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Zusammenfassung
Der Bedarf an B-Vitaminen (Folat, Vitamin B12 und B6) ist wahrend der Schwangerschaft

auf Grund einer erhthten mautterlichen Metabolisierungsrate und fetalen Bedurfnissen
auf3ergewohnlich hoch. Folat, Vitamin B12 und B6 fungieren als Kofaktoren im Einkohlen-
stoffmetabolismus, der DNA-Synthese und in zahlreichen Methylierungsreaktionen. Diese
Stoffwechselwege sind vor allem im sich entwickelnden Embryo aktiv. B-Vitamine sind Teil
des Homocystein (HCY)-Metabolismus und sind beteiligt an der Produktion von S-Adeno-
sylmethionin (SAM), dem universalen Methylgruppendonator in allen Zellen. SAM ent-steht
aus der Aminosaure Methionin und wird nach Abgabe seiner Methylgruppe an andere
zellulare Komponenten zu S-Adenosylhomocystein (SAH) abgebaut. SAH wird zu HCY
hydrolysiert. Diese Reaktion ist reversibel. HCY kann mit der SAH-Hydrolase zu SAH umge-
wandelt werden.

Hyperhomocysteinamie ist ein Risikofaktor fir Schwangerschaftskomplikationen, wie zum
Beispiel Praeklampsie und Geburtsdefekte. In diesem Zusammenhang konnten sowohl
Veranderungen im mautterlichen Blut als auch im Fruchtwasser nachgewiesen werden. Die
Veranderung des Fruchtwasservolumens ist streng abhdngig vom Gestationsalter. In der
Frihschwangerschaft entsteht das Fruchtwasser hauptsachlich durch aktiven Transport von
Flussigkeit tber das Amnion in die Fruchthohle. Spater dient der fetale Urin als Hauptquelle
zur Fruchtwasserproduktion. Weitere Fruchtwasserquellen sind Flissigkeitsverschiebungen
zwischen Fruchtwasser und fetalem Blut, Fruchtwassertransport tiber die nichtkeratinisierte
Haut, sowie Sekretion von Lungenflissigkeit.

Einzelne Studien untersuchten B-Vitamine und HCY im Fruchtwasser. Niedrige Konzentra-
tionen an Vitamin B12 und Folat waren assoziiert mit einem erhghten Risiko fir Geburts-
defekte. Bisher gibt es noch keine Daten Uber die Konzentration von SAH und SAM im
Fruchtwasser. Weiterhin ist noch nicht untersucht, inwiefern der Serum-Spiegel das metabo-
lische Milieu im Fruchtwasser widerspiegeln kann.

Wir untersuchten SAH, SAM, B-Vitamine und HCY im Fruchtwasser und im Blut von
Schwangeren mit unauffalliger Schwangerschaft. Wir haben 97 Schwangere mit intakter
Schwangerschaft (Median: 37 Jahre, 16,7 SSW), sowie 7 Frauen mit einer Pathologie des
ungeborenen Kindes untersucht. Die Patientenrekrutierung dauerte von August 2006 bis
September 2007. Die Frauen unterzogen sich an der Universitatsfrauenklinik Homburg/Saar
einer routinemaRigen Fruchtwasseruntersuchung/Amnioncentese (AC). Die Probandinnen
wurden Uber den Inhalt der Studie aufgeklart und gaben ihr schriftliches Einverstandnis. Die
Durchfiihrung der Studie wurde von der Ethikkommission nach entsprechendem Antrag
genehmigt. Es wurde EDTA-Plasma, Serum und Fruchtwasser im maximalen Abstand von
einer Stunde entnommen. Bis zur Analyse wurden die Proben bei -80C gelagert. Die Kon-
zentrationen von HCY, Cystathionin (Cys), Methylmalonsaure (MMA), SAH, SAM, Folat,
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Vitamin B12, Vitamin B6, holo-Transcobalamin (holo-TC), Albumin und Gesamtprotein
wurden in Blut und Fruchtwasser bestimmit.

Die SAH- und SAM-Konzentrationen in Plasma und Fruchtwasser wurden unter Verwendung
von LCMS/MS gemessen. Die Konzentrationen von HCY, Cys und MMA wurden bestimmt
unter Verwendung von GCMS. Mithilfe eines Chemilumineszenz-Immunoassays bestimmten
wir die Konzentrationen von Vitamin B12 und Folat sowohl im Blut als auch im Fruchtwasser.
Die holo-TC-Konzentrationen wurden mithilfe eines Zwei-Schritt-Sandwichassays (AxSYM)
ermittelt. Die Konzentrationen von Albumin und Geamtprotein wurden mit einem Farbtest mit
Endpunktmethode gemessen.

Bei Frauen mit hoherem Gestationsalter liel3en sich im Blut signifikant niedrigere Konzen-
trationen von Folat zeigen als bei Frauen mit niedrigerem Gestationsalter. Im Fruchtwasser
zeigten sich mehrere signifikante Unterschiede abhangig vom Gestastionsalter: Bei Frauen
mit héherem Gestationalter zeigten sich fir SAM héhere Konzentrationen, fir Vitamin B12,
Folat und holo-TC jedoch niedrigere Konzentrationen als in der Gruppe der Schwangeren mit
niedrigerem Gestationsalter. HCY, Folat, Vitamin B6, Albumin, Gesamtprotein sowie die
SAM/SAH-Ratio zeigten im Fruchtwasser signifikant niedrigere Konzentrationen als im Blut.
Fur Cys, MMA, SAH, SAM, Vitamin B12 und holo-TC ermittelten wir im Fruchtwasser signi-
fikant héhere Konzentrationen als im Blut. Wir fanden eine positive hoch signifikante Korrela-
tion zwischen Blut und Fruchtwasser fir HCY (r=0,61), Folat (r=0,50) und Vitamin B12
(r=0,50). Signifikante Korrelationen zeigten sich weiterhin fur holo-TC (r=0,46), MMA
(r=0,39), Vitamin B6 (r=0,33) und Cys (r=0,27). Fur SAH und SAM ergaben sich keine signifi-
kanten Korrelationen zwischen Blut und Fruchtwasser. Die Vitamin B12-Marker Gesamt-
Vitamin B12, holoTC und MMA zeigen untereinander Abhangigkeiten: holo-TC im Frucht-
wasser ist ein starker positiver Pradiktor fur Vitamin B12 im Fruchtwasser (r=0,73). Holo-TC
im Fruchtwasser und MMA im Fruchtwasser verbindet eine schwache negative aber signifi-
kante Korrelation (r=-0,27).

Folgende Kernaussagen der Studie lassen sich zusammenfassend darstellen: Der mutter-
liche HCY- und B-Vitamin-Status sind die wichtigsten Bestimmungsgrof3en der Frucht-
wasserparameter. Die Fruchtwasser-Methylierungsmarker (SAH und SAM) hangen nicht mit
dem mautterlichen Methylierungsstatus zusammen. Da Folat und Vitamin B12 im Serum signi-
fikante BestimmungsgroRen des Fruchtwasser-HCY sind, kann erniedrigtes Folat und
Vitamin B12 den HCY-Spiegel im Fruchtwasser und demnach auch das Risiko fur Geburts-
defekte erhdhen. In den wenigen untersuchten pathologischen Schwangerschaften zeigten
sich, verglichen mit der Normalgruppe, starke Abweichungenen der Fruchtwasserparameter.

Zukunftige Studien sind erforderlich um diese Daten zu bestétigen.
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Summary
Relation between B-vitamins, homocysteine and methylation status in blood and amnitotic

fluid of pregnant women with normal pregnancy

The requirement for B-vitamins (folate, vitamin B12 and B6) is exceptionally high during
pregnancy due to increased maternal metabolic rate and fetal demands. Folate, vitamin B12
and B6 function as cofactors in one-carbon metabolism, DNA-synthesis and in numerous
methylation reactions. These metabolic pathways are particularly active in the developing
embryo. B-vitamins participate in homocysteine (Hcy) catabolism and production of S-
adenosyl methionine (AdoMet), the universal methyl donor in all living cells. AdoMet is
generated from methionine and further converted into S-adenosyl homocysteine (AdoHcy)
after donating its methyl group to other cellular components. AdoHcy is hydrolysed into Hcy
that can be converted via AdoHcy-hydrolase into AdoHcy.

