzyms MTHFR besitzt weniger als 50% der Aktivitit des
Wildtyps [37]. Dies hat bei Homozygoten eine Erhohung der Plasmakonzentration von HC
von etwa 25% zur Folge, verglichen mit Heterozygoten und Nicht-Mutierten. Dieser
Gendefekt soll mit einer Privalenz von 4 — 10% die haufigste genetisch bedingte Ursache der
milden Hyperhomocysteindmie sein [92]. Die Hiufigkeit der Mutation ist regional sehr
unterschiedlich und schwankt zwischen 1,4 und 15% [29].

Der Mangel an thermolabiler MTHFR fiihrt bei Homozygotie zu klassischen

Homocysteindmie. Diese ist charakterisiert durch Linsenektopie, Oligophrenie, Osteoporose,
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Skelettfehlbildungen und gehédufte thrombembolische Ereignisse. Bei den betroffenen

Patienten sind die Homocysteinwerte im Plasma mit > 400 pmol/l massiv erhoht.

2.5.3 Cystathionin-B-Synthase

Die Cystathionin-B-Synthase (CBS) ist ein Enzym des Transsulfurierungsweges.

HC wird durch Sulfidgruppeniibertragung iiber Cys zu Cystein umgewandelt. Die CBS
benotigt als Kofaktor Vitamin B6 (= Pyridoxalphosphat). Eine Storung auf -einer
Stoffwechselstufe fiihrt zu einer Akkumulation von HC im Plasma, sei die Storung durch
hereditire Enzymdefekte oder ernihrungsbedingten Mangel an Kofaktoren verursacht.

Das Gen fiir die CBS liegt auf Chromosom 21. Bisher sind 17 verschiedene Mutationen
beschrieben worden [51], die in Abhiingigkeit von der Residualaktivitit des Enzyms und der
daraus resultierenden Homocystein-Konzentration unterschiedlich schwer ausgeprigte
Krankheitsbilder zur Folge haben.

Der homozygot vererbte schwere Enzymmangel ist Ursache fiir die klassische
Homocysteinurie, die mit einer Priavalenz von 1:332000 [57] auftritt und héufig bereits in
jungen Jahren zum Tode fiihrt.

Ob nun auch der heterozygot vererbte CBS-Mangel klinische Bedeutung hat, ist bisher noch
umstritten.

Ein autosomal-rezessiv vererbter Mangel an Cystathionin-B-Synthase wurde 1962 bei geistig
retardierten Kindern beschrieben, welche an ausgedehnten arteriellen und vendsen
Gefid3thrombosen bei Homocystinurie litten [18, 66]. Der Mangel an CBS ist selten und
betrifft weltweit etwa 1/300 000 Personen, allerdings bestehen hier grole Schwankungen
zwischen den Populationen (1/60 000 Iren, 1/900 000 Japaner). Auch dieser autosomal-
rezessiv vererbte Mangel fithrt bei Homozygotie zur Homocystinurie, Linsenektopie,

Oligophrenie, Osteoporose, Skelettfehlbildungen und thrombembolischen Ereignissen.

2.5.4 Cystathionin-Lyase

Das Enzym Cystathionin-Lyase hydrolysiert Vitamin B6-abhidngig Cys zu Cystein und
Homoserin.

Cys ist also Substrat fiir die Cystathionin-Lyase (Cystathioninase) und fiir einen
Enzymmangel besonders sensitiv. Bei einer reduzierten Enzymaktivitit ist das Cys bereits
erhoht, noch bevor HC ansteigt. Da verminderte Vitamin B6-Konzentrationen im Serum zu

einem Anstieg von Cys fiihren [85], ist davon auszugehen, dass die Cystathionin-Lyase eine
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hohere Vitamin B6-Abhingigkeit als die Cystathionin-Synthase aufweist. Vitamin B6 senkt
das Cys im Serum und zeigt somit eine stimulierte Enzymaktivitit der Cystathionin-Lyase an.
Homoserin wird weiter zu o-Ketobutyrat und Propionyl-CoA abgebaut.

Das beim Abbau von Propionyl-CoA entstehende Methylmalonyl-CoA erfordert fiir die
weitere Nutzung im Stoffwechsel eine Umsetzung mit Hilfe des Enzyms Methylmalonyl-
CoA-Mutase. Fehlt diese Funktion, so steigt die Konzentration der Methylmalonsdure
(MMA). Die Methylmalonyl-CoA-Mutase ist von einer weiteren Coenzymform des Vitamin
B12, dem Desoxyadenosylcobolamin, abhingig. Mit dessen Hilfe wird Methylmalonyl-CoA
zu Succinyl-CoA isomerisiert. Liegt eine Minderaktivitit dieses Enzyms vor, lésst sich dies
mit der Bestimmung der MMA im Serum ermitteln. So kénnen Mangelzustinde des Vitamin
B12 bestimmt werden. Der metabolisch manifeste B12-Mangel kann sich zum Beispiel
negativ auf den Knochenstoffwechsel auswirken und zur Stimulation von Osteoklasten fiihren
[40].

Ein Mangel der Methylmalonyl-CoA-Mutase Aktivitit fithrt zur Methylmalonazidurie [32].
Es kommt im Stoffwechsel zu einer Akkumulation von Methylmalonyl-CoA. Diese
Anhédufung fiihrt zu Intoxikationen, die sich in metabolischen Krisen duflert und innerhalb
kiirzester Zeit zu schweren Schiddigungen des Gehirns oder zum Tode fithren. Wie andere
Organoazidurien tritt die Methylmalonazidurie akut neonatal auf oder manifestiert sich erst
nach Monaten oder Jahren. Einige Fille dieser Krankheit konnen erfolgreich mit Vitamin B12
(= Cobalamin) behandelt werden, wenn nicht das Enzym selbst sondern die Bildung des

Kofaktors gestort ist.

2.6 Osteoporose und Homocystein

2.6.1 Osteoporose

Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, charakterisiert durch eine verringerte
Knochenmaterialqualitit und  Strukturverdnderungen der  Mikroarchitektur  des
Knochengewebes - wobei das AusmaBl der Verdnderung der Mikroarchitektur bei einer
verminderten Knochenmasse sehr unterschiedlich ausfallen kann [68] - nicht aber ist die
Zusammensetzung des Knochens verdndert ist. Es resultiert eine gesteigerte
Knochenbriichigkeit und eine Frakturgefihrdung, wobei die Knochenfestigkeit das

Zusammenspiel von Knochendichte und Knochenqualitit widerspiegelt. Auch die
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KnochengroBe findet in der Definition der Osteoporose iiber die Flichendichte in der
Knochendichtemessung mittels DXA zumindest teilweise eine Beriicksichtigung [54].

Somit umfasst die Osteoporose zum einen Erkrankungen, bei denen die Knochenmasse
vermindert ist und zum anderen, bei denen strukturelle Komponenten des Knochengewebes
beeintriachtigt sind.

Liegt eine Osteoporose vor und sind bereits eine oder mehrere Frakturen aufgetreten, spricht
man von einer manifesten Osteoporose. Frakturen konnen neben der akuten
Schmerzsymptomatik Behinderung und erhohte Mortalitit nach sich ziehen. Typischerweise
manifestieren sich osteoporotische Frakturen am distalen Radius, am proximalen Femur und
an den Wirbelkorpern. Prinzipiell konnen diese Frakturen jedoch jeden Knochen betreffen [2].
Typische Verdnderungen der Wirbelsdule sich Fisch- oder Keilwirbel, die durch Einbriiche
der Wirbelkorper, auch ohne vorangegangenes Trauma, entstehen. Diese Sinterungsfrakturen
fiihren hédufig zu akuten bzw. chronischen Riickenschmerzen und somit zu einer
Beeintrachtigung der Funktionalitit und der Lebensqualitit. AuBlerdem kann es zu einer
Abnahme der Korpergro3e und dadurch zu funktionellen Beschwerden der Lunge und des
Gastrointestinaltraktes kommen. Die GroB3e der Knochenausgangsmasse und das Ausmaf} und
die Dauer des Knochenmasseverlustes bestimmt die Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer
Osteoporose. Die WHO hat 1994, basierend auf dem Mittelwert der Knochendichte gesunder
pramenopausaler Frauen (T-Score), fiir Dual X-ray Absorption (DXA)-Messungen folgende

Bereiche festgelegt:

Stadium Knochendichte
(T-Wert)

Normalbefund Knochenmineralsalzgehalt
unverindert
(bis —1,0)

Osteopenie Knochenmineralsalzgehalt
vermindert
keine Frakturen
(-1,0 bis -2,5)

Priiklinische Knochenmineralsalzgehalt vermindert
Osteoporose keine Frakturen
>-2,9)

Klinische (manifeste) Knochenmineralsalzgehalt vermindert
Osteoporose Wirbelfrakturen
(auch ohne adédquates Trauma)
(>-2,9)
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Diese Definition basiert ausschlieflich auf Knochendichte-Messwerten und nicht auf
klinischen Kriterien. Der T-Score bezeichnet die Abweichungen vom Mittelwert (1 SD =1
Standardabweichung) des perimenopausalen Maximums (,,peak bone mass*) auf Basis DXA-
gemessener Knochendichte. Allerdings haben sich seit dieser Festlegung der WHO-Definition
die Referenzkollektive zum Teil gedndert, so dass eine medikamentdse Therapie nach der
aktuellen DVO-Leitlinie bei einer singuldren inaddquaten Wirbelkorperfraktur 2. oder 3.
Grades nach Genant (25 — 40 % beziehungsweise >40% Hohenminderung) oder multiplen
Wirbelkorperfrakturen und einem T-Wert von —2,0 oder geringer empfohlen wird.

Die schlechte Skelettarchitektur bringt es mit sich, dass viele Osteoporose-typische Frakturen
bei Patienten auftreten, deren T-Wert in der DXA nur osteopenische Messwerte aufweisen
[83].

Grundsitzlich werden nach den Leitlinien des DVO fiir alle Risikopersonen
basistherapeutisch Maflnahmen zur Frakturprophylaxe empfohlen. Diese Mallnahmen
beinhalten zum einen die psychosoziale Betreuung nach Stiirzen und Frakturen, Hilfe zum
Erhalt der individuellen Eigenstindigkeit und Selbsthilfegruppen und zum anderen, wenn
moglich eine Therapieumstellung bei Einnahme von Medikamenten (zum Beispiel Glitazone
bei weiblichen Personen und Glukokortikoide), welche einen Knochendichteverlust
beziehungsweise das Auftreten von Frakturen begiinstigen. Zudem sollte eine ausreichende
Versorgung mit Kalzium und Vitamin D erfolgen, falls notig auch durch Substitution erreicht
werden.

Im zweiten Schritt ist es notwendig sekundidre Ursachen, wie zum Beispiel Hyperthyreose,
Androgenmangel, Hyperparathyreoidismus, gastrointestinale Erkrankungen, welche ein
erhohtes Frakturrisiko mit sich bringen, zu diagnostizieren und addquat zu behandeln.

Eine spezifische Osteoporose-Therapie kommt nach dem DVO zum Einsatz, ,,wenn das auf
der Grundlage der derzeit verfiigbaren epidemiologischen Daten geschitzte 10-Jahresrisiko
fiir Wirbelkorper- und proximale Femurfrakturen > 30% betréigt und die T-Werte der DXA-
Knochendichtemessung an der LWS, am proximalen Gesamtfemur oder am Schenkelhals
erniedrigt sind““. Weiterhin wird auch eine medikamentdse Therapie bei T-Werten von — 1,5
oder geringer bei gleichzeitigem Vorhandensein von Risikofaktoren (allgemein: Immobilitit,
Nikotinkonsum, multiple Stiirze, periphere Fraktur nach dem 50. Lebensjahr und andere;
durch Krankheiten: zum Beispiel Diabetes mellitus, Rheumatoide Arthritis, Cushing-
Syndrom, Epilepsie und weitere) empfohlen.

Die Osteoporose tritt vorwiegend bei Frauen nach Beginn der Menopause auf. Die Pridvalenz

liegt hier bei circa 7% im Alter von 55 Jahren und steigt auf etwa 20% im Alter von 80

17



Lebensjahren an. Fiir die Priavalenz einer Osteoporose bei Ménnern liegen keine zuverldssigen
Angaben vor.

Eine Osteoporose ohne Frakturen ist asymptomatisch. Sie manifestiert sich klinisch erst durch
das Auftreten von Frakturen. Die Wirbelkorperfraktur ist die haufigste osteoporosebedingte,
die proximale Femurfraktur die folgenschwerste Frakturform [72].

Die Inzidenz nachweisbarer Wirbelkorperbriiche und der aufgrund eines Bagatelltraumas
aufgetretenen peripheren Frakturen betrdgt bei Frauen ungefdhr 1% beziehungsweise 1,9%,
wihrend die Inzidenz bei Minnern gleichen Alters bei 0,6% beziehungsweise 0,7% betragt.
Die Inzidenz beider Manifestationsformen nimmt mit steigendem Lebensalter exponentiell zu.
Da im Einzelfall nach einem Bagatelltrauma schwer abzuschdtzen ist, wie hoch die
Krafteinwirkung, welche zu einem peripheren Knochenbruch gefiihrt hat, tatsdachlich war,
haben diese Frakturen keine so hohe Aussagekraft als Risikofaktor wie eine Sinterungsfraktur
der Wirbelsidule, da diese eindeutiger mit einer verminderten Knochenfestigkeit assoziiert ist.
Allerdings haben auch Patienten mit peripheren Frakturen infolge eines addquaten Traumas
im Durchschnitt eine verminderte Knochendichte [56], so dass hier im Einzelfall iiber eine
weiterfiihrende Osteoporosediagnostik entschieden werden muss.

Fiir das Auftreten einer Osteoporose sind folgende Ursachen bekannt beziehungsweise
werden diskutiert:

Die hiufigste Ursache ist der Ostrogenmangel bei Frauen nach der Menopause. Unter
Umstinden ist auch der Zeitpunkt der Menarche bedeutsam; bei Frauen bei Menarche bis zum
12. Lebensjahr wird im Vergleich zu Frauen mit Menarche nach dem 15. Lebensjahr im 6.
Dezennium hiufig keine Knochendichte im Frakturrisikobereich gemessen.

Etwa 10 Jahre nach Einstellung der Hormonproduktion kann der erste Knochenbruch, meist
der Wirbelkorper, auftreten. Es wird folgender Ablauf angenommen: Durch den
postmenopausalen Ostrogenabfall kommt es zu einem Ausstrom von Kalzium aus dem
Skelett in das Serum und als Folge resultiert ein Abfall des Parathormons und des aktiven
Vitamin-D-Metaboliten, des  1,25-D3;-Hormons. Dies ist ein  physiologischer
Regulationsvorgang, von dem vorwiegend die Spongiosa betroffen ist. Je nach Reaktions-
beziehungsweise Unfallmechanismus sind Frakturen des Radius und Sinterungen (=
strukturelles Nachgeben von Wirbelkorpern) und Frakturen der Wirbelkorper die Folge.
Zudem spielt eine Fehlernihrung in Form eines Mangels an Kalzium und Vitamin D oder eine
phosphathaltige Nahrung eine Rolle bei der Entstehung einer Osteoporose.

Hier wird bei einer medikamentdsen Osteoporosetherapie eine Supplementierung des

Kalzium und Vitamin D3 (je nach Mangelsituation zwischen 400 und 1200 LE.) angestrebt.
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Es gibt keine Untersuchungen dariiber, ob die Fraktur-senkende Wirkung der Osteoporose-
Medikamente bei einer nicht optimalen Kalzium- und Vitamin Ds-Versorgung anders wiire.
Aus Storungen des Stoffwechsels von Cholecalciferol (Vitamin D3) und Kalzium resultieren
pathologisch erhohte Spiegel des Parathormons (sekundidrer Hyperparathyreoidismus). Im
Skelett ist nun nicht mehr nur die Spongiosa betroffen, sondern auch die Kompakta, so dass
es zusdtzlich zu Wirbelfrakturen auch zu Schenkelhalsfrakturen (in den meisten Fillen)
kommen kann.

Dieser Mechanismus bedingt, dass Wirbelkorperfrakturen zeitlich meist frither auftreten als
Schenkelhalsfrakturen.

Ein weiterer Risikofaktor stellt die Immobilisation dar und sollte daher, wenn moglich,
vermieden werden. Zum Beispiel kommt es bei absoluter Bettruhe nach etwa 4 Wochen zu
einer Abnahme der trabekuldren Knochendichte um bis zu 18%. Die Reversibilitit einer
Immobilisationsosteoporose ist bei Patienten iiber 60 Jahre und bei einer Immobilisierung, die
linger als 4 Monate gedauert hat, eingeschrinkt. Es werden sportliche Aktivititen
empfohlen, welche die Muskulatur beanspruchen und somit den Knochenaufbau fordern.
Auch werden genetische Faktoren als Ursache diskutiert. Ein familidr gehéduftes Auftreten
einer Osteoporose wird anamnestisch durch eine proximale Femurfraktur bei Mutter oder
Vater als prognostisch verldsslich angegeben.

Weiter stellen Alkohol- und Nikotinabusus ein Risikofaktor dar. Durch das Rauchen wird der
Knochen durch mangelnde Versorgung geschidigt, so dass der jdhrliche Knochenverlust bei
Rauchern doppelt so hoch ist als bei Nichtrauchern.

Bei erhohtem Alkoholkonsum wird zum Beispiel beim Abbau des Alkohols Parathormon
verbraucht, welches im Zusammenspiel mit Calcitonin die Aufnahme von Kalzium steuert.
Bei der sekundiren Form der Osteoporose sind folgende Ursachen bekannt:
Glucocorticoidtherapie, Cushing-Syndrom, Immobilisierung, rheumatische Erkrankungen,

Diabetes mellitus, Hyperthyreose, Hypogonadismus, streng veganische Kost, Malabsorption.

2.6.2 Osteodensitometrie

Als Osteodensitometrie oder Knochendichtemessung werden medizinisch-technische
Verfahren bezeichnet, die der Bestimmung der Dichte beziehungsweise des
Mineralsalzgehaltes (vor allem Kalziumphosphat und Kalziumkarbonat) des Knochens meist

am Oberschenkelhals oder an der Lendenwirbelsidule dienen.
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Die DXA-Methode ist die am weitesten verbreitete Messmethode und gilt nach wie vor als
Standard, da sie eine strahlenarme, sehr genaue Messung aller relevanten Skelettareale
erlaubt.

Bei der DXA-Messung werden gleichzeitig zwei energetisch leicht unterschiedliche
Rontgenquellen eingesetzt. Die Absorptiometrie misst nicht die eigentliche Knochendichte,
sondern die Abschwidchung monochromatisscher Strahlung im Durchgang durch ein
Messvolumen. Dabei ist eine getrennte Evaluation von trabekuldrem und kortikalem Knochen
nicht moglich. Eine zu diagnostischen Zwecken verwendbare Bildgebung (Strukturanalyse)
entfillt ebenfalls. Die Knochendichte wird bei der DXA in g/mz, das heifit als Flichenwert,
gemessen. Der Bone Mineral Density (BMD) ist eine Messwert-Darstellung (Flichenwert),
welcher Riickschliisse auf die Festigkeit beziehungsweise Briichigkeit der Knochen zulisst. Je
mehr Kalzium in die Knochensubstanz eingelagert ist, desto hoher ist der BMD. Der
osteoporotische Knochen ist mit seinen verminderten Mineralsalzgehalt durch einen niedrigen
BMD gekennzeichnet.

Im Befund sollte keine absolute Dichte oder Flichendichte angegeben werden, sondern der
sogenannte T-Score. Der T-Score ist die Abweichung eines Knochendichte-Messwertes in
Standardabweichungen = vom  Mittelwert der maximalen Knochendichte einer
gleichgeschlechtlichen Population, die im jungen Erwachsenenalter (etwa 35 Jahre, Alter der
maximalen Knochendichte) gemessen wird. Zum einen wird mittels Osteodensitometrie
tiberpriift, ob mit einem T-Score von < -2,5 eine Osteoporose nach WHO-Definition vorliegt
beziehungsweise die Kriterien einer belegten Wirksamkeit einer spezifischen
medikamentosen Therapie bei einem T-Score < -2 erfiillt werden. Zum anderen wird mit
dieser Messung das Ausmal} der Erniedrigung der Knochendichte erfasst, was fiir das
individuelle Frakturrisiko und die weiterfithrende Therapie von Bedeutung ist.

Nach den aktuellen Leitlinien des Dachverbandes Osteologie (DVO) erhoht sich das relative
Frakturrisiko pro Erniedrigung um einen T-Score fiir alle Frakturen um den Faktor 1,5 bis 2,5
fiir proximale Femurfrakturen.

Am proximalen Femur sind die T-Werte der Gesamtfemurregion (,,Total Hip*) und des
Schenkelhalses fiir die Risikobeurteilung und Kontrolle der Therapie-Effekte am besten
geeignet, wobei fiir diagnostische Zwecke die Knochendichtemessung an einer Hiifte
ausreichend ist.

Um das 10-Jahres-Frakturrisiko abzuschitzen, wurde in der Leitlinie der DVO der niedrigste
T-Score der DXA-Messungen von Lendenwirbelsédule, Total Hip und Schenkelhals zugrunde

gelegt. An der Lendenwirbelsidule wird der mittlere T-Wert der Wirbel L1 — L4 ermittelt, an
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denen eine artefaktarme Messung moglich ist. Es miissen mindestens zwei Wirbelkorper
beurteilbar sein.

Die wichtigste Indikation ist weniger die Diagnosestellung einer Osteoporose, als vielmehr
die Einschitzung des aktuellen und zukiinftigen Frakturrisikos. Das aktuelle Frakturrisiko
hingt vor allem von der Hohe der Knochenmasse und der Integritit der

Knochenmikroarchitektur ab.

Die Knochendichtewerte sind nach Hillier et al., wenn nicht besondere Ereignisse wie
schwerer Vitamin D-Mangel, lingere Immobilitit, systemische Glukokortikoidtherapie
eintreten, bei iiber 60jdhrigen relativ stabil, so dass wiederholte Messungen nur bei
besonderer Indikation sinnvoll sind [44]. Eine Reevaluierung mit Erfassung von Schmerzen,
Risikofaktoren, Funktionalitit, Korpergewicht und —groBe und Umsetzung der
Basismallnahmen sollte bei allen Patienten regelmafig durchgefiihrt werden, ganz gleich, ob
sie eine medikamentdose Therapie erhalten oder nicht. FEine radiologische
Kontrolluntersuchung mittels DXA wird fiir Patienten ohne medikamentdse Therapie nicht
vor 2 — 5 Jahren empfohlen, es sei denn, es wird seit der vergangenen Untersuchung eine
Abnahme der KorpergroBe von mehr als 2 cm dokumentiert oder es treten akute
Riickenschmerzen auf. Bei Patienten mit medikamentoser Therapie wird generell eine erneute

DXA-Messung nach 2 Jahren empfohlen.

Konventionell rontgenologisch ist eine pathologische Demineralisation erst bei
Mineralverlusten zwischen 30 und 50% erkennbar, hier ist das Frakturrisiko bereits deutlich
erhoht und die Knochenstruktur ist irreversibel geschiidigt. Kleinere Anderungen in der

Mineralisation sind radiologisch nicht erfassbar.

2.6.3 Pyridinolin und Desoxypyridinolin

Kollagen, die Hauptkomponente der organischen Knochenmatrix, besteht aus 3
Polypeptidketten, die in einer Dreierhelix verflochten sind und durch Querverbindungen, den
sogenannten Crosslinks (CL), stabilisiert werden. Diese aminosdure-dhnlichen CL werden
von Kollagenfibrillen durch Kondensation von Lysin- oder Hydroxylysin gebildet und werden
Pyridinolin (PYD) und Desoxypyridinolin (DPD) genannt. Sie liegen im molaren Verhiltnis
von 3,5 : 1 [89] vor. Es handelt sich um 3-Hydroxypyridin-Crosslinks des reifen Kollagens.
Ein Abbau des Knochens geht mit einer Freisetzung von PYD und DPD einher. Diese

entstehen nicht aus neu synthetisiertem Kollagen, sondern stammen ausschlieflich aus dem
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Abbau extrazelluldren Kollagens. Wihrend Desoxypyridinolin zu etwa 98 % im Knochen und
nur 2 % im Dentin vorkommt, findet sich Pyridinolin auch im Knorpel, in Sehnen und
perivaskuldr [25]. Da der Kollagenumsatz im Knochengewebe den der anderen genannten
Gewebe deutlich iibersteigt und die CL auch nicht mit der Nahrung aufgenommen werden,
konnen sie aber als spezifische Marker der Knochenresorption angesehen werden [31].
Zudem konnte eine hohe Korrelation zwischen PYD und DPD aufgezeigt werden, so dass
beide Marker ungefihr die gleiche Aussagekraft besitzen [6]. Eine Ausnahme bilden hier die
entziindlich-rheumatischen Erkrankungen mit starker Knorpeldegeneration, bei denen PYD
keinen guten Marker darstellt, da bei verstirktem Knorpelabbau, wie zum Beispiel bei der
rheumatoiden Arthritis, relativ viel PYD ausgeschieden wird.

Beide Komponenten werden bei der Kollagendegeneration freigesetzt und renal
ausgeschieden. Es besteht eine enge Korrelation zwischen der Knochenresorptionsrate und
der renalen Ausscheidung der CL.

Pyridinolin, vor allem aber Desoxypyridinolin werden zur Evaluation des
Knochenstoffwechsels bei Osteoporose empfohlen und sind zur Verlaufskontrolle der
Abbauaktivitit bei postmenopausaler Osteoporose geeignet.

Die folgenden Referenzbereiche entstammen des Angaben des bestimmenden Labors der

Universitit Jena.

Pyridinolin w 25 — 83 nmol/mmol Kreatinin
m 23 — 65 nmol/mmol Kreatinin
Desoxypyridinolin ~ w 6 — 23 nmol/mmol Kreatinin
m 6 — 26 nmol/mmol Kreatinin
P/D-Quotient 2,5 —-6,0

Eine erhohte Ausscheidung von PYD und DPD findet sich bei unbehandelter Osteoporose.

Zudem wird ein 2fach erhohter Normbereich mit Eintritt der Menopause diskutiert.

2.6.4 Knochenstoffwechsel

Fir den Knochenstoffwechsel sind unmittelbar nur zwei Zelltypen verantwortlich:
Osteoblasten und Osteoklasten. Osteozyten stellen nichts anderes dar als Osteoblasten, die
sich selbst eingemauert haben; sie bleiben durch lange Zellfortsitze miteinander verbunden

und bilden so ein Netzwerk, durch das sie Ionen weiterreichen konnen. Osteozyten konnen
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mechanische Belastungen rezipieren und entsprechende Signale zum Knochenaufbau
weiterleiten.

Zusitzlich zu der in Klammern angegebenen Literatur wurde fiir die Ausfithrungen der
Marker der Knochenbildung und des Knochenabbaus das Journal fiir Mineralstoffwechsel

herangezogen.

Osteoblasten differenzieren aus Knochenmark-Stromazellen. Sie produzieren die Proteine

der Knochengrundsubstanz, die in ihrer Gesamtheit als Osteoid bezeichnet werden.

1. Marker der Knochenbildung:

Alkalische Phosphatase (AP) werden Enzyme genannt, welche Phosphorsidureester

hydrolysieren. Sie dephosphorylieren viele Arten von Molekiilen wie Proteine, Nukleotide
und Alkaloide und arbeiten am effektivsten bei alkalischem pH-Wert. Die alkalische
Knochen-Phosphatase, genannt Ostase, wird von den Osteoblasten in der Phase der
Kollagenreifung abgegeben und korreliert gut mit der Knochendichte [5]; sie ist bei der
Osteoporose erhoht [14].

Zusiitzlich nehmen Osteoblasten Ca** und Phosphat auf und sezernieren diese gezielt, so dass
lokal eine Ubersittigung eintritt und durch Ausfallen die neugebildete Grundsubstanz
mineralisiert wird. Eine noch nicht ausreichend verstandene Rolle bei diesem Prozess spielt
die an der #uBeren Osteoblasten-Zellmembran lokalisierte alkalische Phosphatase, die
Phosphat-Ionen moglicherweise durch Abspaltung von phosphorylierten organischen

Molekiilen und durch Spaltung von Pyrophosphat zur Verfiigung stellt.

Osteocalcin ist ein kleines Protein und wird in Osteoblasten Vitamin K-abhidngig auf
Glutaminséureresten carboxyliert. Glutaminsidure enthilt eine COO™-Gruppe als Ende der
Seitenkette, durch die Carboxylierung kommt nun eine zweite hinzu. Diese beiden negativen
Ladungen sind ein idealer Anlagerungsplatz fiir das zweifach positiv geladene Kalzium-Ion
(Ca2+), das dadurch lokal konzentriert und (mit Hilfe des integrin-binding sialoprotein) zum
Kristallisationskeim fiir weitere Ca**- und Phosphatmolekiile in Form des Hydroxylapatits
Cas(PO4)3(OH). Osteocalcin gewihrleistet damit, dass das schwer 16sliche Ca-Phosphat im
Knochen und nicht an anderen Stellen des Korpers ausfillt. Ein Anstieg des
untercarboxylierten Osteocalcin ist vermutlich ein Marker fiir einen bestehenden Vitamin K-
Mangel als auch fiir ein erhohtes Frakturrisiko [86]. Ein zweites Vitamin, namlich Vitamin D,

ist wichtig fiir Osteocalcin: seine Transkription wird durch den aktivierten Vitamin D-
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Rezeptor stimuliert. Osteocalcin im Serum stellt einen spezifischen Marker der
Knochenbildung dar, solange das physiologische Coupling besteht, denn der gemessene Wert

setzt sich aus neugebildetem und aus resorbiertem Osteocalcin zusammen [22].