Hyperhomocysteinaemia is a risk factor for pregnancy complications e.g. preeclampsia and
birth defects. In this context changes in blood and amniotic fluid could be showed. The rate
of change in amniotic fluid (AF) volume is a strong function of gestational age. In early
gestation the active transport of solute by the amnion into the amniotic space is the most
likely mechanism for the formation of AF. In the later pregnancy fetal urine is a major source
of AF. Other sources of AF during gestation are: the movement of water and solute between
AF and fetal blood, water transport across the permeable non-keratinisized fetal skin, and
secretion of fluids by fetal lungs.

Few studies evaluated concentrations of B-vitamins and total Hcy (tHcy) in AF. Low
concentrations of folate and vitamin B12 in AF were related to an increased risk for birth
defects. There are no data about concentrations of AdoMet and AdoHcy in AF. Furthermore
there aren’'t any data in how far the blood-concentrations reflect the metabolic milieu in
amniotic fluid. We studied the concentrations of B-vitamins, tHcy, AdoMet, and AdoHcy in AF
from pregnant women with normal birth outcome.

The study included 97 pregnant women with healthy fetus (median age 37 years; median
gestational age 16.7 weeks) and seven pregnant women, whose fetus had a pathology.
These women were referred for routine AF testing (amniocentesis) at the department of
Gynecology, University Hospital of the Saarland between August of 2006 and September of
2007. Patients were included after written informed consent. The ethic commission allowed
the accomplishment of the study. EDTA-plasma, serum and AF samples were collected
within one hour from each other. The aliquots were stored at -80C until analysis.
Concentrations of tHcy, cystathionine (cys), methyl malonic acid (MMA), AdoMet, AdoHcy,
folate, vitamin B12, vitamin B6, holotranscobalamin (holo-TC), albumin and total protein were

measured in both blood and AF.
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Concentrations of AdoMet and AdoHcy in plasma and AF were measured by using LC-
MS/MS. Concentrations of tHcy, Cys and MMA were measured in serum and AF samples
utilizing GCMS. The concentrations of total vitamin B12 and folate were determined in serum
and AF utilizing a chemiluminescence immunoassay. Concentrations of holotranscobalamin
(holoTC) in serum and AF were measured by a two-step sandwich assay (AxSYM).
Concentrations of albumin and total protein were measured by using a colour test with end
point.

Women with higher gestational age showed significantly lower concentrations of folate in
blood than women with lower gestational age. In AF there were several significant
differences depending on gestational age: For women with higher gestational age AdoMet
showed higher concentrations, whereas vitamin B12, folate and holo-TC showed lower
concentrations than women with lower gestational age. tHcy, folate, vitamin B6, albumin,
total protein and the SAM/SAH ratio showed in AF significantly lower concentrations than in
blood. For Cys, MMA, SAH, SAM, vitamin B12 and holo-TC we measured significantly higher
concentrations in AF than in blood. We found a strong highly significant correlation between
blood and AF for tHcy (r=0,61), folate (r=0,5) and vitamin B12 (r=0,5). Holo-TC (r=0,46),
MMA (r=0,39), vitamin B6 (r=0,33) and Cys (r=0,27) showed significant correlations. For
AdoMet and AdoHcy there were no significant correlations between blood and AF. The
vitamin B12 marker total vitamin B12, holo-TC and MMA showed connections: holo-TC in AF
is a strong significant positive predictor for vitamin B12 in AF (r=0,73). Holo-TC in AF and
MMA in AF showed a weak but significant negative connection (r=-0,27).

Conclusions: Maternal blood tHcy and vitamin status are the most important determinants of
AF markers. AF methylation markers (AdoMet and AdoHcy) are not related to mother's
methylation status. Because folate and vitamin B12 in serum were significant determinants of
AF-tHcy, low folate and vitamin B12 status could increase tHcy thus increasing the risk of
birth defects. Strong changes of AF markers were found in few cases with birth defects. In

future studies more cases are required to confirm these results.
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1.1 Die Wichtigkeit von Folat und Vitamin Bl12 wéahre nd der

Schwangerschaft und im fetalen Stoffwechsel

Die Nahrstoffversorgung bei schwangeren Frauen spielt bei der Entwicklung des Kindes eine
entscheidende Rolle. Folat, Vitamin B12 und Vitamin B6 sind auf Grund ihrer Rolle bei der
Zellproliferation und Zellteilung von grofdter Bedeutung. Insbesondere wahrend der Neuru-
lation, welche wahrend der ersten Wochen nach der Konzeption stattfindet, ist Folat uner-
lasslich.

Es ist bekannt, dass Folatmangel wahrend der Frihschwangerschaft das Risiko, ein Kind mit
Neuralrohrdefekt (NTD) zu bekommen, erhdht. Es gilt als bewiesen, dass die regelmaRige
Einnahme von Folat mit einer Dosis von etwa 400 pg pro Tag vor der Konzeption und
wahrend der Frihschwangerschaft zur Reduktion der Inzidenz von NTD beitragt. Diese
Erkenntnis fuhrte zur Empfehlung, dass Frauen, welche eine Schwangerschaft planen,
taglich = 400 pg Folat als Substitution zu sich nehmen sollen (Finnel et al. 2002; Shaw et al.
1995 und 2002; Williams et al. 2002; Mills et al. 1995; Eskes 1998).

Im Gegensatz zur Folateinnahme wurde der Vitamin B12-Substitution wahrend der Schwan-
gerschaft weniger Beachtung geschenkt. Dennoch ist es von Bedeutung, denn Vitamin B12
wird benotigt, um 5-Methyl-Tetrathydrofolat in die aktive Form Tetrahydrofolat umzuwandein.
Folatsubstitution bei Frauen mit Vitamin B12-Mangel fiihrt zu Rickstau von inaktivem Folat
im Serum und folglich sekundér zu Folatdefizienz trotz normalen Serumfolatspiegein.

Folat und Vitamin B12 sind zwei Hauptdeterminanten des Methylierungspotenzials der Zelle
und bestimmen somit indirekt die Synthese- und den Methylierungsstatus der DNA-Bau-
steine. Mangel an diesen Vitaminen kdnnte chromosomale Instabilitdt und Veranderung in
der Genexpression hervorrufen (James et al. 2002; Zaina et al. 2005; Ingrosso 2003). Dies
ist insbesondere bedeutend in Phasen erhohter Proliferation — einem Zustand, wie er in der
Schwangerschaft besteht. Aufgrund der méglichen schwerwiegenden Konsequenzen einer
erniedrigten Konzentration an Vitamin B12 und Folat beim Feten, empfiehlt sich eine mog-
lichst frihzeitige Diagnostik zur Detektion eines eventuellen Vitamin B-Mangels in der
Schwangerschatft.

Folat und Vitamin B12 spielen eine wichtige Rolle im Homocystein (HCY) Metabolismus.
Vitamin B12 ist Kofaktor der Methioninsynthase (MS) und der Methylmalonyl-CoA Mutase,
welche Methylmalonyl-CoA zu Succinyl-CoA isomerisiert. Im Umkehrschluss bedeutet dies,
dass bei Vitamin B12 Mangel Methylmalonyl-CoA zu Methylmalonylsdure (MMA) hydrolysiert
wird. Der MMA-Spiegel steigt an, was als sensitiver Marker fur Vitamin B12 Mangel gilt (Hvas

et al. 2002, Cox et al. 1962). Die Bewertung von muitterlichen HCY-Serumkonzentrationen
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und MMA-Spiegeln zeigt den Status des B-Vitamin-Stoffwechsels wahrend der Schwanger-
schaft an. Zahlreiche Studien belegen, dass Hyperhomocysteindmie (HHCY), sowie Folat-
und Vitamin B12-Mangel Risikofaktoren fur Schwangerschaftskomplikationen und un-
gunstigen Schwangerschaftsausgang sind. Bei gesunden jungen Frauen steht HHCY meist
in Zusammenhang mit zu niedrigem B-Vitamin-Status (Vollset et al. 2000).