Osteonectin ist ein weiterer Osteoidanteil, der sowohl Hydroxylapatit als auch Kollagen
bindet und damit zur Verbindung von organischen und anorganischen Anteilen der Matrix

beitrigt.

Prokollagen Typ I Propeptide (NPIP oder CPIP): Das Knochenkollagen (= Kollagen Typ 1)

macht einen Grofiteil der Proteinmatrix aus. Es besteht aus zwei o;-Ketten und einer o-Kette,
die posttranslational auf Lysinen und Prolinen hydroxyliert werden und noch im
endoplasmatischen Retikulum des Osteoblasten eine Prokollagen-Tripelhelix bilden. Diese
Prokollagen-Monomere werden sezerniert. Extrazelluldr werden die N- und C-terminalen
Prokollagen-Peptide abgespalten und diese sind im Serum als Amino (N)-terminales
Propeptid (NPIP) und Carboxy (C)-terminales Propeptid (CPIP) messbar. Das CPIP entsteht
dquimolar mit Kollagen nur bei der Neubildung von Knochen und wird nicht in den Knochen
eingebaut, so dass es unter Umstdnden ein Marker der Knochenformation ist [26]. Nach
Abspaltung der Prokollagen-Peptide lagern sich spontan viele Tripelhelix-Monomere zu
langen Fibrillen zusammen, die iiber die hydroxylierten Lysine kovalent quervernetzt werden.
Als Coenzym fiir die Hydroxylierung wird Vitamin C bendtigt, so erklirt es sich, dass ein

Vitamin C-Mangel durch Instabilitit des schlecht quervernetzten Kollagens zu Skorbut fiihrt.

Osteoklasten sind groBe, mehrkernige Zellen, die im Knochenmark aus hamatopoetischen
Vorlduferzellen entstehen. Der Knochenabbau erfolgt wie ein lysosomaler Abbau durch
Ansduerung und Aktivierung von Hydrolasen. Osteoklasten schlieBen einen bestimmten
Bereich mineralisierter Knochenoberfldche ab und sduern ihn durch eine Protonenpumpe an.
Die Ansiduerung fithrt zur Auflésung der Hydroxylapatit-Kristalle und 16st damit Ca®* aus
dem Knochen. Eine konzentrierte Steigerung der Osteoklasten-Aktivitit steigert daher die

extrazellulire Ca>*-Konzentration.

2. Marker des Knochenabbaus:

Hydroxyprolin entsteht durch Hydroxylierung der im Kollagen vorkommenden Aminosdure
Prolin. Hydroxyprolin wird wihrend der Degradation von Kollagen freigesetzt und gelangt

iiber die Blutbahn in den Harn. Die Hydroxyprolin-Ausscheidung korreliert mit der
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Knochenresorption und kann im 24 h-Urin bestimmt werden. Da Hydroxyprolin nicht
knochenspezifisch ist, sondern auch in anderen kollagenen Geweben wie zum Beispiel der

Haut vorkommt, kann der Knochenabbau nur relativ unspezifisch erfasst werden.

Type I Kollagen Crosslink Telopeptide stellen eine alternative Methode zur Erfassung der
Hydroxypyridinium-Crosslinks dar. Die Crosslinks sind an Peptide von Typ I-Kollagen
gebunden (Carboxy (C)- oder Amino (N)-terminale Telopeptide) und werden, teilweise an
Telopeptide gebunden, beim Knochenabbau freigesetzt und ausgeschieden. Die Bestimmung
von ICTP (Typ I-Kollagen C-terminales Crosslink-Telopeptid) erfolgt im Serum, die
Bestimmung von CTX (carboxyterminale Crosslink-Telopeptide, CrossLaps) [23, 76] und
NTX (aminoterminale Crosslink-Telopeptide, Osteomark) ist im Serum oder im Harn

moglich.

Tartratresistente saure Phosphatase (TRSP, TRAP) ist ein Isoenzym der sauren Phosphatase,

das vor allem in Osteoklasten gebildet wird. Bei knochenresorptiven Prozessen steigt die
Konzentration dieses Enzyms im Serum deutlich an, Daher kann TRAP als direkter
Knochenabbaumarker verwendet werden. Da bisherige Assays eine unzureichende
Sensitivitdt und Spezifitiat hatten, hat die Bestimmung der TRAP jedoch noch keinen Eintritt

in die klinische Routine gefunden.

2.6.5 Homocystein als Risikofaktor der Osteoporose

Eine Hyperhomocysteindmie geht wahrscheinlich auch mit einer Osteoporose einher.

In neueren Studien geht hervor, dass ein erhohter HC-Spiegel, welcher beispielsweise als
Folge eines Folsdure-Mangels auftreten kann, mit einem gesteigerten Osteoporoserisiko
assoziiert ist.

In einer Langzeitstudie (Dauer 5,7 bis 8,1 Jahren) mit Probanden im Alter von 50 bis 90
Jahren konnte gezeigt werden, dass die hochsten HC-Werte mit einem 1,9fach hoheren
osteoporosebedingten Frakturrisiko einhergehen [46].

Eine weitere Langzeitstudie iiber einen Zeitraum von 12 Jahren kam zu vergleichbaren
Ergebnissen [63]. In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass eine
Hyperhomocysteindmie und ein Vitamin B12-Mangel zu einer Minderung der Knochendichte
und somit zu einer Osteoporose fithren konnen. So kam es bei Frauen in der Postmenopause,
die einen erhohten HC-Spiegel zeigten, vermehrt zu Hiiftgelenksfrakturen [53]. Einer

deutschen Forschungsgruppe gelang der Nachweis, dass erhohte Konzentrationen von
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Homocystein in  menschlichen Zellkulturen zu einer starken Stimulation der
Osteoklastenaktivitdt fiihren, wohingegen die Osteoblastenaktivitit nur wenig angeregt
wurde [41]. Ein erhohter HC-Spiegel stort offenbar das Gleichgewicht zwischen Osteoblasten

und Osteoklasten und fiihrt letztlich zu einem Knochenabbau.

2.7 Einfluss einer Vitaminsubstitution auf die Konzentration von

Homocystein

Ausgehend von der Hypothese des Vitaminmangels wird die Vitaminsubstitution zur
Therapie der Hyperhomocysteindmie empfohlen. Hiermit soll die konsequente Senkung des
Risikofaktors HC erreicht werden. Nach den Empfehlungen der Deutschen
Erndhrungsgesellschaft sollte eine Vitaminsubstitution von 400 pug Folsdure, 2 mg Vitamin
B6 und 6 pug Vitamin B12 téaglich erfolgen. Bei diesen Mengen lief sich eine signifikante
Senkung der HC-Konzentration bei gesunden Menschen verzeichnen [70].

Eine orale Substitution aus der Kombination 1 mg Folsdure, 0,4 mg Vitamin B12 und 10 mg
Vitamin B6 tdglich, senkte die HC-Spiegel nach etwa 6 Wochen um 50%. Dies ist
vergleichbar mit dem therapeutischen Effekt einer Monotherapie mit 5 mg Folsidure nach 2
Wochen [11], wohingegen eine Monotherapie mit Vitamin B6 oder Vitamin B12 keinen

nennenswerten Therapieerfolg ergab.

2.8 Bestimmungsmethoden des Homocysteins im Plasma
Fiir die Bestimmung des Gesamt-Homocysteins im Plasma und/oder Serum wurden mehrere

Methoden etabliert:

Aminosidureanalyse (Ionenaustauschchromatographie) die Erstbeschreiber der

Homocystinurie hatten die Aminosdure 1962 im Urin bestimmt. Diese Methode war jedoch

wenig sensitiv.

Enzymimmunoassay/Radioenzymimmunoassay Refsum  stellte 1985  einen

radioenzymatischen Assay vor, der einen Reduktionsschritt bei der Aufarbeitung der Proben
beinhaltete. Damit konnte nun das Gesamt-HC erfasst werden, wihrend vorher nur das als
Disulfid-gebundene und das freie HC, die kleinere im Plasma vorkommende Fraktion, erfasst

worden waren. Die Homocystein-Bestimmung wurde sensitiver und verlédsslicher.
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Gaschromatographie-Massenspektrometrie Stapler et al. 1993

Hochdruckfliissigkeitschromatographie (High Performance Liquid Chromatographie =

HPLC) mit elektrochemischer oder Fluoreszenzdetektion.

Alle Methoden zur Bestimmung des Gesamt-HC bedienen sich einer vorherigen Reduktion,
damit die oxidierten Formen des HC in die freie, reduzierte Form iiberfithrt werden. Dabei
erfolgt die Befreiung des HC durch Zugabe eines Reduktionsmittels (zum Beispiel
Dithiothreitol) aus seiner Plasmaproteinbindung oder aus Disulfiden. Die weiteren Schritte

der Probenvorbereitung sind methodenabhingig.

2.9 Referenzbereiche

Fir das Homocystein und seine Metabolite Methionin, Cystathionin und Dimethylglycin
wurden folgende Referenzbereiche ermittelt [1, 52, 85]; die Referenzintervalle der Vitamine

Folsdure, Vitamin B12 und Vitamin B6 wurden der allgemeinen Literatur entnommen.

Methionin 13,3 — 42,7 umol/l
Homocystein 5,4 — 14,6 umol/l
Cystathionin 65 — 301 nmol/l
Dimethylglycin > 2 umol/l
Folsaure 3,4 — 38 nmol/l
Vitamin B12 118 — 716 pmol/l
Vitamin B6 8,7-27,2 ng/l
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3. Zielstellung der Arbeit

Ein erhohter HC-Wert im Serum stellt einen Risikofaktor bei den verschiedensten
Erkrankungen dar.
Bei der Osteoporose soll eine erhohte Serumkonzentration des HC das Auftreten einer

Niedrigenergie-Fraktur begiinstigen.

Die Zielstellung der vorliegenden Arbeit ist es herauszufinden, ob ein erhohter HC-Wert im

Serum das Risiko des Auftretens einer auf die Osteoporose zuriickzufithrende Fraktur steigert.
Folgende Fragen sollen beantwortet werden:

1. Hatten die Patienten, bei welchen eine erhohte HC-Konzentration im Serum
nachgewiesen werden konnte, anamnestisch im Krankheitsverlauf eine
Niedrigenergiefraktur erlitten?

2. Welcher Zusammenhang besteht zwischen HC und den Vitaminen B12 und Folsédure?

3. Korrelieren die Messwerte der Metaboliten Cystathionin, Dimethylglycin und
Methionin mit der HC-Konzentration und welche Bedeutung ist dem zuzuschreiben?

4. Zeigten die Osteoporose-Patienten, als Ausdruck eines gesteigerten Knochenabbaus,
eine erhohte Ausscheidung von Kollagen-Crosslinks im Urin und korrelieren diese
Werte mit der Konzentration des HC im Serum?

5. Steigt die Wabhrscheinlichkeit einer erhohten HC-Konzentration im Serum mit
zunehmendem Lebensalter?

6. Gibt es  geschlechtliche Unterschiede bei den Nachweisen eines erhohten

Homocystein-Spiegels und einer Fraktur?

Die Beantwortung dieser Fragen erfolgt im Kapitel 6. Diskussion.
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4. Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Chemikalien und Losungen

Probenvorbereitung

Die zur Probenvorbereitung genutzten Losungen wurden mit Essigsdure 99 — 100% und
Methanol der Firma Merck Deutschland hergestellt.

D,L-Homocystein und D,L-Cystathionin wurden von der Firma Sigma-Aldrich Deutschland
eingesetzt..

Die folgenden internen Standards wurden bei Campro Scientific USA sowie CDN-Isotopes

Canada erworben: D,L- Homocystein 3, 3, 3, 3, 4, 4, 4,4,-Dg (Homocystin-Dg), D,L-[2-
Amino-2-Carboxyethyl] Homocystein 3,3,4,4-D4 (Cys-Dg4), N,N-Dimethyl-D3-glycin und
Methionin-3, 3, 4, 4-Dy.

Das Reduktionsmittel Dithiothreitol wurde von der Firma Merck Deutschland hergestellt. Das

Anionenaustauscherharz AG-MP 1 wurde von Bio Rad Deutschland bezogen.

Derivatisierung

Die Derivatisierung wurde durchgefiithrt mit N-methyl-N(tert-butyldimethylsilyl)-
trifluoroacetamid von Macherey-Nagel Deutschland und Acetonitril oder Ethylacetat der

Firma Merck.

4.1.2 Gerite

Autosampler Hewlett-Packard 7683 Series

EDV Hewlett-Packard Kajak 5 — PC,
MS-ChemStation Software

Gaschromatograph Hewlett-Packard GC 6890 Series

Gaschromatographiesiule Hewlett-Packard-5 MS

Inkubator Techne Dri-Block DB 3D

Massenspektrometer Hewlett Packard 5973 Mass Selective Detector

Probenkiihlung Umwilzthermostat Julabo F 12
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Vakuumzentrifuge Eppendorf Concentrator 5301

Vortexer Heidolph Reax top
Zentrifuge Hettich Universal 30 RF
4.2 Methoden

4.2.1 Probengewinnung

Die Patientenproben stammten von unter verschiedenen Osteoporosetherapien stehenden
Patienten.

Die Patienten wurden gebeten niichtern, das hei3t nach 8-stiindiger Nahrungskarenz, zur
Blutentnahme zu erscheinen, da iiber die Nahrung zugefiihrtes Methionin die Ergebnisse
verfilschen kann. Das Blut wurde in 10 ml Sarstedt-Serummonovetten abgenommen und im
Labor innerhalb von 30 Minuten bei 4°C und 1500 g fiir 30 Minuten zentrifugiert. Diese
rasche Vorgehensweise ist unbedingt erforderlich, da die Erythrozyten auch nach der
Blutabnahme HC produzieren.

Im Anschluss daran wurde das Serum abgezogen und in 2 ml Sarstedt-Tubes bei 80°C

gefroren.

4.2.2 Probenvorbereitung

Nach folgenden Schritten wurde die Probenvorbereitung durchgefiihrt:

Zunachst wurden die jeweiligen internen Standards und Wasser zu der Serumprobe in ein 1,5
ml Vial von Varian-Chrompack Deutschland gegeben.