Eine aktuelle Studie zeigte, dass niedrige miitterliche Vitamin B12-Spiegel mit metabolischen
Anomalien assoziiert sind, wahrscheinlich auf Grund des unausgeglichenen Methylierungs-
status, also einer verminderten Ratio von S-Adenosylmethionin (SAM), dem wichtigsten
Methylgruppendonor, zu S-Adenosylhomocystein (SAH), der demethylierten Form des SAM
(Guerra-Shinohara et al. 2004). Was jedoch wesentlich bedeutender ist, ist die Tatsache,
dass man verminderte SAM- und erhdhte SAH-Spiegel auch bei den Neugeborenen von
Frauen mit niedrigem Vitamin B12 Status beobachten konnte (Guerra-Shinohara et al. 2004).
Die klinischen Folgen solcher Befunde fur die weitere Entwicklung des Kindes ist noch nicht
untersucht.

Ein signifikanter Zusammenhang wurde berichtet zwischen Folat- und Vitamin B12- Mangel
und NTD (Afman et al. 2001; Ray et al. 2003; Steen et al. 1998; Dawson et al. 1998). Ferner
wurde HHCY gerade bei Mittern von Kindern mit Down Syndrom beobachtet (Bosco et al.
2003). Ebenso haben Frauen, die homozygot fir die Methylentetrahydrofolatreduktase
(MTHFR) C677T Mutation sind, welche mit erhéhten HCY-Werten einhergeht, ein etwa
dreifach erhohtes Risiko fur Feten mit NTD verglichen mit Muttern ohne die T Substitution
(Ingrosso et al. 2003). HHCY und B-Vitamin-Mangel sind weiterhin Risikofaktoren fir
kongenitale Herzerkrankungen, Frihgeburtlichkeit und Totgeburten (Vollset et al. 2000).
NTD sind die haufigsten Missbildungen, die in Zusammenhang mit mutterlichem Folat-
Mangel gebracht werden kdnnen (Finnell et al. 2002; Shaw et al. 1995 und 2002; Williams et
al. 2002; Czeizel et al. 1992; Steegers-Theunissen et al. 1994). Es wurde gezeigt, dass die
HCY-Konzentration bei Mittern mit NTD-Kindern héher war als bei Muttern mit gesunden
Kindern. Die Folat-Konzentration war bei Kindern mit Spina bifida signifikant niedriger als bei
gesunden Kindern. Das Odds Ratio (OR) fiir einen NTD bei den Kindern lag bei 2,56 (95%
Kl 1,28-5,13) und bei den Muttern bei 3,05 (95% Kl 1,54-6,03), wenn deren Folatstatus im
niedrigsten Quartil der Kontrollen lag (Christensen et al. 1999).

Neue Strategien zur Primarpravention von NTD schlie3en die prakonzeptionelle Folat- Sub-
stituierung mit ein. Im Jahre 1998 bestimmte die U.S. Food and Drug Administration, dass
alle Getreideprodukte mit Folat angereichert werden missen (140 ug/100 g Getreide), was
zu einer Erhéhung der taglichen Folataufnahme von circa 100 pg fuhrte (Honein et al. 2001).
Daraufhin haben sich der Folatstatus und die HCY-Konzentrationen verbessert und ein

deutlicher Rickgang an Fehlbildungen konnte verzeichnet werden (Williams et al. 2002).
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Frihere Studien zeigten, dass die Vitamin B12-Konzentrationen im Fruchtwasser héher sind
als im mdtterlichen Blut (Steen et al. 1998; Dawson et al. 1998). Niedrige Konzentrationen
von Vitamin B12 im Blut oder im Fruchtwasser sind stark assoziiert mit dem Risiko fur NTD
(Dawson et al. 1998). In den Fruchtwasserproben der Neuralrohrdefektschwangerschaften
waren auch die Folatkonzentrationen erniedrigt (Dawson et al. 1998).

Der Zusammenhang zwischen Folat und Vitamin B12-Markern (wie MMA und Holo-Trans-
cobalamin (holo-TC)) im Fruchtwasser sowie zwischen Blut und Fruchtwasser ist bisher
nicht bekannt. Die Methylierungsmarker (SAM und SAH) wurden noch nie im Fruchtwasser
getestet. Weiterhin wurde auch der Zusammenhang zwischen diesen Markern und dem
Schwangerschaftsausgang noch nicht untersucht. Faktoren, die mdoglicherweise diese

Methylierungsmarker beeinflussen sind ebenso noch nicht untersucht.

1.2 Homocystein und dessen Zusammenhang mit B-Vitam inen und

Methylierungsmarkern

Chemische Struktur von Homocystein und verwandten V erbindungen

Homocystein (HCY) ist eine endogene, schwefelhaltige, nichtproteinogene Aminosaure
(Abb.1.2.1). HCY wird nicht Uber die Nahrung aufgenommen. Es kommt ausschlie3lich als
Zwischenprodukt im Stoffwechsel der essentiellen Aminoséaure Methionin vor (Miner et al.
1997). Methionin muss dem Kérper mit tierischem Eiweil3 zugefihrt werden und spielt beim
Menschen als Methylgruppendonator eine unentbehrliche Rolle. HCY ist ein kleines Molekl
(Molekulargewicht MG=135 Dalton), dessen Wasserlgslichkeit sehr gering ist. Cystathionin
(Cys) ist ein Nebenprodukt im Metabolismus von HCY. Es entsteht in einer Vitamin B6-ab-

hangigen Reaktion durch Kondensation von Serin an HCY.



1. Einleitung

Abb.1.2.1: Die chemische Struktur von Homocystein, Methionin und Cystathionin

Homocystein HS-CH, -CH, -CH(NH,) COOH
Methionin CHg'S'CHz'CHg'CH(NHz) COOH
Cystathionin HOOC-CH(NH,)CH-S-CH,-CH,-CH(NH,) COOH

Biochemie des Homocysteins

Die physiologische Bedeutung von HCY erklart sich durch seine zentrale Position in drei mit-
einander verbundenen Stoffwechselwegen. Methionin ist die einzig bekannte HCY-Quelle
beim Menschen. Methionin, das hauptsachlich durch Nahrungsproteine bereitgestellt wird,
wird in Anwesenheit von Adenosyltriphosphat (ATP) zu S-Adenosylmethionin (SAM) aktiviert.
SAM ist ein Methylgruppendonator bei vielen Reaktionen der Zelle. Dabei wird SAM zu S-
Adenosylhomocystein (SAH) umgwandelt, welches wiederum zu HCY hydrolysiert wird (s.
Abb. 1.2.2 Nr. 1,2,3). Dies ist der einzige Stoffwechselweg zur Produktion von HCY im
Kdrper. HCY wird Uber Cystathionin verstoffwechselt zu Cystein (Nr. 8,9), remethyliert zu
Methionin (Nr. 4,5) oder Uber die SAH-Hydrolase zu SAH umgewandelt (Nr.3). Besonders
wenn die HCY-Konzentration erhdht ist, wird HCY verstarkt Uber die SAH-Hydrolase meta-
bolisiert.

Der Abbau von HCY Uber den Remethylierungsweg wird von dem Enzym Methioninsynthase
(MS) (Nr.5) katalysiert. Fur diese Reaktion wird Methylcobalamin (Vitamin B12) als Kofaktor
bendtigt. Eine durch 5-Methyltetrahydrofolat (5-MTHF) bereitgestellte Methylgruppe wird auf
die MS Ubertragen, welche diese dann unter Bildung von Methionin auf HCY Ubertragt.

Der HCY-Abbau Uber den Transsulfurationsweg wird katalysiert tGber das Enzym Cysta-
thionin-B-Synthase (CBS, Nr.8), welches Vitamin B6 (Pyridoxalphosphat) als Kofaktor be-
notigt. Das entstandene Cystathionin wird umgewandelt in Cystein und a-Ketobutyrat mit
Hilfe der Cystathioninase (Nr. 9), einem weiteren Vitamin B6-abhangigem Enzym. Cystein
kann weiterhin zu Glutathion der Hauptdeterminanten im antioxidativen Stoffwechsel des
Menschen umgewandelt werden. Weiterhin spielt HCY zusammen mit 5-MTHF eine
Schlusselrolle im Ein-Kohlenstoff-Stoffwechsel. Sowohl HCY als auch 5-MTHF sind
Substrate fur die Produktion von Tetrahydrofolat (THF) und Methionin. THF ist die aktive
Form des Folats, welche fir die Synthese von Purinen wichtig ist, die als DNA-Bausteine
bendtigt werden (Stanger 2004; Carmel et al. 2001).
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Abb.1.2.2: Homocysteinmetabolismus und dazugehorige Enzyme (Resch et al. 1996)
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Der HCY-Abbau Uber den Transsulfurationsweg wird vermehrt bei Methioninliberschuss
aktiviert, zum Beispiel nach dem Essen. Auf der anderen Seite wird in Situationen mit rela-
tivem Mangel an Methionin in Zellen, wie sie beim Fasten vorherrschen, HCY eher zu
Methionin remethyliert. Ein suffizienter HCY-Metabolismus hangt ab von der Verflgbarkeit
von Vitamin B6, B12 und Folat (Carmel et al. 2001; Jacobsen 1998; Temple et al. 2000),

sowie von einigen Schlisselenzymen (Miner et al. 1997).
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Unter normalen physiologischen Bedingungen ist der HCY-Metabolismus streng reguliert:
SAM verstarkt als allosterischer Aktivator wohl den Abbau tber den Transsulfurationsweg
und hemmt die Transmethylierung (Selhub et al. 1992). Im Falle von Folatmangel ist 5-MTHF
nicht ausreichend verfligbar, was in einer Erhohung des HCY-Spiegels resultiert. Im
Gegensatz dazu kann bei Uberschuss an 5-MTHF die Produktion von SAM gesteigert sein
und das entstandene SAM kann die Produktion von 5-MTHF aus 5,10-Methyltetrahydrofolat
Uber die Blockade des Enzyms Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR) inhibieren, um
die Produktion von 5-MTHF herunter zu regulieren (Carmel et al. 2001).

SAM ist der Hauptmethylgruppendonor in vielen biochemischen Reaktionen des Menschen:
in der Synthese von Phospholipiden, Nukleinsduren, Aminosauren, Neurotransmittern etc.
Die Konzentrationen von SAM und SAH sind streng reguliert. Steigt die SAH/SAM Ratio an,
wird die DNA-Methylierung inhibiert, was die Genexpression beeintrachtigt (Medina et al.
2001). Die Methioninsynthasereduktase (MSR) ist ein weiteres wichtiges Enzym, welches fir
die Reduktionsreaktivierung von Methylcobalamin verantwortlich ist und dafir sorgt, dass die
aktive Form des Koenzyms Vitamin B12 vorliegt (Gaughan et al. 2001).

Nur kleine Mengen Homocystein zirkulieren im Plasma als freie Thiol-Form. Der Hauptanteil
liegt als Disulfidkomplexe vor, bei welchen HCY an SH-Gruppen bindet. Diese werden von
schwefelhaltigen Aminosauren, die Teil von Plasmaproteinen sind (v.a. Albumin) bereit-
gestellt (Ueland et al. 1996). Es bilden sich sowohl gemischte Disulfide wie z.B. mit Cystein,
als auch symmetrische Disulfide mit Homocystein (Homocystin) (Ueland et al. 1996). Freies
HCY ist unstabil und bei neutralem pH sehr schlecht |8slich (Guttormsen et al. 1993). Daher
liegen in vivo die Konzentrationen des freien HCY extrem niedrig (nur 1-2% der Konzen-
tration des Gesamt-HCY, = circa 0,1-0,2 pumol/l bei Normalwerten von < 12 pmol/l) (Refsum
et al. 1998). Fur die quantitative Messung behandelt man HCY mit bestimmten Reduktions-
mitteln. Dies bewirkt, dass HCY aus den Disulfiden geldst und die Quantifizierung méglich
wird. Die nachfolgende Tabelle zeigt die prozentuale Verteilung der Hauptformen des HCY in

Vivo.
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Bestandteile des Plasmahomocysteins

1. Reduziert:
Homocystein OOC-CH-CH,-CH,-SH
o _ 1-2% .
(frei, nicht proteingebunden) NH;
2. Oxidiert:
NH;"
- . ‘'O0C-CH-CH,-CH,-S
Homo-Disulfide (Homocystin) 5-10% |

‘O0C-CH-CH,-CH,-S
NH,"

Gemischte Disulfide

Proteingebundenes OOC-CH-CH,-CH,-S-S-Albumin

_ 80-90% .
Homocystein NH3
NH;"
‘O0C-CH-CH,-CH,-S
] ) ‘'O0C-CH,-CH;-S
Cystein-Homocystein 5-10%

+

NH3

Referenzwerte fir HCY-Konzentrationen im Blut

Vor circa 15 Jahren wurde ein HCY-Wert von 16 umol/l als physiologische Obergrenze
angegeben (Malinow 1994). Dieser Grenzwert wurde jedoch stetig nach unten korrigiert,
sodass heute die Obergrenze bei 10-12 umol/l liegt. Werte zwischen 16-30 umol/l werden
als milde, zwischen 31-100 pumol/l als moderate und Werte Uber 100 umol/l als schwere
Hyperhomocysteindmie (HHCY) bezeichnet (Jacobsen 1998). Die HCY-Werte sind alters-
und geschlechtspezifisch verteilt. Im Alter nimmt die Nierenleistung physiologischerweise ab,
was in erhéhten HCY-Konzentrationen resultiert (Herrmann et al. 1999 und 2000; Norlund et
al. 1998). Bei Neugeborenen liegt der HCY-Wert in der Nabelschnur zwischen 3,49-4,49
pmol/l (Malinow et al. 1998). Bei Kindern bis 12 Jahren wurden bei einem Durchschnittsalter
von 8,6 Jahren Werte von 3,5-9,8 umol/l gemessen (Vilaseca et al. 1997). Nach der Pubertat
steigen die Werte stark an, wobei Manner stets hohere Werte haben als Frauen (bei 40-
45jahrigen etwa 2 pumol/l Differenz bei Gesunden) (Fukagawa et al. 2000). Wahrend einer
unkomplizierten Schwangerschaft nimmt HCY im Plasma um bis zu 20-60% ab (Walker et al.
1999; Kang et al. 1986; Andersson et al. 1992; Murphy et al. 2002). Nach der Geburt steigt
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HCY wieder an und erreicht schnell wieder Ausgangswerte (Infante-Rivard et al. 2002). In

der Postmenopause steigen die HCY-Werte an (Hak et al. 2000).

Hyperhomocysteinamie (HHCY) als unabhangiger Risiko faktor

Die HHCY qilt seit einigen Jahren als unabhangiger Risikofaktor fur atherosklerotische
Erkrankungen und venése Thrombosen (Herrmann et al. 1999; Welch et al. 1998; de Bree et
al. 2005). Zunehmend wendet sich die Forschung in diesem Bereich auch geburtshilflichen
Krankheitsbildern wie angeborenen Fehlbildungen, habituellen Aborten, Praeklampsie,

HELLP-Syndrom und Plazentainsuffizienz zu.

Genetisch bedingte HHCY

Man unterscheidet zwischen den autosomal-rezessiv vererbten schweren Formen der HHCY

und der milden HHCY, die durch heterozygote Formen sowie leichtere Defekte an Cysta-
thion-B-Synthase (CBS), N5,N10-MTHF-Reduktase (MTHFR) oder Methioninsynthase (MS)
hervorgerufen werden kann (Mudd et al. 1995). Die schwere Form der HHCY ist bedingt
durch einen autosomal-rezessiv vererbten Mangel an CBS oder MTHFR. Fur die homozy-
gote Form des Mangels an CBS wird eine Inzidenz von 1:200.000-1:344.000 angegeben
(Stanger 2004). Klinisch stehen hier mentale Retardierung, Skelettdeformitaten, eine sehr
frih auftretende Atherosklerose sowie damit unmittelbar zusammenhéngend arterielle und
vendse Thrombosen bereits im 2. und 3. Lebensjahrzehnt im Vordergrund (Carson et al.
1962; Rees et al. 1993).

Heterozygote weisen einen zwei- bis vierfach hoheren Plasma-HCY-Spiegel auf als
Gesunde. Wahrend der Mangel an CBS bei einem Vorliegen einer Restfunktion des Enzyms
mit hochdosiertem Vitamin B6 in Kombination mit Folat behandelbar ist, existiert fir N5,N10-
MTHFR-Mangel keine Therapie, so dass hier die Prognose deutlich schlechter ist (Mudd et
al. 1972). Die MTHFR kann verschiedene Punktmutationen aufweisen, die mit einer
Restaktivitat des Enzyms einhergehen.