Zur HC-Messung erfolgte die Zugabe von Dithiothreitol, welches ein Reduktionsmittel
darstellt, um HC aus seiner Bindung an Proteine und aus Disulfidbindungen zu 16sen. Somit
war die Bestimmung des Gesamt-HC moglich.

Mittels eines Anionenaustauschers erfolgte die Trennung der Substanzen von der
Serummatrix auf einer Trennséule.

Die Eluation von der Sidule erfolgte in ein 1,5 ml Vial, anschlieBend Trocknung in der
Vakuumzentrifuge.

Im Anschluss daran erfolgte nach vollstandiger Trocknung die Derivatisierung. Hierbei wurde
N-methyl-N(tert-butyldimethylsilyl)trifluoroacetamid (MTBSFA) zugegeben und das

Gemisch wurde bei 90°C im verschlossenen Vial inkubiert. Dabei erfolgte die Bindung eines
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t-butyldimethylsilyl-Restes an die OH-, SH- und NH;- Gruppen der nachzuweisenden
Verbindungen. Damit wird eine Maskierung der reaktiven Hydroxyl-, Sulfhydryl- und
Aminogruppen mit der Folge der Stabilisierung der Substanz bei der Uberfiihrung in den
gasformigen Zustand erreicht. Zudem wird damit eine Hydrophobierung erreicht, so dass die
Verbindungen besser getrennt werden kdnnen.

Das Anionenaustauscher-Harz wurde vor der Verwendung mit 1 N HCl gewaschen und dann
mit Methanol gespiilt. Dadurch sollte eine Aktivierung der stationdren Phase und eine
Reinigung erzielt werden. Anschlieend erfolgte die Trocknung des Anionenaustauscher-
Harzes bei 60°C.

Von diesem Harz wurden fiir eine Trennséule jeweils 100 mg eingewogen.

Unmittelbar vor Aufgabe der vorbereiteten Serumprobe wurde die Sédule zundchst mit 1 ml

Methanol und im Anschluss daran mit 3 ml Aqua destillata gewaschen.

4.2.2.1 Probenvorbereitung zur Messung von Homocystein,
Cystathionin, Dimethylglycin und Methionin

Zunichst erfolgte die Herstellung der internen Standards. Es wurden 50 pl Wasser, welches
19,99 nmol Homocystein-Dg enthielt, und 50 pl Wasser mit 377,6 pmol Cystathionin-Dy,
gemischt.

Zur Probenvorbereitung wurden in ein 2 ml Schraubvial nacheinander 275 pl Standard, 400l
Serum, 50 pul Dithiothreitollésung und 800 pl Aqua destillata pipettiert. Im Folgenden wurde
die Losung gut gevortext und fiir 30 Minuten bei 40°C inkubiert. Anschlieend wurden die
inkubierten Proben mit einer Glaspipette auf die mit 1 ml Methanol und 3 ml Aqua destillata
gewaschene Trennsédule gegeben. Danach wurde die Sdule 3mal mit 3 ml Aqua destillata und
Imal mit 3 ml Methanol gespiilt. Darauf folgend wurde die Séule in 1,5 ml Vials mit 1,1 ml
0,4 N Essigsdure in Methanol eluiert. Das Eluat wurde nun 60 Minuten bei 45°C in der
Vakuumzentrifuge getrocknet.

Dann wurde die Derivatisierungslosung wie folgt hergestellt: Zu 400 ul hochreinem
Ethylacetat wurden 200 pl MTBSFA gegeben. In jedes Vial wurden nun 30 ul dieser
Derivatisierungslosung pipettiert. Die fest verschlossen Vials wurden gut gevortext. Im

Anschluss daran erfolgte die Inkubation der Proben fiir 30 Minuten bei 90°C.
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4.2.3 Messmethodik

4.2.3.1 Gaschromatographie-Massenspektrometrie

Die Gaschromatographie ist eine Verteilungschromatographie, die als Analysemethode zum
Auftrennen von Gemischen in einzelne chemische Verbindungen weite Verwendung findet.
Die Gaschromatographie ist nur anwendbar fiir Komponenten, die gasférmig sind oder sich
verdampfen lassen. Bei dieser Art der Chromatographie wird als mobile Phase ein Inertgas
verwendet, meist Stickstoff, Helium oder Wasserstoff. Das Trigergas wird durch eine Rohre
beziehungsweise Kapillare mit einem definierten Innendurchmesser, die so genannte Siule,
gedriickt. Die Séule besteht entweder aus Metall oder aus einem zur Erhohung der
Bruchsicherheit beschichteten Quarzglas. Sie wird innen mit einer definierten stationidren
Phase ausgekleidet, hdufig mit zdhfliissigen Polyorganosiloxanen. Die chromatographische
Auftrennung eines Stoffgemisches in einem Gaschromatographen erfolgt im einfachsten Falle
ausschlieBlich aufgrund der unterschiedlichen Siedepunkte der Einzelsubstanzen in dem
Gemisch, wobei keine spezielle Wechselwirkung mit der stationdren Phase, sondern nur eine
zehntausendfach wiederholte Verteilung erfolgt. In vielen Fiéllen wird aber gezielt eine
spezielle Wechselwirkung des zu analysierenden Stoffes mit der stationidren Phase genutzt,
um Substanzen besser trennen zu konnen. Die Stirke der Wechselwirkungen zwischen den
Probenkomponenten und der stationdren Phase wird sowohl von deren Struktur als auch von
deren funktionellen Gruppen bestimmt. Eine Grundbedingung fiir die Gaschromatographie
ist, dass sich der Stoff, den man untersuchen mochte, unzersetzt verdampfen lasst, sofern er
nicht schon gasformig vorliegt. Mittels Derivatisierung lassen sich der Gaschromatographie
ansonsten schwer zugingliche Analyten soweit thermisch stabilisieren, dass sie ohne
Schwierigkeiten zwischen den Phasen aufgetrennt werden konnen.

Bei der Gaschromatographie = mit  Massenspektrometrie-Kopplung  dient  der
Gaschromatograph zur Auftrennung des zu untersuchenden Stoffgemisches und das
Massenspektrometer zur Identifizierung und gegebenenfalls auch Quantifizierung der
einzelnen Komponenten.

Die Sédulen werden im temperierbaren sogenannten Ofenraum von den inerten Trigergasen als
mobiler Phase durchstromt. In diesen Gasstrom wir iiber den beheizbaren Injektor das
verdampfte Stoffgemisch injiziert. Jede Komponente des Gemisches hat durch seine physiko-
chemischen Eigenschaften eine charakteristische Mobilitdt in der Trennsdule, die unter

anderem vom Verteilungskoeffizienten zwischen stationidrer und mobiler Phase bestimmt
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wird. So konnen auch sehr komplexe Stoffgemische in ihre Komponenten aufgetrennt
werden.

Nach Durchlaufen der Chromatographiesidule werden die getrennten Stoffe in einem Vakuum
ionisiert. Durch die Ionisierung werden die Molekiile der FEinzelsubstanz entweder
zertrimmert oder protoniert.

Die Auftrennung dieser Molekiilfragmente erfolgt anschliefend in einem elektromagnetischen
Feld des sogenannten Quadrupols. Das Quadrupol-Massenspektrometer ist ein
Partialdruckmessgerit fiir das Hochvakuum. Elektronen, welche beschleunigt wurden, stoflen
mit den Molekiilen des Probengases zusammen und ionisieren diese dabei. Die erzeugten
Ionen werden durch ein statisches, elektrisches Feld beschleunigt und passieren zentral vier
parallel liegenden Stabelektroden, deren Schnittpunkte mit einer Ebene senkrecht zur
Zylinderachse ein Quadrat bilden (Quadrupol). Es findet eine Selektierung statt, so dass
jeweils nur Teilchen mit einer definierten Masse das Feld durchlaufen konnen.

Bei der Massenspektrometrie wird das Verhiltnis Masse-zu-Ladung (m/q) der Teilchen
gemessen. Bei bekannter Ladung q kann daraus die Masse m der Teilchen ermittelt werden.
Zudem konnen Aussagen iiber das Vorhandensein von Teilchen mit bekanntem Masse-zu-
Ladung-Verhiltnis getroffen werden. Der Multiplier, als eigentlicher Detektor, kann das
zeitlich unterschiedliche Auftreffen dieser Massen bestimmter Ladungen iiber geringste
Spannungsédnderungen, die durch Verstiarkung im sogenannten
Sekundirelektronenvervielfacher in verwertbare Signale umgewandelt werden, messen.
Somit besteht der ermittelte Peak aus einer Summe der zu einer bestimmten Zeit am

Multiplier auftreffenden Massen.

4.2.3.2 Konstante Isotopen-Verhiltnisbestimmung

Die Analysemethode ermittelt das Verhiltnis der Menge der unmarkierten, endogenen
Substanz unbekannter Konzentration zu einem, meist mit Deuterium-markiertem, internen
Standard bekannter Konzentration. Deuterium ist neben Protium und Tritium ein Isotop des
Wasserstoffs. Es wir aufgrund seiner Masse auch als ,,schwerer Wasserstoff* bezeichnet.

Die internen Standards dieser Methode sind den zu bestimmenden Analyten chemisch gleiche
Verbindungen, die sich nur durch das Vorhandensein von Deuteriumatomen im Molekiil
unterscheiden. Sie erscheinen deswegen zur nahezu gleichen Retentionszeit

(aufgrund des schwereren Deuteriums eluieren die deuterierten Verbindungen etwa 1/10 s

frither), was eine getrennte Detektion in der Massenspektrometrie mittels single ion mode
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(SIM) ermoglicht, da ein H-Atom mit der relativen Atommasse von 1 durch ein Deuterium-
Atom mit der relativen Atommasse 2 ersetzt ist. Abhingig von der Zahl der Deuteriumatome
im Molekiil ergibt sich eine Massendifferenz zwischen endogener Substanz und Standard um
jeweils 1 pro Deuterium-Atom nur an den Massenbruchstiicken, die Deuterium enthalten.
Anhand der integrierten Fldchen der Peaks solcher Massen kann die
Konzentrationsbestimmung erfolgen. Dafiir werden stabile Fragmente charakteristischer
Massen herangezogen (sog. target ions), die eine hohe Spezifitit fiir das zu messende Agens
besitzen und mit einer vergleichsweise hohen Intensitdt (abundance) nachweisbar sind. Die
Kenntnis und das Vorhandensein der Target-Ionen erlaubt eine massenspektrometrische
Messung im SIM-Modus, bei dem nur vorher festgelegte Massen detektiert werden. Diese
Methode bietet sowohl eine um bis zu 10fach gesteigerte Sensitivitit als auch exakter zu
quantifizierende Peaks gegeniiber der Messung im Scan-Mode (TIC= total ion
chromatogram), bei der alle auftreffenden Massen detektiert werden und Interferenzen der
einzelnen Massen auftreten. Ein Nachteil der SIM-Methode besteht darin, dass der Detektor
fir die meisten Massen ,blind“ ist, was die Erkennung von Masseninterferenzen
beziehungsweise Coelutionen erschwert. Deswegen werden neben den Target-Ionen die
sogenannten Qualifier-lonen detektiert. Dies sind stabile Massen #dhnlich hoher Spezifitit,
doch in den meisten Fillen geringerer Intensitit. Sie treten entsprechend dem
Massenspektrum der Reinsubstanz in einer bestimmten relativen Peakhohe zum Target-Ion
auf und charakterisieren dadurch die Verbindung. Thre Mitbestimmung im SIM kann daher
helfen, grobe Messfehler zu verhindern. Die Angabe dieses Markers der Analysenqualitit
erfolgt in Prozent des relativen, bei der Reinsubstanz vorliegenden Verhiltnisses von Target
und Qualifier als sog. Q-Value und dient somit der Uberpriifung der Reinheit der Fragmente.

Durch die Zugabe des internen Standards werden Fehler der Probenvorbereitung und
Messung minimiert, da das gleiche Verhalten von Standard und in der Probe enthaltener
Substanz ein konstantes Verhiltnis der Verbindungen gewihrleistet. Dieses wird gemessen.
Zur Konzentrationsbestimmung multipliziert man den Quotienten (Response) des
Verhiltnisses der Flichen unter der Kurve (AUC = area under curve) der Target-lonen von
unmarkiertem (endogenem) zu markiertem Metabolit (interner Standard) mit der im Serum

vorliegenden Konzentration des internen Standards.

AUC [target'ion endogene Substanz]
Response =

AUC [target-iOIl interner Standard ]

Die Serummengen betrugen 400 pl.
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Die Berechnung der Konzentrationen anhand der angegebenen Berechnungsformel

erfolgte mit Hilfe der Hewlett-Packard MS-ChemStation Software.

4.2.4 Messparameter

Fiir die Bestimmung der verschiedenen Metabolite wurde dieselbe Trennsdule verwendet,
Helium diente hier als Tridgergas. Die Messbedingungen unterschieden sich jedoch.

Die Probeninjektion auf die Sdule erfolgte durch einen mit einer 10 pl Haemilton-Spritze
ausgestatteten Autosampler. Diese Autosampler erlaubten die sequenzielle Abarbeitung einer
Vielzahl an Proben. Die Serumproben wurden ohne Probenverdiinnung mit einem Volumen
von 1 pl in den Injektor gegeben (Splitless-Modus). Die Helium-Zufuhr als Trigergas erfolgte
gepulst, mit einem Pulsdruck von 30 psi und einer zeitlichen Verzégerung von 1,5 Minuten,
um eine gute Fokussierung auf der Sidule zu erzielen. Reinsubstanzen in hdoheren
Konzentrationen als den Serumkonzentrationen konnen durch ein Trigergas im Injektor mit
Verdiinnung des injizierten Volumens (Split-Modus) auf die Sdule gegeben werden. So wird
eine Verschmutzung und Uberladung der Siule vermieden. Die Splitless-Injektion bietet den
Vorteil einer erhohten Sensitivitidt, wie sie zum Beispiel bei der Messung von niedrigen
Serumkonzentrationen von Cystathionin notig ist. In kiirzeren Abstinden wurden spezielle,
mit Glaswolle gefiillten, Fokus-Liner ausgetauscht, um eine rasche Verunreinigung der Séule
zu vermeiden. Bei der Messung der Serumproben wurde nach jeweils vier Injektionen ein
Konditionierungszyklus iiber den Temperaturbereich von 60 — 300°C mit der Injektion des
jeweiligen Losungsmittels zwischengeschaltet, um die Sdule zu reinigen.

Die Temperatur am Injektor betrug 250°C, der Saulendruck lag bei 5,94 psi, der initiale
Saulenfluss  betrug 28,3 ml/min. Die Transferstrecke vom Séaulenende zum
Massenspektrometer hatte eine Temperatur von 320°C. Die Temperatur des Quadrupol-

Massenspektrometer lag bei 250°C.