Als wichtigster Faktor fur eine milde HHCY ist die thermolabile Variante der MTHFR zu
nennen. Sie resultiert aus einer Punktmutation (C677T) in der kodierenden Region fiur die
Bindungsstelle fiur MTHF im MTHFR-Molekil. Als Aminosdure wird Valin anstelle von Alanin
eingebaut. Als Folge der Mutation hat das TT-Enzym bei 37<C eine verminderte spezifische
Aktivitdt mit geringerer katalytischer Wirkung als beim CC-Genotyp. Die Pravalenz fur das
Auftreten der homozygoten Form der thermolabilen MTHFR liegt zwischen 5-18%, abhangig
von Population und Ethnizitat (Brattstrom et al. 1998; Molloy et al 1997). Eine milde HHCY
manifestiert sich hier jedoch nur bei Folatmangel oder niedrig normalen Folatwerten. Bei
hochnormalen bzw. bei erhdhten Folatkonzentrationen manifestiert sich die HHCY nicht, well

erhdhte Folatwerte das TT-Enzym stabilisieren (Harmon et al. 1996).
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HHCY auf Grund von Vitaminmangel

Mangel an den im HCY-Stoffwechsel als Koenzyme beteiligten Vitaminen wie Folat, Vitamin
B6 oder Vitamin B12 fuhrt zu HHCY. Eine Substitution kann zur Normalisierung der Spiegel
fuhren (Brattstrom et al. 1988; Kang et al. 1987; Stabler et al. 1993)

Erkrankungen, die einen erhéhten HCY-Spiegel bedingen

Erkrankungen wie Niereninsuffizienz, Hypothyreose, perniziose Anamie und einige maligne
Tumoren sind mit einem erhéhten HCY-Spiegel assoziiert (Robinson et al. 1996; Lien et al.
2000; Guttormsen et al. 1998).

Beeinflussung des HCY-Metabolismus durch Medikament e und Lifestyle-Faktoren

Es gibt eine ganze Reihe von Wirkstoffen, die den HCY-Stoffwechsel beeinflussen. Entweder
als direkte oder indirekte Antagonisten von Kofaktoren und Enzymaktivitdten oder durch
Disulfidaustauschreaktionen, Resorptionsstorungen oder Enzyminduktion. Die folgende Ta-
belle gibt einen Uberblick iber die Beeinflussung des HCY-Spiegels durch gangige Medika-

mente und Lebensgewohnheiten.



Beeinflussung durch Medikamente

1. Einleitung

Medikament T Mechanismus Referenz
Theophyllin, o ) Ubbink et al. 1996
. 1 Vitamin B6 Antagonismus
Koffeinkonsum Grubben et al 2000
o Danishpajooh et al.
Lachgas 1 Inaktivierung der MS
2001
Methotrexat 1 Kompetitive Inhibition von Folat Guttormsen et al.1998
_ PPAR-Aktivierung, abnehmende
Fibrate 1 ) i Jonkers et al. 1999
Nierenleistung
Niacin 1 Vitamin B6-Antagonist Garg et al. 1999
Substrat fir SAM-abhéngige
L-Dopa 1 ) Zoccolella et al. 2007
Methylierung
o Erniedrigung von Folat und ]
Antiepileptika 1 o Attilakos et al. 2006
Vitamin B6
N-Acetylcystein l Spaltung von Disulfidbriicken Scholze et al. 2004
Erhéhung des Magen-pH fiihrt zu
Protonenpumpenhemmer 1 o Schenk et al. 1996
Mangel an Vitamin B12
Ostrogen und Progesteron l Hormonwirkung Mijatovic et al. 1998
Orale Kontrazeptiva 1 Folatabnahme Durand et al. 2001
. Partieller Agonist am
Tamoxifen l . Cattaneo 2001
Ostrogenrezeptor
. Hemmung der Sekretion von
Metformin 1 o Carlsen 1997
Intrinsic Factor
Beeinflussung durch Lifestyle-Faktoren
Interferenz mit Cobalamin, ) ]
o Piyathilake et al. 1994
Rauchen 1 Pyridoxin und Folat;
Radikalbildung
Generelle Malnutrition, Blockade Schneede et al. 2000;
Alkoholkonsum 1 ) ) )
der Methylierungsreaktionen Trimble et al. 1993
Vegetarische Diat 1 Vitamin B12 Mangel Herrmann et al. 2001
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1.3 Homocystein in der Graviditat

Homocystein in der normalen Schwangerschaft

Wahrend einer unkomplizierten Schwangerschaft nimmt HCY im Plasma um bis zu 20-60%
ab, besonders im 1. Trimenon. Diese Verdnderung ist bereits ab der 7. Schwangerschafts-
woche messbar. Das Minimum wird im 2. Trimenon erreicht, wahrend die Werte im dritten
Trimenon wieder auf Werte wie die des ersten Drittels leicht ansteigen. Der mittlere HCY-
Spiegel (in pmol/l) war 5.6 (95% Kl 3.9-7.3) zwischen 8.-16. SSW, 4.3 (95% Kl 3.5-5.3)
zwischen 20.-28. SSW, 5.5 (95% KI 3.3-7.5) zwischen 36.-42. SSW, sowie 7.9 (95% KI 6.2-
9.6) in der nichtschwangeren Kontrollgruppe (Walker et al. 1999). HCY war in allen 3
Trimestern signifikant niedriger als bei den nichtschwangeren Kontrollen (p<0,001). Die
HCY-Spiegel korrelierten mit den Albumin-Spiegeln, welche wahrend der Schwangerschaft
ebenfalls fallen. Die Substitution von Folat fuhrte ebenfalls zu erniedrigten HCY-Spiegeln
(Walker et al. 1999). Diese Veranderungen des mitterlichen Plasma-HCY wurden mit der
matterlichen Proteinaufnahme, dem Albuminmangel, der fetalen Utilisation und besonders
mit der Hamo-dilution durch Flussigkeitsverschiebungen erklart. Das mudtterliche
Plasmavolumen beginnt jedoch wahrend einer normalen Schwangerschaft erst ab der 10.
SSW zuzunehmen, die beobachtete Abnahme schon in der 7. SSW kann daher nicht mit

dem Hamodilutionseffekt erklart werden (Murphy et al. 2002).

Tab.1.3.1: Veranderung des HCY-Spiegels wahrend einer normalen Schwangerschaft (Walker et al. 1999)

Schwangere Frauen (SSW) _
Nichtschwangere Frauen
8-16 20-28 36-42
HCY- Mittelwert
5,6 4,3 55 7.9
[umol/l]
95%-KI 3,9-7,3 3,5-5,3 3,3-7,5 6,2-9,6

HCY und Schwangerschaftskomplikationen

Eine Reihe von Schwangerschaftspathologien wurden mit HHCY in Zusammenhang
gebracht. HHCY gilt seit einigen Jahren als Risikofaktor fur die unterschiedlichsten Schwan-
gerschaftskomplikationen (Ray et al. 1999) wie Praeklampsie (Herrmann et al. 2005; Mignini
et al. 2005), Plazentainsuffizienz (El-Khairy et al. 2003), HELLP-Syndrom (Herrmann et al.
2004) und Abruptio placentae (Del Bianco et al. 2004). Es konnte auch ein Zusammenhang

zum Auftreten von habituellen Aborten (Nelen et al. 2000) und dem Auftreten von Fehl-



1. Einleitung

bildungen, wie vor allem NTD (Steegers-Theunissen et al. 1994), hergestellt werden. Sowohl
HHCY als auch eine Homozygotie fir die thermolabile Variante der MTHFR und ein Folat-
mangel wurden als Risikofaktoren fir plazentaassoziierte Erkrankungen wie Préaeklampsie,
Abruptio placentae oder Aborte bestétigt (Ray et al. 1999).

In der Hordaland-Homocystein-Studie (Vollset et al. 2000) wurden Plasma-HCY-Werte von
5883 Frauen zwischen 40-42 Jahren mit dem Verlauf und den Komplikationen der insgesamt
14492 Schwangerschaften dieser Frauen verglichen. Verglich man die HCY-Spiegel der
Frauen im oberen mit dem unteren Drittel, zeigten Frauen mit erhohten Werten ein deutlich
erhohtes Risiko fur Praeklampsie (um 32%), Fruhgeburtlichkeit (um 38%) und niedriges
Geburtsgewicht (um 101%). Auch das Auftreten von Totgeburten wies eine Korrelation mit
dem HCY-Spiegel auf. Sowohl das Auftreten von NTD als auch von KlumpfluRen war signi-
fikant mit erhbhtem HCY assoziiert. Ein Mangel an Folat und Vitamin B12 ist ebenso mit dem
vermehrten Auftreten von NTD assoziiert (Ray et al. 2003; Afman et al. 2001; Eskes 1998).
Bei einer Studie an brasilianischen Schwangeren und ihren Neugeboren konnte gezeigt
werden, dass die HCY-Konzentrationen der Neugeborenen héher waren, deren Mitter einen
niedrigen Cobalaminstatus im Blut aufwiesen (Guerra-Shinohara et al. 2004). Erniedrigte
Vitamin B12-Konzentrationen fihrten zu einer Erhéhung von SAH und einer Erniedrigung
von SAM bei den Mittern. Die SAM/SAH Ratio war sowohl bei den Vitamin-defizienten
Muttern als auch bei deren Neugeborenen signifikant erniedrigt (Guerra-Shinohara et al.
2004).

Wiederholte bzw. habituelle Aborte

Als Abort bezeichnet man den spontanen Verlust der Schwangerschaft vor Eintreten der
Lebensfahigkeit des Kindes. Es erfolgt eine Unterscheidung in sporadische Aborte und ein
habituelles Abortgeschehen mit mindestens 3 aufeinander folgenden Aborten. Auf3erdem
werden sie zeitlich in Friuh- (<14. SSW) und Spéataborte (>14.SSW) unterteilt. Die Rate an
Aborten unter allen klinisch festgestellten Schwangerschaften liegt zwischen 11% und 15%
(Marzusch et al. 1996).

Eine bis zur Schwangerschaft unentdeckte Thrombophilie konnte bei betroffenen Frauen
zunehmend erkannt und als mdgliche Ursache fir habituelle Aborte identifiziert werden.
Wouters berichtete als erster Uber den Zusammenhang zwischen HHCY und habituellen
Aborten. 14% der Patientinnen mit habitueller Abortneigung, welche noch kein Kind geboren
haben, litten an HHCY, verglichen mit 33% der Patientinnen, welche bereits Kinder geboren
haben (Wouters et al. 1993).

Es wurde die Hypothese erhoben, dass ein friihzeitiger Schaden der Dezidualgeféal3e die Im-
plantation des Embryos stort. Diese Embryotoxizitat des HCY konnte bei Ratten (Vanaerts et

al. 1994) und Hihnern (Rosenquist et al. 1996) bestatigt werden. In der letztgenannten
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Arbeit von Rosenquist wurde gezeigt, dass bei einem HCY-Wert von 15umol/l 75% der
Huhnerembryonen starben, wahrend die Uberlebenden Anomalien, wie Ventrikelseptum-
defekte und Neuralrohrdefekte aufwiesen.

Zu Beginn der Schwangerschaft konnte in der Amnionflussigkeit eine Umwandlung von HCY
in Methionin mit Hilfe der MTHFR erreicht werden. Bei Patientinnen mit MTHFR-Mutation
funktioniert diese Umwandlung weniger gut, was zu einem Anstieg von HCY im Frucht-

wasser und damit zu Aborten fuhren kann (Steegers-Theunissen et al. 1997).

Praeklampsie
Praeklampsie ist eine Schwangerschaftserkrankung mit Hypertonie und Proteinurie als Leit-

symptome. Die Praeklampsie ist eine systemische Erkrankung der Schwangerschaft, die zu
einer Beeintrachtigung der Organfunktionen der Mutter fihren kann. Lasst sich die Hyper-
tonie nicht mehr medikamentds beherrschen oder weist ein Anstieg der Retentionswerte auf
ein drohendes Nierenversagen hin, muss die Indikation zur Terminierung der Graviditat ge-
stellt werden (Stauber 2007).

Eine HHCY (qilt als unabhangiger Risikofaktor flr eine Atherosklerose. Die Dysfunktion des
Endothels durch direkte zytotoxische Effekte und oxidativen Stress wird durch HHCY
unterstltzt. Palan und Kharb konnten in ihren Arbeiten zeigen, dass es bei Préaeklampsie
Hinweise auf solche oder ahnliche Einflisse gibt (Palan et al. 2001; Kharb 2000). Die
endotheliale Dysfunktion fiihrt zu einer erhdhten Empfindlichkeit des Endothels gegeniber
vasokonstriktorischen Einflissen (AbdAlla et al. 2001). In der Niere fuhrt die endotheliale
Dysfunktion zur Stérung der glomerularen Filtration. Es kommt zur Retention der harn-
pflichtigen Stoffe Harnséure, Harnstoff und Kreatinin.

Das HELLP-Syndrom stellt eine schwere Verlaufsform der Praeklampsie dar. HELLP steht
fur den typischen Laborbefund: Hamolyse (H), erhdhte Leberenzyme (EL) und Thrombo-
zytopenie (LP= low platelets). Klinisch imponieren hier der Oberbauchschmerz sowie
schweres allgemeines Krankheitsgefiihl mit Kopfschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen. Die
grundlegende Atiologie der Praeklampsie ist weiterhin unbekannt. Man geht von einer ge-
stdrten Throphoblastinvasion der uterinen Spiralarterien aus (Brosens et al. 1972).

Dekker beschrieb erstmalig HHCY als Risikofaktor flr Praeklampsie. In einem Kollektiv von
79 Patientinnen mit Zustand nach schwerer Praeklampsie zeigte sich bei 14 von ihnen
(17,7%) eine HHCY (Dekker et al. 1995). Weiterhin konnte eine auffallende Korrelation
zwischen dem HCY-Spiegel und der Konzentration des zellularen Fibronektins im Plasma als
Zeichen der endothelialen Dysfunktion bei Patientinnen mit Praeklampsie festgestellt werden
(Powers et al. 1998).

In einer anderen Studie wurde eine groRe Patientinnengruppe (n=345) mit stattgehabter

schwerer Praeklampsie mit einer Gruppe normal verlaufender Schwangerschaften verglichen
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und auf Thrombophilien untersucht. Eine HHCY fand sich bei 12,1% der Frauen mit Pra-
eklampsie im Vergleich zu 4,5% in der Kontrollgruppe (van Pampus et al. 1999). Postpartal
abgenommene Proben bei praeklamptischen und eklamptischen afrikanischen Frauen
wiesen ebenfalls im Vergleich zu normalen Entbindungen erhdohte HCY-Spiegel auf. Fur
Nulliparae zeigte sich hier ein gesteigertes Risiko, mit erh6htem HCY-Spiegel an Pra-
eklampsie zu erkranken (Rajkovic et al. 1999).

Eine bei Préeklampsie auftretende HHCY ist assoziiert mit der homozygoten Form der
C677T Mutation des MTHFR-Gens sowie niedrigen Vitaminspiegeln (van der Molen et al.
2000; Lachmeijer et al. 2001). Mit diesen Erkenntnissen lassen sich allerdings nicht alle Falle

von HHCY bei Praeklampsie erklaren.

Retroplazentares Hamatom

Goddjin-Wessel konnte in einer Studie einen signifikanten Unterschied im HCY-Spiegel bei
Patientinnen mit retroplazentarem Hamatom im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe auf-
zeigen. 31% der Patientinnen mit retroplazentarem Hamatom wiesen nach Methionin-Belas-
tungstest eine HHCY auf, wobei es in der Kontrollgruppe nur 9% waren (Goddijn-Wessel et
al. 1996). In einer anderen Arbeit wurde gezeigt, dass drei Monate nach der Schwanger-
schaft bei 26% der Patientinnen mit retroplazentdrem Hamatom eine HHCY nachweisbar
war (de Vries et al. 1997).