4.24.1 Messung von Homocystein, Dimethylglycin, Methionin und
Cystathionin

Zu Beginn hatte die Sédule 1 min. eine Temperatur von 60°C, anschlieBend wurde die
Temperatur mit 15°C pro Minute auf eine Endtemperatur von 300°C erhoht. Um die
Reinigung der Sédule zu bewirken, war es notig, die Temperatur bei 300°C fiir 5 Minuten zu

belassen. Die Massendetektion im SIM erfolgte nach 12,45 min fiir endogenes HC mit den
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detektierten Massen m/z 420 (Target) und m/z 392 (Qualifier) und 1/10 s frither fiir
markiertes HC mit den detektierten Massen m/z 424 (Target) und m/z 396 (Qualifier).

Die Massendetektion fiir endogenes DMG erfolgte nach 5,62 min mit den detektierten
Massen m/z 160 (Target) und m/z 202 (Qualifier), deuteriertes DMG etwa 2/10 s frither mit
den Massen m/z 166 (Target) und m/z 208 (Qualifier).

Nach 10,85 min wurde endogenes Met mit seinen charakteristischen Massen m/z 320 (Target)
und m/z 292 (Qualifier) detektiert, das deuterisierte Met wurde etwa 1/10 s friither detektiert
mit den Massen m/z 324 (Target) und m/z 296 (Qualifier).

Endogenes Cys wurde mit den charakteristischen Massen m/z 362 (Target) und m/z 621
(Qualifier) nach 16,46 min detektiert, deuteriertes Cys wurde etwa 2/10 s frither detektiert mit
den Massen m/z 366 (Target) und m/z 625 (Qualifier).

Vor der Elutionszeit von Cys wurde die Multiplierspannung am Massenspektrometer von
etwa 1250 Volt auf 1350 Volt erhoht. Dies hatte zum Ziel, eine hohere Sensitivitit und eine
bessere Quantifizierbarkeit zu erreichen. Die angegebenen Retentionszeiten waren als
Richtwerte zu verstehen, welche sich im Verlauf dndern konnten. So zum Beispiel bei
Verwendung einer neuen Sdule oder um aufgetretene Verschmutzungen zu vermindern, bei
Kiirzung des Sidulenanfangs. Da jede Sidule herstellungsbedingte Unterschiede in Polaritit und
Phase aufweist, konnte eine Detektion von sauberen Peaks durch Veridnderung der Ramp und

isothermer Zwischenschritte erzielt werden.

4.3 Entwicklung und Evaluierung der Methodik

Die Entwicklung und Evaluierung der Messmethodik wurde an der Klinik fiir Innere Medizin
IIT der Friedrich-Schiller Universitidt Jena durchgefiihrt. Hierbei konnte eine Methode zur
exakten, quantitativen Bestimmung von Homocystein, Methionin und der Metabolite
Dimethylglycin und Cystathionin etabliert werden [13], so dass in diesem Falle
Zusammenhidnge zwischen Homocystein und weiterer bedeutsamer Metabolite im HC-
Stoffwechsel, dem Vitaminhaushalt der Vitamine Folsdure, B6 und B12 und der klinischen

Daten der Osteoporose untersucht werden konnten.
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4.4 Anwendung der Messmethodik

4.4.1 Bestimmung an Osteoporose-Patienten

Alle Metabolite wurden zur Bestimmung der pathologischen Konzentrationen bei 111
Patienten, welche an einer Osteoporose litten, bestimmt. Andere vorbestehende Erkrankungen
stellten kein Ausschlusskriterium dar. Die Osteoporose war bei den 86 weiblichen und 25

minnlichen Patienten mittels Osteodensitometrie gesichert.

Das Durchschnittsalter lag bei 65 (36-85) Jahren.

4.5 Statistische Methoden
Die statistischen Auswertungen wurden mit Hilfe von SPSS fiir Windows, Version 17.0
(SPSS Inc. USA) durchgefiihrt. Die Darstellung der kontinuierlichen Variablen erfolgte als

Mittelwerte, wihrend als Streumalle die Standardabweichungen gewihlt wurden.

4.5.1 Prazision

Die Prizision beschreibt die Zuverlédssigkeit der Versuchsergebnisse. Der Mittelwert ist
empfindlich gegeniiber auflergewohnlichen Werten und ist nur dann anwendbar, wenn die
ermittelte Haufigkeitsverteilung der Daten nur einen Gipfel aufweist. Die Variabilitdt der

Werte kann durch die Standardabweichung (o) charakterisiert werden. Der

Variationskoeffizient ist definiert als die relative Standardabweichung und wird in Prozent

angegeben. Der Median ist ein Mall fiir die Lage des Zentrums (Mittels) der
Haufigkeitsverteilung. Die oben genannten Werte wurden zur Auswertung der Daten

herangezogen bzw. berechnet.

4.5.2 Kolmogorov-Smirnov-Test

Die kontinuierlichen Variablen wurden mittels des Kolmogorov-Smirnov-Tests hinsichtlich
threr Normalverteilung iiberpriift. Wiahrend einige der getesteten Variablen keine
Normalverteilung aufwiesen (Kolmogorov-Smirnov-Test: p < 0,05), konnte fiir andere
Variablen eine Normalverteilung berechnet werden (Kolmogorov-Smirnov-Test: p = 0,05).
Bei den Vergleichen der Stichproben wurden daher Tests fiir normalverteilte Stichproben und

nichtparametrische Tests fiir nicht normalverteilte Stichproben herangezogen.

37



4.5.3 t-Test und Levene-Test

Bei dem Vergleich von 2 unabhingigen, normalverteilten Stichproben wurde der t-Test
verwendet. Der t-Test setzt neben der Normalverteilung auferdem die Gleichheit der
Varianzen in den betrachteten Populationen voraus. Vorher wurde zur Uberpriifung der
Homogenitidt der Varianzen der Levene-Test durchgefiihrt. Aufgrund der nachgewiesenen

Varianzen wurde der Student t-Test angewendet.

4.5.4 Mann-Whitney-U-Test

Der Mann-Whitney-U-Test wurde bei nicht normalverteilten Stichproben als

nichtparametrisches Verfahren angewendet.

4.5.5 Chi-Quadrat-Test und exakter Test nach Fisher

Die kategorisierten Daten dagegen wurden mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests bzw. des exakten
Tests nach Fisher ausgewertet. Der Chi-Quadrat-Test darf nur ausgefiihrt werden, wenn alle
erwarteten Zell-Hédufigkeiten > 5 sind; wird diese Bedingung nicht eingehalten, priift man die
Hypothesen mit dem exakten Test nach Fischer.

Bei der Verwendung des Chi-Quadrat-Tests wurden die erforderlichen Testvoraussetzungen

erfiillt, so dass bei allen Tests weniger als 20% der erwarteten Hédufigkeit kleiner 5 war.

4.5.6 Zweiseitige Signifikanziiberpriifung

Bei allen durchgefiihrten Tests erfolgte eine zweiseitige Signifikanziiberpriifung, wobei fiir

alle statistischen Tests ein p-Wert < 0,05 als statistisch signifikant angenommen wurde.

4.5.7 Multivariante Analyse

Zur multivarianten Analyse wurde die binidre logistische Regression mit Vorwirtseinschluss
unter Verwendung des Likelihood-Ratio-Kriteriums (Einschluss p-Wert < 0,05, Ausschluss p-
Wert > 0,1) durchgefiihrt. Mit dem Verfahren der bindren logistischen Regression wird die
Abhingigkeit einer dichotomen Variablen von anderen unabhingigen Variablen, die ein

beliebiges Skalenniveau haben konnen, untersucht.

4.5.8 Graphische Darstellungen

Die graphischen Darstellungen wurden ebenfalls mit SPSS erstellt.
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4.5.8.1 Fehlerbalken

Zur Veranschaulichung der Mittelwerte wurden bei normalverteilten Stichproben
Fehlerbalken verwendet, wobei als Streumall aufgrund der groBen Streuungsbreite die

Standardfehler aufgefiihrt wurden.

4.5.8.2 Box-Plot

Zur Veranschaulichung der Mediane und Quartilsabstinde bei nicht normalverteilten
Stichproben wurden Boxplots verwendet. Wihrend in den Boxen der Median sowie die 25. —
75. Perzentile aufgetragen sind, entsprechen die T-Balken dem kleinsten und groBten Wert,
sofern diese keine Ausreiler bzw. Extremwerte sind. Die Ausreifler sind dabei Werte, die
zwischen 1,5 und 3 Boxldngen auBlerhalb der Box liegen und sind in den Graphiken als Kreise
dargestellt, wiahrend Extremwerte, welche mehr als 3 Boxldngen auflerhalb der Box gemessen

wurden, als Kreuzchen aufgetragen sind.

4.5.8.3. Balkendiagramme

Die kategorisierten Daten wurden graphisch mit Hilfe von einfachen und gruppierten

Balkendiagrammen dargestellt.
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5. Ergebnisse

5.1 Retentionszeiten

5.1.1 Homocystein

Beim HC konnte ein einzelner Peak nach 12,45 min detektiert werden, wenn eine

Homocystein-Losung im Scan-Modus gemessen wurde.

Die Absolutmenge besteht aus der Summe der zu einer bestimmten Zeit am Multiplier
auftretenden Massen und wird als Intensitit bzw. Haufigkeit (=abundance) angegeben.

Die Chromatogramme sind Originaldaten der Hewlett-Packard MS ChemStation® Software.
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Abbildung 3: Chromatogramm von HC

In der folgenden Abbildung 4 wird der bei mit einem Peak nach 12,44 min nahezu gleicher

Retentionszeit detektierte interne Standard von HC-D, gezeigt.
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Abbildung 4: Chromatogramm von HC-Dy
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5.1.2 Cystathionin

Das Cys wurde unter den bereits beschriebenen Messbedingungen nach 16,46 min eluiert.
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Abbildung 5: Chromatogramm von Cys

In der folgenden Abbildung 6 wird gezeigt, dass der interne Standard von Cys-D4 nach 16,44

min eluiert wurde.
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Abbildung 6: Chromatogramm von Cys-Dy
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5.1.3 Dimethylglycin
Das endogene DMG wurde nach 5,62 min eluiert. In Abb. 7 findet sich ein typischer Peak.
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Abbildung 7: Chromatogramm von DMG

In der folgenden Abbildung wird gezeigt, dass das derivatisierte DMG-Dg nach 5,60 min, also
2/10 s frither als das endogene DMG eluiert wurde.
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Abbildung 8: Chromatogramm von DMG-Dg
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5.1.4 Methionin

Met wurde unter den in 4.2.4.1 beschriebenen Bedingungen nach 10,85 min eluiert und wird
in der folgenden Abbildung 9 gezeigt.
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Abbildung 9: Chromatogramm von Met

In der sich nun anschlieBenden Abbildung findet sich ein typischer Peak des Met-D4 nach
10,84 min und wurde somit 1/10 s friiher eluiert als das Met.
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Abbildung 10: Chromatogramm von Met-D,
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5.2 Basisparameter

5.2.1 Geschlecht

An der Studie hatten 111 Patienten teilgenommen, welche nach WHO-Kriterien an einer
Osteoporose litten. Hierbei handelte es sich um 86 weibliche und 25 ménnliche Patienten.

In der folgenden Abbildung wird das Auftreten eines Frakturereignisses bei weiblichen und
minnlichen Osteoporose-Patienten dargestellt.

Von den 84 Patienten weiblichen Geschlechts hatten 43 bereits eine Fraktur erlitten, 41
Patientinnen hatten anamnestisch kein Frakturereignis.

In der Gruppe der minnlichen Probanden lag bei 11 Patienten in der Krankheitsanamnese
eine Fraktur vor, bei 13 Patienten nicht.

Insgesamt konnte im Verlauf bei 54 Probanden eine Fraktur festgestellt werden, bei 54

Probanden war die Anamnese hinsichtlich dieses Parameters negativ.
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Abb. 11: Geschlecht und Fraktur
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5.2.2 Alter (Jahre)

Das Durchschnittsalter der Probanden betrug 64,9 (36 — 85) Jahre, mit einem Median von 67
Jahren und einer Standardabweichung von 9,67.

In der folgenden Abbildung ist das Alter nahezu normalverteilt in einer Glockenkurve
dargestellt. Wihrend die dlteren Probanden an einer priméren Osteoporose Typ I oder Typ II
(Typ I: postmenopausale Osteoporose 66 Patientinnen, Typ II: senile Osteoporose 23
Patienten) litten, zeigte sich bei jlingeren Patienten eine sekundire Osteoporose. Hier
erkrankten 13 Patienten nach Steroidtherapie, 4 Probanden aufgrund einer Hyperthyreose, 3
Probanden wegen eines Hyperparathyreoidismus und jeweils 1 Patient aufgrund eines

Androgenmangels bzw. nach Gastrektomie bei Magenkarzinom an einer sekundiren

Osteoporose.
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Abb. 12: Altersverteilung
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5.2.2.1 Altersabhingigkeit bei Homocystein

93 der 110 Patienten zeigten einen normalen HC-Spiegel, bei 17 Patienten konnte mit einem
Wert > 14,6 umol/l (Referenzbereiche siehe Kapitel 1.9) ein erhohtes HC, nachgewiesen

werden. Die folgende Tabelle zeigt die Mittelwerte und Mediane des Lebensalters der

Probanden.

Tab. 1: Alter (Jahre) bei Homocystein

Homocystein Mittelwert alfi::ii:i;g dsezall\l/?i?tr;t::;s Median

nicht erhoht 64,17 9,596 ,995 66,00 93
Erhoht 68,82 9,678 2,347 71,00 17
Insgesamt 64,89 9,712 926 67,00 110}

5.2.3 Homocystein-Werte

Der Mittelwert des HC lag bei 9,13 pumol/l, der Medianwert bei 9,25 umol/l. Die

Standardabweichung als Maf fiir die Streuung der Werte um ihren Mittelwert betrug 5,57.

Der kleinste HC-Wert lag bei 0,32 wmol/l, der grof3te bei 26,51 wmol/l.

Die folgende Tabelle bietet einen Uberblick iiber die ermittelten Hiufigkeiten eines erhdhten

und nicht erhohten HC.

Tab 2: Homocystein-Werte

Haufigkeit | Prozent |Giiltige Prozente

nicht erhoht 93 83,8 84,5

Erhoht 17 15,3 15,5

Gesamt 110 99,1 100,0
Fehlend 1 9
Gesamt 111 100,0
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In der Abbildung 13 sind die Homocystein-Werte der Probanden in einer Glockenkurve
dargestellt.
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Abb. 13: Homocystein-Werte der Probanden (umol/l)
(Glockenkurve = Normalverteilung)

5.2.4 Frakturen bei Osteoporose
Von 108 Patienten erlitten 54 Personen eine Niedrigenergiefraktur, dies konnte durch

Patientenangaben bzw. Akten- und Befundstudium ermittelt werden.