Intrauterine Wachstumsverzégerung (IUGR= intrauterine growth restriction)

Bei Plazentainsuffizienz besteht aufgrund einer inaddquaten Trophoblastinvasion eine ver-
minderte plazentare Perfusion, die zu einer fetalen Unterversorgung und in der Folge unter
Umstanden zu einer fetalen intrauterinen Wachtumsretardierung (IUGR) fuhrt. Eine IUGR
liegt vor, wenn der Fetus sein genetisch angelegtes Wachstumspotenzial nicht ausschdpfen
kann. Von der hier angesprochenen IUGR aufgrund uteroplazentarer Dysfunktion, die sich
meist nach der 24. SSW manifestiert, muss man IUGR aufgrund anderer Ursachen (Chromo-
somenanomalien, Stoffwechseldefekte, mutterliche Faktoren) abgrenzen. Die meisten Feten
mit IUGR werden als so genannte small for gestational age (SGA) Kinder geboren, deren
Geburtsgewicht unter der 10%-Perzentile liegt (Sitzmann 2006). In der Hordalandstudie
wurde bei Frauen im obersten HCY-Quantil (10,7-78 umol/l) ein 1,21fach erhdhtes Risiko fur
eine kindliche Wachstumsretardierung beobachtet (p=0,01) verglichen mit dem niedrigsten
Quantil (3,6-7,5 umol/l) (Vollset et al. 2000). Hogg et al. untersuchten HCY bei 22 Mittern mit
IUGR-Feten und bei 402 Mittern mit gesunden Feten zu zwei Zeitpunkten (26. und 37.
SSW). Es konnte kein signifikanter Unterschied der HCY-Konzentrationen gefunden werden
(Hogg et al. 2000). In einer grof3en Studie von 2003 (Infante-Rivard et al. 2003) wurde HCY

im Nabelschnurblut und im mdatterlichen Blut zum Zeitpunkt der Geburt bestimmt. Die
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Analyse wurde bei 483 Fall- (=Kind mit IUGR) und 468 Kontrollmittern sowie bei 409 IUGR-
Babys und 438 Kontrollbabys durchgefiihrt. Es zeigte sich entgegen der Erwartungen ein
inverser Zusammenhang zwischen Plasma-HCY und IUGR. Fur einen Anstieg des HCY im
mutterlichen Plasma um 5 pmol/l zeigte sich ein Odds Ratio fur IUGR von 0,37 (95% KI,
0,24-0,58). Es konnte mit steigendem HCY ein steigendes Geburtsgewicht gezeigt werden
(Infante-Rivard et al. 2003).

1.4 S-Adenosylmethionin und S-Adenosylhomocystein

S-Adenosylmethionin (SAM)

SAM wurde als das aktivierte Methionin beschrieben (Cantoni 1951). Durch Transme-
thylierung wird es zu S-Adenosylhomocystein umgebaut (De la Haba et al. 1959). SAM ist
ein sehr wichtiges Nukleosid und der universellste Methylgruppendonator im menschlichen
Metabolismus (Chiang et al. 1996). SAM ist am Umsatz verschiedenster Hormone (z.B.:
Noradrenalin > Adrenalin), Neurotransmitter und Nukleinsauren beteiligt. Beim Menschen
sind insgesamt ca. 1000 Methylierungsreaktionen mit Beteiligung von SAM bekannt (Chiang
et al. 1996).

Vor allem Zellwachstum und Zelldifferenzierung sind eng mit Methylierungen von Proteinen
verbunden. Diese zentrale Stellung zeigt, dass eine mangelnde Verfugbarkeit von SAM Aus-
wirkungen auf viele Zellfunktionen hat. Hypomethylierungen der DNA sind Merkmal von
maligne entarteten Zellen (Feinberg et al. 1995 und 2002). SAM spielt weiterhin eine
wichtige Rolle bei der Synthese von Zellmembranen. Aus Phosphatidylathanolamin und drei
CHs-Gruppen (von SAM bereitgestellt) wird Phosphatidylcholin produziert. Diese Phos-
phoglyzeride haben besonders im Nervengewebe einen hohen Umsatz. Beim Gesunden
werden taglich ca. 6-8 g SAM produziert, woraus etwa 800 mg freie Methylgruppen gebildet
werden (Matsubara et al. 1992).

Im HCY-Metabolismus Ubernimmt SAM wichtige Regulierungsfunktionen: es agiert als
allosterischer Hemmer fiir die Remethylierung von HCY, indem es die MTHFR und somit die
Synthese von 5-MTHF hemmt (Jencks et al. 1987). Aulerdem wirkt es als positiv
allosterischer Aktivator der Cystathionin-p-Synthase und aktiviert so die Transsulfurierung
(Finkelstein et al. 1975).

Therapeutisch wurde SAM wegen seiner antipsychotischen Wirkung eingesetzt sowie zur
Behandlung von Depressionen (Kagan et al. 1990) und Migrane (Friedel et al. 1989). Bei
Pavianen konnte ein alkoholtoxischer Leberschaden vermindert und der Mangel an
Glutathion behoben werden (Lieber et al. 1990). Sowohl oral als auch parenteral hat SAM
jedoch eine schlechte Bioverflgbarkeit und kann wahrscheinlich nicht intakt in Zellen aufge-

nommen werden, was den therapeutischen Einsatz limitiert (Ueland 1982).
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S-Adenosylhomocystein (SAH)

Chemisch entspricht SAH dem demethylierten SAM. Um den Methioninmetabolismus auf-
recht zu erhalten, muss SAH aus dem Stoffwechsel entfernt werden. Alle Zellen enthalten
das Enzym SAH-Hydrolase, welches SAH zu HCY und Adenosin hydrolysiert. Diese Reak-
tion ist reversibel, vitaminunabhangig und das Gleichgewicht befindet sich auf Seiten des
SAH (De la Haba et al. 1959). Das enstandene Adenosin wird Uber verschiedene Schritte in
ATP umgewandelt und steht so erneut fir die Methioninaktivierung zu SAM zur Verfligung.
Als Vorlaufer einer HHCY ist SAH erhoht. SAH ist wahrscheinlich ein noch sensitiverer Indi-
kator fur kardiovaskulare Erkrankungen als HCY (Kerins et al. 2001). SAH ist ein starker Inhi-
bitor fur die Aktivitat der Methyltransferasen (Kerr 1972). HHCY fihrt zu einer erhéhten SAH-
Konzentration und folglich zu einer gehemmten Methyltransferaseaktivitéat. SAH kann deren
Aktivitat um bis zu 50-70% reduzieren (Wang et al. 1997). Damit die SAM-abh&angige Trans-
methylierung nicht vollstandig blockiert wird, wird SAH zu Adenosin und HCY umgewandelt.
Pharmakologische Blockierung der SAH-Hydrolase fihrt zur intrazellularen SAH-Erhohung.
Spezifische SAH-Hydrolaseinhibitoren hemmen die Methylierung von Proteinen, Phos-
pholipiden, RNA und DNA (Chiang et al. 1996). Da vor allem Lymphozyten auf die Akti-
vierung durch Methylierung angewiesen sind (German et al.1983) unterdricken die SAH-
Hydrolaseinhibitoren auch die Immunantwort durch selektive Hemmung der T-Zellpro-
liferation und IL-2-Produktion (Wolos et al. 1993 a+b).

1.5 Folat

Folat gehort zur Gruppe der B-Vitamine. Es fungiert als Koenzym und spielt eine wichtige
Rolle bei den Ein-Kohlenstoffubertragungen. Somit ist es fur die DNA-Biosynthese uner-

lasslich. Weiterhin wird Folat zur Remethylierung von HCY zu Methionin benétigt.

Struktur des Folats

Unter dem Begriff Folat fasst man mehrere Derivate zusammen, die alle das gleiche Grund-
skelett aufweisen. Folat ist ein kleines wasserldsliches Molekil, welches aus einem
Pteridinkern (2-Amino-4-hydroxypteridin), p-Aminobenzoesaure und L-Glutamat (mit 1 bis 9
Glutaminresten) aufgebaut ist. Der Pteridinring kann von S&ugetieren zwar synthetisiert
werden, es ist jedoch nicht moglich, diesen mit den anderen Resten zu verknipfen. Als
Folate bezeichnet man die Derivate, die sich vom Grundskelett des Folats ableiten. 5,6,7,8-
Tetrahydrofolat (THF) ist die biologisch aktive Form des Folats. Es entsteht durch stufen-
weise Reduktion unter Verbrauch von zwei Molekilen NADPH. Als Zwischenprodukt entsteht
7,8-Dihydrofolat (Donnelly 2001; Loffler 2007).