Tab. 3: Fraktur bei Osteoporose

Hiufigkeit | Prozent |Giiltige Prozente

Nein 54 48,6 50,0

Ja 54 48,6 50,0

Gesamt 108 97,3 100,0
Fehlend 3 2.7
Gesamt 111 100,0

Die Tabelle bezieht sich auf 108 Patienten, da bei 3 Fille keine Angaben zu aufgetretenen
Frakturen gemacht wurden. Bei der Angabe der giiltigen Prozente sind die Prozentangaben

nur auf die vorhandenen Datensitze bezogen, in der vorliegenden Tabelle also auf 108 Fille.
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5.3 Homocystein und Metabolite bei Fraktur

5.3.1 Homocystein bei Fraktur

Es war bei 107 Osteoporose-Patienten der HC-Spiegel bestimmt worden. Bei 90 dieser
Patienten zeigte sich ein HC-Wert im Normalbereich, bei 17 Probanden war das HC erhoht.
Bei 53 Patienten konnte eine Fraktur nachgewiesen werden, 54 Patienten hatten zum
Zeitpunkt der Studie noch keine Fraktur erlitten.

Fiir den HC-Spiegel gilt allgemein der Referenzbereich 5,4 — 14,6 umol/l.

Ein normaler HC-Spiegel fand sich bei 41 Personen, bei welchen anamnestisch eine Fraktur
aufgetreten war und bei 49 Personen, welche noch keine Fraktur erlitten hatten. Von der
Patienten-Gruppe, bei der ein erhohtes HC ermittelt worden war, war bei 12 Patienten eine
Fraktur im Verlauf der Erkrankung aufgetreten, bei 5 Patienten nicht. Nach dem exakten Test

nach Fischer ergibt sich eine exakte Signifikanz (2-seitig) von 0,069.
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Abb. 14: Homocystein (erhoht/nicht erhoht) und Fraktur

Der Mittelwert des HC in der Probanden-Gruppe mit Fraktur betrug 10,32 pwmol/l
(Standardabweichung 5,77), der Medianwert lag bei 9,42 umol/l, wihrend der Mittelwert des
HC bei Probanden ohne Frakturereignis bei 8,01 umol/l (Standardabweichung 5,31) und der
Median bei 9,21 umol/l lag. Im Mann-Whitney-U-Test ergab sich fir HC (umol/l) eine

asymptotische Signifikanz von 0,060.
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Der folgende Boxplot der Abbildung 15 veranschaulicht die Mediane und Quartilsabsténde

der nicht normalverteilten Stichproben beziiglich der HC-Werte bei zuvor aufgetretener
Fraktur.
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Abb. 15: Homocystein-Werte (umol/l) bei Fraktur

In der folgenden Abbildung 16 wird mittels Balkendiagramm das Auftreten einer Fraktur bei

erhohten beziehungsweise nicht erhohten HC-Konzentrationen im Serum dargestellt.
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Abb. 16: Fraktur bei Homocystein
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5.3.2 Cystathionin bei Fraktur

Cys entsteht mit Hilfe der CBS in einer Vitamin B6-abhingigen Reaktion aus HC und wird in
nmol/l gemessen.

Der Mittelwert in der Patienten-Gruppe mit Fraktur betrug 1754,54 nmol/l
(Standardabweichung 2354,14), der Median lag bei 408,38 nmol/l.

Bei den Patienten ohne Fraktur lag der Mittelwert bei 2461,79 nmol/l (Standardabweichung
2831,08) und der Median bei 521,75 nmol/l.

Der folgende Boxplot veranschaulicht die Mediane und Quartilsabsténde.
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Abb. 17: Cystathionin (nmol/l) bei Fraktur
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5.3.3 Dimethylglycin bei Fraktur

DMG entsteht bei der Ubertragung einer Methylgruppe von Betain auf HC. Das DMG konnte
bei 105 Probanden ermittelt werden.

Der Mittelwert bei Patienten mit Fraktur betrug 6,633 wmol/l (Standardabweichung 2,47) und
der Median 6,19 pumol/l.

In der Patienten-Gruppe, in welcher niemand eine Fraktur erlitten hatte, lag der Mittelwert bei
7,11 pumol/l (Standardabweichung 2,68) und der Median bei 7,00 pmol/l.

Im folgenden Boxplot sind Ausreiler als Kreise dargestellt.
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Abb. 18: Dimethylglycin (umol/l) bei Fraktur
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5.3.4 Methionin bei Fraktur

Die schwefelhaltige proteinogene Aminosdure Met stellt innerhalb des Stoffwechsels
Methylgruppen bereit und wird in mehreren Schritten zu Homoserin und Cystein abgebaut.
Met kann jedoch in einer Vitamin B12- und Folsdure-abhingigen Reaktion aus HC durch
Remethylierung zuriickgewonnen werden.

Das Met wurde bei 108 Patienten gemessen.

Bei den 54 Patienten, bei denen eine Fraktur nachgewiesen wurde, lag der gemessene
Mittelwert des Met bei 22,50 umol/l (Standardabweichung 5,28) und der Median bei 22,13
pmol/l1.

Bei den Probanden ohne Fraktur betrug der Mittelwert 22,45 umol/l (Standardabweichung
4,13) und der Median bei 22,34 umol/I.
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Abb. 19: Methionin (umol/l) bei Fraktur
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5.4 Crosslinks

5.4.1 Pyridinolin und Desoxypyridinolin bei Fraktur

Kollagen besteht aus 3 Polypeptidketten, welche in einer Dreierhelix verflochten sind und
durch sogenannte Crosslinks (Querverbindungen) stabilisiert werden. Diese aminosiure-
dhnlichen CL werden Pyridinolin und Desoxypyridinolin genannt.

Diese entstehen von Kollagenfibrillen durch Kondensation von Lysin- oder Hydroxylysin.
Ein Abbau des Knochens, wie beispielsweise bei Osteoporose, fiithrt zu einer Freisetzung von
Pyr und Dpyr und kann, da die CL renal ausgeschieden werden, im Urin gemessen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden bei 95 Patienten die sog. CL Pyridinolin und
Desoxypyridinolin im Urin bestimmt.

Bei 17 Patienten zeigten sich die CL erhoht, bei den restlichen 78 Probanden ergaben sich
Normalwerte. Es gelten allgemein folgende Referenzbereiche: 23 — 83 nmol/mmol Kreatinin
fiir Pyridinolin und fiir Desoxypyridinolin 6 — 26 nmol/mmol Kreatinin.

Frakturereignisse traten bei 48 Probanden auf, bei 10 dieser Patienten ergaben sich erhohte
CL-Werte, 38 Patienten hatten Normalwerte geboten. Bei 47 Patienten konnte keine Fraktur
nachgewiesen werden; in dieser Gruppe zeigten 7 Probanden erhohte CL-Werte, die

verbleibenden 40 Probanden wiesen Normalwerte auf.
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Abb. 20: Crosslinks bei Fraktur
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5.4.2 Crosslinks und Homocystein

Von den 77 Patienten mit normalen CL-Werten wiesen 9 Personen ein erhohtes Homocystein
auf und 68 Personen zeigten normale Werte.

In der Gruppe mit erhdhten CL hatten 6 Personen ein erhdhtes HC und 11 Personen zeigten

einen HC-Wert im Normbereich.
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Abb. 21: Crosslinks und Homocystein
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5.5 Parameter der Labordiagnostik bei Osteoporose und Homocystein

5.5.1 Vitamin B12
Vitamin B12 fungiert im HC-Stoffwechsel als Cofaktor bei der Remethylierung des HC zu

Met. Es wird nur zusammen mit dem Intrinsic factor der Belegzellen des Magens im Ileum
resorbiert. Bei insgesamt 97 Probanden wurde das Vitamin B12 bestimmt, ein Mangelzustand
konnte bei keinem der Teilnehmer nachgewiesen werden. Bei den Patienten mit nicht
erhohten HC-Spiegeln lag der Mittelwert bei 339 pmol/l und der Median bei 285 pmol/l. In
der Probanden-Gruppe mit erhohten HC-Werten lag der Mittelwert bei 254 pmol/l und der
Median bei 238 pmol/l. Dies wird in der folgenden Abbildung dargestellt.

Vitamin B 12 (pmol/l)

[ [
nicht erhoht erhoht
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Abb. 22: Vitamin B 12 (pmol/l) bei Homocystein

5.5.2 Folséiure

Die Folsiure ist ebenso wie das Vitamin B12 an der Remethylierung des HC zu Met beteiligt.
Bei 97 Teilnehmern dieser Studie wurde die Folsdure-Konzentration gemessen, ein
Folsduremangel war bei keinem Patienten aufgefallen. In der Patienten-Gruppe, bei denen

sich kein erhohtes HC ergab, lag der Mittelwert der Folsdure bei 12,9 (nmol/l) und der
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Median bei 11,5 nmol/l. Bei den Probanden, welche erh6hte HC-Werte im Serum aufwiesen,
lag der Mittelwert bei 9,3 nmol/l und der Median bei 8,0 nmol/l. In der folgenden Abbildung
23 ist dies im Boxplot dargestellt.
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Abb. 23: Folsdure (nmol/l) bei Homocystein

5.5.3 Alkalische Phosphatase

Die AP ist ein wichtiges Stoffwechselenzym, das unter anderem im Knochen vorkommt. Der
Name des Enzyms leitet sich ab von seiner Aufgabe, Phosphat-Gruppen von bestimmten
Molekiilen wie Proteinen, Nukleotiden und Alkaloiden zu entfernen. Es arbeitet am besten
im alkalischen Bereich bei einem pH-Wert iiber 7.

Bei 107 Patienten wurde die AP bestimmt; es ergaben sich fiir alle Personen normale Werte.

5.5.4 Ostase

Die Knochen-spezifische alkalische Phosphatase wird Ostase genannt. Sie wird bei der
Kollagenreifung von Osteoblasten abgegeben und verhindert wahrscheinlich die

Kalziumeinlagerung in den Knochen.
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Bei 102 Patienten wurde die Ostase gemessen. Bei 8 Probanden ergab sich ein erniedrigter
Wert, 10 Probanden zeigten einen erhohten Ostase-Wert und 84 Patienten hatten normale
Werte. Zugleich zeigte sich ein erhohtes HC bei 12 Patienten mit Normalwerten und 3
Patienten mit einer erhohten Ostase.

In dem folgenden Balkendiagramm ist die Ostase bei erhohtem beziehungsweise nicht-

erhohtem HC dargestellt.
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Abb. 24: Ostase und Homocystein

5.5.5 Serum-Kalzium

Mehr als zwei Dirittel, etwa 70% des Knochens, bestehen aus der mineralischen Komponente.
Neben Kalzium und Phosphat finden sich als Mineralstoffe auch Magnesium, Natrium,
Kalium, Chlorid und Fluorid in unterschiedlichen Mengen.

Bei 107 der teilnehmenden Probanden wurde das Serum-Kalzium bestimmt. 4 Personen
zeigten erhohte, 2 Personen erniedrige Kalzium-Werte. Bei 101 Patienten wurde ein normales
Serum-Calcium ermittelt. Zugleich zeigte sich ein erhohtes HC bei 15 Patienten der Gruppe
mit Normwerten und bei 2 Patienten mit erhohtem Kalzium.

Dies ist in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abb. 25: Kalzium und Homocystein

5.5.6 Serum-Phosphat

Phosphat wird zusammen mit Kalzium in den Knochen eingelagert, um ihn auszuhirten.
Normalerweise wird stindig altes Knochenmaterial abgebaut und durch neues ersetzt. Ist nun
der Phosphatgehalt im Blut zu hoch, wird vermehrt Parathormon gebildet, was zur Folge hat,
dass die Osteoklasten verstarkt dazu angeregt werden, Knochenmaterial abzubauen.

Das Serum-Phosphat wurde bei insgesamt 62 Patienten bestimmt. 56 Probanden zeigten
normale Werte; bei jeweils 3 Probanden ergaben sich erhohte beziehungsweise erniedrigte
Werte fiir das Serum-Phosphat.

Eine zugleich erhohte HC-Konzentration liel3 sich fiir 12 Patienten mit Normwerten ermitteln.
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6. Diskussion

Eine Untersuchung von weiteren als den bisher bekannten Risikofaktoren fiir das Auftreten
einer Osteoporose erscheint sehr sinnvoll, da die Osteoporose die hiufigste
Stoffwechselkrankheit des Skelettsystems darstellt.

Die Osteoporose ist von der WHO in die Liste der zehn weltweit bedeutendsten Krankheiten
aufgenommen worden. In Deutschland wird die Zahl der Erkrankten auf 6 — 7 Millionen

geschitzt.

Die Hypothese, dass eine erhohte HC-Konzentration im Serum zur Entstehung einer
Osteoporose beitragen konnte, wurde erst vor einigen Jahren aufgestellt. Es war aufgefallen,
dass Patienten, welche an einer hereditiren Homocysteinurie litten, meist an einer frithzeitig
einsetzenden Osteoporose erkrankten. Einige klinische Daten weisen darauf hin, dass der
erhohte HC-Spiegel im Serum mit einer gesteigerten Knochenresorption einhergeht. Dieser
Vorgang konnte die Verringerung der Knochenstabilitit und somit die erhohte

Frakturanfilligkeit erklédren.

Drei grofle Kohorten-Studien, die ,Rotterdam-Studie” und ,Longitudinal Aging Study
Amsterdam* (Niederlande) [46] und die ,,Framingham-Studie* (USA) hatten sich damit
beschiftigt, einen Zusammenhang zwischen erhohten HC-Spiegeln und dem Auftreten von
Frakturen bei der altersabhiingigen Osteoporose herzustellen.

In den niederlidndischen Studien (mit einer Laufzeit von drei bis acht Jahren) ergab sich, dass
etwa 19 Prozent der Osteoporose-Patienten mit hohen HC-Werten einen Knochenbruch
erlitten. Es konnte kein Unterschied zwischen weiblichen und minnlichen Probanden
festgestellt werden. Auswirkungen auf die Knochendichte konnten nicht nachgewiesen
werden.

Ahnliche Ergebnisse konnte die ,,Framingham-Studie* zeigen [63]. Auch hier traten vermehrt
Knochenbriiche bei hohen HC-Spiegeln im Serum auf. Frauen hatten ein doppeltes Risiko,
Minner ein vierfaches Risiko eine Fraktur zu erleiden.

So bedeutet es dennoch nicht zwingend, dass das erhohte HC kausal fiir das Auftreten von
Frakturen verantwortlich ist. Dies ldsst sich aus den Kohortenstudien nicht ableiten.

Moglicherweise konnte der hohe HC-Spiegel nur ein Marker fiir eine andere Osteoporose-
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Ursache sein, beispielsweise ein Ostrogenmangel oder als Marker fiir einen schlechten
Ernidhrungszustand [73].

Ein Zusammenhang konnte den Vitaminen B12, B6 und Folsdure zugeschrieben werden, da
niedrige Werte dieser Vitamine die primdren bestimmenden Faktoren des HC und
moglicherweise mit einer erniedrigten Knochendichte assoziiert sind. Eine erhohte HC-
Konzentration lisst sich durch eine vermehrte Zufuhr von Vitamin B12 und Folsdure senken.
In einigen Untersuchungen wurden eine hohere Folsédure- und Vitamin B12-Konzentration im
Serum mit einer erhohten Knochenmineraldichte und einer geringeren Rate an
Knochensubstanzverlust bei postmenopausalen Frauen assoziiert [15, 16].

Eine verminderte Knochendichte ist einer der bedeutendesten Risikofaktoren fiir Frakturen
[24] und reprdsentiert moglicherweise, dass ein erhohtes HC das Frakturrisiko beeinflusst.
Allerdings gibt es keinen bekannten biologischen Mechanismus, das HC einen Effekt auf die
Knochendichte hat.

In verschiedenen Beobachtungsstudien ist der Versuch, einen Zusammenhang zwischen HC
und der Knochendichte herzustellen, fehlgeschlagen [15, 36, 4].

Eine norwegische Studie (Hordaland Studie) ergab, dass eine Assoziation zwischen erhohten
HC-Werten und niedrigen Folsdurekonzentrationen und einer verminderten Knochendichte
besteht [35].

In einer Studie von Morris et al. [65] wurde bei 1550 Frauen und Ménnern in einem Alter von
tiber 55 Jahren, welche an NHANES III (National Health and Nutrition Examination Survey)
teilgenommen hatten, die Knochendichte der Hiifte gemessen. Die Probanden, welche an
einer Osteoporose erkrankt waren, wiesen eine signifikant hohere HC-Konzentration im
Serum auf als jene Teilnehmer mit einer normalen Knochendichte. Obgleich die
Knochendichte den groBiten Einflusswert auf die Knochenfestigkeit darstellt, ist diese nicht
alleinig bestimmend fiir die Qualitit der Knochen.

Zum einen werden durch aktive Muskelkraft Knochenverformungen ausgelost, welche
analysiert und entsprechend ihres Ausmafes die Knochenfestigkeit durch die Arbeit der
Osteoblasten und Osteoklasten angepasst werden. Bei korperlicher Aktivitdat wird Knochen
aufgebaut, Immobilitit verursacht Knochenverlust und Abnahme der Knochenfestigkeit.

Zum anderen spielen nicht-mechanische Faktoren wie Hormone, Medikamente und
Nahrungsbestandteile eine Rolle. Zum Beispiel beeinflusst das Parathormon die
Osteoblastenaktivitét, Bisphosphonate die Osteoklastentétigkeit, die Muskelentwicklung wird
durch Wachstumshormon und Testosteron, durch Kalzium und Phosphat wird die spontane

Mineralisation gefordert.
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Kollagenfasern sind das Geriist der strukturellen Knochenmatrix. Dieses Geriist wird durch
die sogenannten Crosslinks zwischen den Kollagenfasern stabilisiert.

Bereits vor vielen Jahren hatte Mc Kusick [62] die Hypothese aufgestellt, dass die Anomalie
des Skeletts bei Patienten mit Homocysteinurie auf eine Beeinflussung des Homocysteins auf
die Kollagen-CL zuriickzufiihren ist, bisher konnte diese Hypothese jedoch nur bedingt belegt
werden. Eine Studie von Saito et al. [77] konnte den Beweis erbringen, welcher die
Hypothese von Mc Kusick unterstiitzt. Frauen, welche anamnestisch eine Hiiftfraktur erlitten
hatten, hatten hohere HC-Konzentrationen und signifikant niedrigere Kollagen-CL, welche
durch Knochenbiopsie entnommen und gemessen wurden, als die Teilnehmer der
Kontrollgruppe. Dass sich nur eine geringe Differenz der HC-Konzentrationen zwischen
beiden Gruppen zeigte, deutet darauf hin, dass weitere Faktoren fiir den Abbau von CL
beteiligt sein konnten.

In einer Studie von Gerdhem et al [34] ergaben sich bei Frauen mit hohen HC-Spiegeln (>
17,3 wmol/l) signifikant hohere Werte der Marker fiir Knochenabbau und
Knochenaufbau im Vergleich zu den Probanden, bei denen ein niedriges HC ermittelt wurde.
In dieser Studie konnte kein Zusammenhang zwischen der Knochen-spezifischen alkalischen
Phosphatase (Ostase) und HC aufgezeigt werden.

Carmel et al. [17] zeigten auf, dass die Konzentrationen der AP und des Osteocalcin bei
Patienten mit einem erniedrigten Vitamin B12-Spiegel niedrigere Werte ergaben und nach
Substitution von Vitamin B12 Normalwerte aufwiesen. Eine zu einem spiteren Zeitpunkt
durchgefiihrte Studie konnte belegen, dass durch Vitamin B12 die Aktivitit der AP stimuliert,
und die Proliferation der Stammzellen im Knochenmark vermehrt wurde [49].

Reynolds et al. [75] stellten heraus, dass Patienten, welche eine Hiiftgelenksfraktur erlitten
hatten, im Vergleich zur Kontroll-Gruppe ein niedrigeres Vitamin B6 im Serum aufwiesen; es
wurde die Hypothese aufgestellt, dass das Vitamin B6 einen Einfluss auf die Aktivitit der
Proteine habe, welche die Osteoblasten-Aktivitét regulieren.

Mc Kusick [62] hatte angedeutet, dass das HC Kollagen-CL schidigen konnte; Vitamin B6 ist
ein Coenzym der Lysyl-Oxidase [7], welche als einziges Enzym an der Quervernetzung der
Kollagenfibrillen beteiligt ist.

In der Studie von Saito et al. [77] war die Vitamin B6-Konzentration in der Patienten-Gruppe
mit Fraktur verglichen mit der Kontroll-Gruppe nur halb so hoch. Moglicherweise fiihrt ein
niedriges Vitamin B6 und nicht ein erhdhtes HC zu einem Absinken der CL und zu einer

Abnahme der Knochenfestigkeit.
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Dass moglicherweise ein Vitamin B12-Mangel ein Risikofaktor fiir Osteoporose ist, ist
einigen Studien zu entnehmen, welche an Patienten mit pernizioser Andmie, infolge einer
Malabsorption bei Mangel an Intrinsic Faktor, durchgefiihrt wurden. Eastell et al. [30] fanden
heraus, dass Patientinnen in der Menopause, die an pernizidser Andmie erkrankt waren, im
Vergleich zur gesunden Kontroll-Gruppe, eine niedrigere Knochendichte im Bereich der
Lendenwirbel zeigten.

In spiteren Untersuchungen an einem 68-jdhrigen ménnlichen Patienten mit pernizidser
Anidmie und schwerer Osteoporose durch Melton und Kochman [64], konnte durch eine
Vitamin B12-Substitution neben der Therapie mit Etidronat eine deutlichere Erhohung der
Knochendichte im Bereich der Wirbelsdule und des Femur nachgewiesen werden, als bei
alleiniger Therapie mit Etidronat.

Eine neuere Studie an 194 ilteren Personen hatte gezeigt, dass das Vitamin B12 mit der
Knochendichte bei weiblichen, nicht jedoch bei ménnlichen Probanden zusammenhingen
konnte [27]. Bei Patientinnen mit einer klinisch manifesten Osteoporose ergaben sich
signifikant niedrigere Vitamin B12-Konzentrationen und hohere Werte der MMA, welche
einen sensitiven Marker eines Vitamin B12-Mangelzustandes darstellt [3].

Tucker et al. [95] untersuchten Teilnehmer in der Framingham Offspring Study und fanden
heraus, dass médnnliche Probanden mit einer Vitamin B12-Konzentration von weniger als 148
pmol/l eine niedrigere Knochendichte im Bereich der Hiifte, und weibliche Personen eine
niedrigere Knochendichte im Bereich der Wirbelsdule aufwiesen als Probanden der Kontroll-
Gruppe mit hoheren Vitamin B12-Konzentrationen. Morris et al. [65] konnten belegen, dass
NHANES IlII-Teilnehmer , welche an Osteoporose erkrankt waren, ein signifikant niedrigeres
Vitamin B12 und ein hoheres Serum-MMA zeigten, als Probanden der Kontroll-Gruppe mit
normaler Knochendichte. Eine niedrigere Knochendichte war mit niedrigem Vitamin B12
assoziiert, wihrend der Folsdure-Status nicht mit der BMD in Zusammenhang gebracht
werden konnte. In einer anderen Studie ergab sich allerdings eine signifikant niedrigere
Folsdure im Serum bei Patienten mit Osteoporose bzw. Osteopenie [15] und in einer
Untersuchung von iranischen postmenopausalen Patientinnen war die Folsédure positiv mit der
Knochendichte im Bereich der Lendenwirbelsidule korreliert [36].

Eine Studie, welche von Dhonukshe-Rutten et al. [28] durchgefiihrt wurde, deutete auf einen
synergistischen Effekt zwischen HC und Vitamin B12 in der Hinsicht auf das Mass der
Knochenqualitit bei weiblichen Personen hin.

Bozkurt et al. [10] untersuchten bei postmenopausalen Frauen tiirkischer Nationalitit die

Beziehung zwischen HC, seinen Metaboliten und Folsdure- und Vitamin BI12-
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Konzentrationen und deren Verbindung zur Knochendichte des Femur und der
Lendenwirbelkorper, welche mittels DXA bestimmt wurde. Eine Verbindung konnte
zwischen der HC-Konzentration und dem Vitamin B12-Spiegel und der Osteoporose, nicht

jedoch zwischen der Folsdure und der Osteoporose hergestellt werden.

Weitere klinische Versuche deuten darauf hin, dass eine Hyperhomocysteindmie zwar das
Frakturrisiko erhoht, jedoch einen geringen Effekt auf die Knochendichte hat. Messwerte der
Knochenumbaumarker deuten eine Verdnderung des Knochenstoffwechsels in Richtung der
Knochenresorption an [42]. Diese Beobachtungen wurden durch Tierversuche bekriftigt,
welche zeigten, dass Tiere mit erhohtem Homocystein-Spiegel eine verminderte
Knochendichte und eine Stimulierung des Knochenabbaus aufwiesen. Das HC hatte sich
mittels Kollagen-Bindung im Knochen angereichert [43]. Einen weiteren Hinweis auf eine
erhohte Knochenresorption zeigten Studien an Zellkulturen. Hier konnte demonstriert werden,
dass ein erhohter HC-Wert die Aktivitdt der Osteoklasten, nicht aber der Osteoblasten
anregte. Es scheint, als habe eine Hyperhomocysteindmie nachteilige Effekte auf die

extrazelluldre Knochenmatrix und beeintrichtige die Kollagen-Quervernetzung.

Nach Analyse der Literatur und der eigenen Daten bleibt es schwierig, belastbare
Schlussfolgerungen und Interpretationen zu ziehen.

Es verbleiben Zweifel, ob das Homocystein oder die B-Vitamine, B6, B12 und Folsiure,
einen direkten FEinfluss auf das Knochenremodelling, die Knochendichte oder die
Knochenqualitidt nehmen.

Sollte HC die Knochenfestigkeit direkt beeinflussen, kann jedoch nicht daraus gefolgert
werden, dass das Absenken des HC-Spiegels und Substitution von B-Vitaminen eine effektive
Behandlung hinsichtlich der Fraktur-Priavention sind.

Dies kann nur in einer randomisierten klinischen Studie, im Sinne einer Interventionsstudie,
erfolgen.

Bisher existiert jedoch nur eine Studie von Sato et al. Hier wurde bei japanischen Patienten,
welche eine Hemiplegie infolge eines Apoplexes erlitten hatten, erforscht, ob eine
Behandlung mit Folsdure und Vitamin B12 das Risiko des Auftretens einer Hiiftfraktur
senkte. Die Patienten, alle mit erhohtem HC-Spiegel (> 19,9 umol/l) und einer niedrigen
Folsdure-Konzentration (< 5,4 nmol/l), wurden randomisiert und erhielten in der einen

Gruppe eine tédgliche Dosis von 5 mg Folsdure und 1500 pg Vitamin B12 bzw. in der
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Kontroll-Gruppe einen Placebo und wurden iiber einen Zeitraum von 2 Jahren beobachtet. In
der behandelten Gruppe waren Folsdure und Vitamin B12 im Serum angestiegen und das HC
um 38% gesunken. In der Placebo-Gruppe waren Folsdure und Vitamin B12 abgesunken und
die HC-Konzentration um etwa 31% gestiegen. Im Vergleich zur Placebo-Gruppe waren 80%
weniger Frakturen im Bereich der Hiifte aufgetreten und das Risiko des Auftretens anderer
Frakturen wurde um 76% reduziert. Jedoch erweist es sich zum einen als schwierig, diese
Ergebnisse auf andere Populationen zu iibertragen, zum anderen kann nicht festgestellt
werden, ob das niedrigere Frakturrisiko dem Absenken des HC-Spiegels, dem Anstieg der B-
Vitamin-Konzentrationen oder einer Kombination aus beidem zugeschrieben werden kann.

Alle ansonsten existierenden Beobachtungsstudien zu der Frage, ob HC oder B-Vitamine
einen Einfluss auf die Qualitidt des Knochens oder Frakturen, welche durch eine Osteoporose
bedingt sind, haben, deuten darauf hin, dass diese Faktoren zwar mit der ,,Gesundheit* oder
,Krankheit“ des Knochens assoziiert sind, sie sagen jedoch nichts iiber die Stirke des
Einzelfaktors aus und auch nichts iiber den eventuellen Wert einer Substitution

beziehungsweise diesbeziigliche therapeutische Intervention.

6.1 Hatten die Patienten, bei welchen eine erhohte HC-Konzentration im
Serum nachgewiesen werden konnte, anamnestisch im Krankheitsverlauf
eine Niedrigenergiefraktur erlitten und ldsst sich ein Zusammenhang

herstellen?

In der vorliegenden Arbeit wurde bei 111 Probanden die HC-Konzentration im Serum
bestimmt und mittels Akten- und Befundstudium Frakturen dokumentiert. Bei 17 Patienten
wurde ein erhohter HC-Spiegel nachgewiesen. Eine Fraktur hatten zu diesem Zeitpunkt 54
Patienten erlitten. 12 von den 17 Patienten mit erhohtem HC-Spiegel hatten im
Krankheitsverlauf eine Fraktur erlitten. Da also mehr als doppelt so viele Patienten eine
positive Frakturanamnese aufwiesen, kann man hier zumindest von einem deutlichen oder
auffilligen Trend sprechen.

In der Multivarianzanalyse wurden die abhingige Variable (Fraktur) und 5 unabhingige
Variablen (Alter, Geschlecht, CL, DMG und HC) und somit 90 Patientenfille in die binér
logistische Regression einbezogen. Mit einem Wert von 0,026 ergab sich fiir das

Homocystein ein signifikantes Ergebnis, so dass die Ergebnisse einen Anhalt dafiir bieten,
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dass das Risiko des Auftretens einer Fraktur bei erhohter HC-Konzentration im Serum erh6ht

ist.

6.2 Welcher Zusammenhang besteht zwischen HC und den Vitaminen B12

und Folsaure?

Bei keinem der Probanden konnte ein Vitaminmangel-Zustand nachgewiesen werden. Hierzu
wurden die Referenzbereiche der allgemeinen Literatur als MaBlstab angenommen, wie in
Kapitel 1.9 beschrieben. Sowohl zwischen Vitamin B12 und HC, als auch zwischen Folsdure
und HC besteht ein gegenldaufiger Zusammenhang, das heifit, bei erhohtem HC zeigen sich
niedrigere Vitamin-Konzentrationen.

Fir das Vitamin B12 und HC ergibt sich im Mann-Whitney-U-Test eine Signifikanz von
0,028 und fiir die Folsdure ebenfalls im Mann-Whitney-U-Test eine hohe Signifikanz von
0,006. Dies unterstiitzt die allgemein giiltige Meinung, dass die Folsdure den stirksten

Einfluss auf die HC-Konzentration hat.

6.3 Korrelieren die Messwerte der im HC-Stoffwechsel bedeutsamen
Metaboliten Cystathionin, Dimethylglycin und Methionin mit der HC-

Konzentration und welche Bedeutung ist dem zuzuschreiben?

Cys entsteht aus HC durch Kondensation seiner Sulfhydrylgruppe mit der Hydroxylgruppe
von Serin. Diese Reaktion wird durch die CBS Vitamin B6-abhéngig katalysiert.

Met wird mit Nahrungsproteinen aufgenommen und kann durch Verkniipfung mit ATP zu S-
Adenosylmethionin umgesetzt werden, welches als wichtiger Methylgruppen-Donor dient.
Zum einen kann Met mit Serin zu Homoserin und Cystein umgewandelt werden, zum anderen
kann Met aus HC zuriickgewonnen werden, indem in einem Vitamin B12-abhingigen Schritt
eine Methylgruppe (zum Beispiel von Betain oder Tetrahydrofolsdaure) auf S-
Adenosylhomocystein iibertragen und zu S-Adenosylmethionin umgesetzt wird, aus dem
dann Met freigesetzt werden kann.

Fiir Cys und HC und fiir Met und HC konnten keine signifikanten Korrelationen gemessen
werden, was wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren ist, dass bei keinem der Patienten ein
Vitaminmangel-Zustand bestand.

DMG entsteht, indem die labile Methylgruppe des Betains durch das in der Leber und Niere
vorkommende und Kofaktor-unabhingige Enzym Betain-Homocystein-Methyltransferase
(BHMT) auf HC iibertragen wird; DMG wiederum hemmt die BHMT. Fiir DMG und HC
wurde im Mann-Whitney-U-Test mit 0,054 eine grenzwertige Signifikanz ermittelt. Dies ldsst
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sich unter Umstinden mit dem hemmenden Effekt des DMG auf die BHMT und damit auf die

verminderte Remethylierungsrate erklédren.

6.4 Zeigten die Patienten, als Ausdruck eines gesteigerten Knochenabbaus,
eine erhohte Ausscheidung von Kollagen-Crosslinks im Urin und
korrelieren diese Werte mit der Konzentration des HC im Serum bzw. mit

dem Auftreten einer Fraktur?

Die Kollagen-Crosslinks PYD und DPD wurden bei 94 Teilnehmern gemessen. Bei 17
Patienten konnte eine erhohte Ausscheidung nachgewiesen werden. Der Vergleich der
Patienten-Gruppen mit erhohtem bzw. nicht erhohtem HC zeigt, dass sich bei 40% der
Probanden eine erhohte Ausscheidung der CL und eine erhohte HC-Konzentration ergab,
wihrend bei 13,9% der Probanden mit erhohten CL nicht erhohte HC-Spiegel bestimmt
wurden. Im exakten Test nach Fisher ergab sich somit eine Signifikanz von 0,027.

Von den 17 Teilnehmern mit einer erhohten CL-Ausscheidung hatten 10 Patienten eine
Fraktur erlitten. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen der erhohten CL-Ausscheidung

und dem Auftreten einer Fraktur konnte nicht hergestellt werden.

6.5 Steigt die Wahrscheinlichkeit einer erhohten HC-Konzentration im

Serum mit zunehmendem Lebensalter?

Die allgemeine Auffassung geht in die Richtung, dass der HC-Spiegel grundsitzlich
altersabhingig ist und mit dem Alter ansteigt. Die meisten Teilnehmer dieser Studie waren
zwischen 61 und 71 Jahre alt. Auch in der vorliegenden Arbeit kann gezeigt werden, dass die
Patienten mit erhohtem HC-Spiegel im Durchschnitt (Mittelwert 68,82 Jahre, Median 71
Jahre) dlter waren, als Patienten mit nicht erhohter HC-Konzentration (Mittelwert 64,17 Jahre,

Median 66 Jahre). Im Mann-Whitney-U-Test ergab sich so eine Signifikanz von 0,035.

6.6 Gibt es geschlechtliche Unterschiede bei den Nachweisen eines erhohten

HC-Spiegels und dem Auftreten einer Fraktur?

Sowohl hinsichtlich der HC-Konzentration im Serum als auch des Auftretens einer Fraktur
konnten in der vorliegenden Arbeit keine signifikanten Unterschiede ausgemacht werden.

Bei 110 Personen wurde die HC-Konzentration im Serum ermittelt, 85 Personen weiblichen
und 25 Personen minnlichen Geschlechts. Dabei konnte bei 14 weiblichen und bei 3

minnlichen Probanden ein erhohter HC-Spiegel bestimmt werden, das heift, lediglich 16,5%
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der Frauen im Vergleich zu 12,0% der Minner zeigten eine erhohte HC-Konzentration im
Serum.

Die Frakturanamnese konnte bei 108 Personen erhoben werden, es handelte sich um 84
weibliche und 24 minnliche Probanden. Dabei hatten 43 Patientinnen und 11 Patienten eine
Fraktur erlitten, das heifit, dass 51,2% bei den Frauen 45,8% bei den Minnern

gegeniiberstehen und sich somit kein signifikanter Unterschied ergab.
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8. Anhang

8.1 Arztefragebogen

Anamnese- und Befunddokumentation

Patientenaufkleber oder
Name:

Vorname:
Geburtsdatum:

Datum der Blutabnahme: LI ].2004

Jahr der Diagnosestellung ,,Osteoporose* CICIC0]

ja
¢ Niedrigenergiefrakturen 0
e primére Osteoporose 0

¢ sekundire Osteoporose o

- endokrin-metabolisch
(Hyperthyreose, M. Cushing, Diabetes,
Hypogonadismus, Hyperparathyreoidismus,
Wachstumshormonmangel) 0
— welche Erkrankung? .............c.ccoceenne

- sekundir-entziindlich
(RA, SLE, M.Bechterew) 0
— welche Erkrankung? ...........cccccooiee

- iatrogen-medikamentos
(Steroide, Heparine, Laxantien,
Antikonvulsiva, Wachstumshormone) 0
— welche Medikamente? ...........c..ccoceenneee.

ja
- gastro-intestinal
(Laktoseintoleranz, Pankreasinsuffizienz,
Malabsorption, Maldigestion) 0
— welche Erkrankung? ...........ccccoevnennen.
- renal
(chronische Niereninsuffizienz, Hyperkalzurie,
metabolische Azidose) 0
— welche Erkrankung? .............ccccooeene.
- sonstige 0

nein

© O

nein



Bekommt der Patient folgende Therapie oder hat er sie frither bekommen?

jetzt friiher nein
e Kalzium 0] 0] 0
¢ Vitamin D3 oder Metabolit 0 0 0
e Ostrogene und Gestagenschutz 0] o] 0]
¢ Fluoride 0 0 0
¢ Kalzitonin in Kombination mit Kalzium 0 0 0
¢ Bisphosphonate 0 0 0
® NSAR, Analgetika 0o 0 0
¢ TNF o-Blocker 0 0 o
Rontgenbefunde
ja nein
¢ priklinische Osteoporose
- Rarefizierung der horizontalen Trabekel 0 0
- Betonung der vertikalen Trabekel 0 0
- Transparenzerhohung der Wirbelkorper o o
- Hervortreten der Grund-/ Deckplatten 0 0
® Wirbelkorperfraktur
- Hohenminderung des Wirbelkorpers um 20% 0 0
- Keilwirbel 0 0
- bikonkaver Fischwirbel 0 0
- Kompressionsfraktur 0 0
Osteodensitometrie

o [ endenwirbelsdule L1-L.4
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¢ Total-Hip
-BMD ...

Laborbefunde

¢ Kollagen Crosslinks

- vermindert 0
- normal 0]
- erhoht o
¢ Blutbild
- Hb g/dl
- Hk %
- Leukozyten ... /ul
- Lymphozyten ... /ul
- Thrombozyten ... /wl
® Blutsenkung L mm/h
eCRP mg/1

Sind folgende Parameter erhoht, erniedrigt oder normal?

erhoht erniedrigt normal
e Ca-Spiegel 0 0 0
¢ Phosphatspiegel 0 0 0
¢ Alkalische Phosphatase 0 0 0
¢ Osteokalzin 0 0 0
¢ Vitamin D 0 0 0
* 1,25 (OH); D3 0 0 0
® Proteinausscheidung im Urin 0 0 0
¢ Ca im 24h-Sammelurin 0 0 0
® Parathormon 0 0 0
e T3, T4 0 0 0
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8.2 Patientenfragebogen

Aufkldrung zur Homocysteinstudie bei Osteoporosepatienten

Sehr geehrte Patientin!
Sehr geehrter Patient!

Sie leiden an Osteoporose, einer Krankheit, die durch niedrige Knochenmasse und Zerstérung
des Feinaufbaues des Knochengewebes gekennzeichnet ist.

Dies fiihrt zu einer erhohten Knochenbriichigkeit und somit zu einem erhohten
Knochenbruchrisiko.

Zur Zeit wird in der Abteilung Rheumatologie und Osteologie eine Studie durchgefiihrt,

in der das Homocystein als ein moglicher Risikofaktor fiir Osteoporose untersucht wird.
Dieses Homocystein findet sich im Blutserum und ist bei Patienten mit Osteoporose offenbar
erhoht.

Wir mochten hier Zusammenhénge erkennen und aufzeigen, um eventuell einen Fortschritt in
Diagnostik und Therapie erreichen.

AuBlerdem werden wir Kollagenabbauprodukte (sogenannte Crosslinks), die vorrangig aus
dem Knochen stammen, im Urin untersuchen, da diese bei ,,aktiver* Osteoporose und einigen
anderen Erkrankungen vermehrt ausgeschieden werden.

Wir mochten Sie daher bitten, an dieser Studie freiwillig teilzunehmen und den folgenden
Fragebogen nach bestem Wissen sorgfiltig zu beantworten.

Desweiteren benotigen wir eine Blutprobe, die im Rahmen der normalen Blutentnahme
abgenommen wird und eine Urinprobe von Ihnen.

Alle Thre Daten und Angaben aus dem Fragebogen werden selbstverstindlich streng
vertraulich behandelt und anonymisiert verarbeitet.

Wir hoffen, dass wir Thnen mit den Ergebnissen dieser Studie auch weiterhelfen konnen und
mochten uns sehr herzlich fiir Ihre Bereitschaft und Mitarbeit bedanken.

Auf Wunsch kénnen wir Thnen die entsprechenden Befunde auch zur Verfiigung stellen.

Im Namen von Prof. Hein, OA Dr. Lehmann, Dr. Miiller und den Mitarbeitern der Abteilung
Rheumatologie und Osteologie,

Eva Honnes, geb. Otto
(Doktorandin)
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Patientenfragebogen — Homocystein-Studie bei Osteoporosepatienten

NaAME: oo,

Geburtsdatum: HREREREE

Geschlecht: weiblich 0

ménnlich 0
Korpergrofe: ....ooveeevveeeniieeniiene cm
Korpergewicht: .......cccoeveveinieennne. kg

e Rauchen Sie?

- seitwann? ........ccceeene.

- wie viele Zigaretten taglich? ...........

¢ Haben Sie frither geraucht?

- wielange? .....cccceeeeenns

- wie viele Zigaretten taglich? ...........

e Trinken Sie Alkohol?
- nie o
- selten 0

- regelmiBig 0

e Nehmen Sie Medikamente ein?

- wenn ja, welche?

¢ Treiben Sie Sport?

ja nein
0 0
(o) (o)
0 0
(o) 0
0 (o)
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Leiden Sie an foleenden Erkrankungen oder haben Sie frither darunter gelitten?

jetzt friiher nein
¢ Schilddriisen-Uberfunktion ) ) )
¢ Nebenschilddriisen-Uberfunktion 0 0 0
¢ Diabetes mellitus 0 0 0
¢ Erkrankungen des Magen-Darm-Traktes 0 0 0
e Milchunvertriglichkeiten 0 0 0
e Nierenerkrankungen o o o
¢ Rheumatoide Arthritis 0 0 0
e Systemischer Lupus erythematodes o] o] o
e Morbus Bechterew 0 0 0
e Hatten Sie einen bosartigen Tumor? o] o] o]
- falls ja, welchen?
ja nein

e Mussten Sie in den letzten 3 Monaten

langer als 3 Wochen Bettruhe einhalten? 0 0
e Mussten Sie im vergangenen Jahr langer

als 6 Wochen Bettruhe einhalten? 0 0
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Haben oder hatten Sie folgende Beschwerden?

jetzt friiher nein
e Frakturen (= Knochenbriiche)
— Wirbelkorper o 0 o
— Handgelenk o o o
— Oberschenkelhals o] o] 0
— andere Briiche o] 0] o
e KorpergroBRenabnahme 0 0 0
— wie viel in etwa? ................... cm
¢ Nehmen Sie Vitamintabletten ein? ja o nein o
- Vitamin B12 0 0
- Vitamin B6 0 0
- Folséure 0] 0]
- Multivitaminpriparate, die
mindestens zwei der oben
genannten Vitamine enthalten 0 0
Nur Patientinnen
e Haben Sie Kinder geboren? ja o nein o

® In welchem Lebensjahr war ihre erste Menstruation? ...........cccceevveeveennen.

Wann begann Thre Menopause?
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