Abb.1.5.1: Bildung von Tetrahydrofolat aus Folat
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Folatquellen in der Nahrung

1. Einleitung

Folat kommt sowohl in tierischen als auch in pflanzlichen Produkten vor. Vor allem Leber,

Pilze und grines Gemiuse sind reich an Folat. In der Nahrung kommt Folat vor allem als

Polyglutamat-Derivat von Tetrahydrofolat vor (Lucock 2000).

Stabilitat des Folats

Die meisten Nahrungsfolate sind unstabil in dem Sinne, als dass sie leicht oxidiert werden

kénnen, etwa durch Hitze, Licht oder Metallionen. Daher ist wohl der Anteil der biologisch
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aktiven Form reduziert, wenn folatreiche Nahrung gekocht wird. Andererseits ist Folsaure
aber ein hitzestabiles Molekil (Lucock 1995). Auf Grund dessen erwartet man von mit Fol-
saure angereicherten Lebensmitteln bzw. bei Vitaminpraparaten eine héhere Bioverfugbar-

keit als bei natuirlich vorkommenden Folaten.

Intestinale Absorption und Bioverfligbarkeit des Fol ats

Die Polyglutamatform, in der die Folate in der Nahrung hauptsachlich vorliegen, kann nicht
resorbiert werden. In der Birstensaummembran des Duodenum und Jejunum werden daher
die Glutamylreste mit Hilfe von y-Glutamylcarboxypeptidasen, lysosomalen Exopeptidasen,
abgespalten (Chandler et al. 1986). Das Folat liegt so als Monoglutamat vor und kann leicht
mit Hilfe von Transportern resorbiert werden. Werden grélere Mengen (bis zu mehrere mg)
an Folat aufgenommen, wie es in der Frihschwangerschaft empfohlen wird, werden diese
beinahe quantitativ resorbiert. Nach oraler Gabe ist die maximale Plasmakonzentration nach
1-2 Stunden erreicht. Intrazellular werden die Monoglutamate mit Hilfe von der y-Glutamat-
synthetase wieder zu Polyglutamaten konjugiert und kdnnen in dieser Form gespeichert und
im intrazellularen Stoffwechsel umgesetzt werden (Steinberg et al. 1983; Lowe et al.1993).
So wird ein Gradient aufrechterhalten, welcher die Aufnahme von Monoglutamat in die Zelle
begtinstigt (Sierra et al. 1999).

Der intrazellulare Folatpool besteht zu ca. 95% aus der Polyglutamatform. Dabei ist die Zell-
teilungsrate proportional dem intrazellularen Folatspeicher (Steinberg et al. 1983). Im Serum
wird hauptsachlich 5-Methyl-THF transportiert (ca. 80%), welches unspezifisch an Albumin,
a-Makroglobulin und Transferrin gebunden ist. Ein kleiner Teil wird sehr spezifisch mit einem
folatbindenden Protein transportiert (Antony et al. 1985). Weiterhin liegt ein Drittel in
ungebundener Form vor.

Die Folatausscheidung im Urin ist bei normaler, bedarfsadaquater Folatzufuhr gering. Auf-
grund tubularer Ruickresorption in der Niere betragt die Ausscheidung biologisch aktiver
Folatformen ca. 10 bis 20 % der resorbierten Folatmonoglutamatmenge (Loew et al. 1987).
Auch biologisch inaktive Abbauprodukte werden Uber den Urin ausgeschieden. Liegt die
Folataufnahme unterhalb des Bedarfs, wird die Folatexkretion minimiert, wahrend bei erheb-
licher Uberschreitung der Bedarfsmenge die Riickresorptionskapazitit der Niere tiberfordert
wird und die Folatkonzentration im Urin in Abhangigkeit von der zugeflihrten Menge ansteigt
(Williams et al. 1982). Die fakale Folatausscheidung umfasst neben nicht resorbierten
Nahrungsfolaten auch enteral synthetisierte Folatverbindungen, die nach allgemeiner Auffas-

sung nicht wesentlich zur Folatbedarfsdeckung beitragen.

Plasmareferenzbereich, tdgliche Aufnahme und Speich erung

Der Plasmareferenzbereich fir Folat liegt zwischen 5-25 ng/ml (11,5-57,4 nmol/l). Fur

gesunde Personen wird eine tagliche Aufnahme von 400 pg empfohlen. Da in der
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Schwangerschaft ein erhdhter Bedarf an Ein-Kohlenstoffeinheiten, welche von THF bereit-
gestellt werden, fir die de-novo-Synthese von Purinen und Pyrimidinen besteht und eine
klare Assoziation von Folatmangel und dem Auftreten von Neuralrohrdefekten nachgewiesen
werden konnte, wird Frauen, die eine Schwangerschaft planen und Schwangeren in der
Frihschwangerschaft die Einnahme von Folatpraparaten mit Konzentrationen von 400 bis

800 pg taglich empfohlen. Die Leber ist wichtigstes Speicherorgan der Folate.

Biochemie des Folats

In der Zelle fungiert 5-Methyl-THF als Methylgruppendonor fur die Remethylierung von HCY
zu Methionin und wird selbst zu THF. Methionin ist der Antrieb fir die Synthese von SAM,
dem wichtigsten Methylgruppendonor fir DNA, RNA, Proteine und Phospholipide. Bei
Folatmangel wird weniger Methionin produziert, was zu verminderten Konzentrationen von
SAM fihrt. Mangel an SAM flhrt zu Hypomethylierung. THF, welches nach Demethylierung
von 5-Methyl-THF entsteht, wird in mehreren Reaktionen als Substrat benutzt. THF kann in
10-Formyl-THF umgewandelt werden. Diese Reaktion wird durch das Enzym Methyl-
tetrahydrofolatdehydrogenase (MTHFD) katalysiert. Die MTHFD katalysiert weiterhin die
reversible Reaktion von 10-Formyl-THF zu 5,10-Methenyl-THF und dieses wiederum weiter
zu 5,10-Methylen-THF (Hum et al. 1988).

Der Folatmetabolismus stellt Ein-Kohlenstoffeinheiten zur Synthese von den Purinen Adenin
und Guanin zur Verfiigung, welche Bausteine der DNA sind. Ein weiterer DNA-Baustein ist
das Pyrimidin Thymin, dessen Synthese durch die Thymidilatsynthase katalysiert wird. In
dieser Reaktion Ubertragt 5,10-Methylen-THF seine Methylengruppe auf dUMP. Es entsteht
dTMP und Dihydrofolat (DHF). Durch die als Hilfsenzym wirkende Dihydrofolatreduktase wird
DHF mit Hilfe von NADPH+H" wieder in THF umgewandelt. THF kann unter Katalyse der
Serin-Hydroxymethyl-Transferase einen -CH,-OH-Rest des Serins aufnehmen und liegt
nach Wasserabspaltung wieder als 5,10-Methylen-THF vor. Beide Enzyme benétigen
Vitamin B6 als Koenzym. Hier wird deutlich, dass die Geschwindigkeit des Thymin-
Stoffwechsels eng mit dem Folatstoffwechsel verkniipft ist (Loffler 2007).

Bei jeder Verminderung des Folatangebotes bzw. der zur Verfigung stehenden Folate muss
es zu einer Storung der Thyminnukleotid-Biosynthese und damit der DNA-Replikation
kommen. Mangel an Thymin fihrt nAmlich zum félschlichen Einbau von Uracil in die DNA
wahrend der Replikation (Blount et al. 1997). Uracil-Fehleinbau fuhrt zu vermehrten Doppel-
strangbriichen und kann bei der notwendigen Basenexcisionsreparatur zur Induktion von
Punktmutationen fuhren (Duthie et al. 1998; Melnyk et al. 1999; Kunz 1988). 5,10-Methylen-
THF wird letztlich durch die MTHFR reduziert zu 5-Methyl-THF.
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Folat und Neuralrohrdefekte

Die MTHFR spielt eine zentrale Rolle fur die Verfugbarkeit von Folat fir die Remethylierung
von HCY. Wie bereits beschrieben fuhrt die C677T Mutation der MTHFR zu einer vermin-
derten Aktivitat und somit zu einem erniedrigten Angebot an 5-Methyl-THF und verminderter
Remethylierung von HCY (Van der Put et al. 1995 und 1997). Die MS wird nicht nur fir die
Remethylierung von HCY zu Methionin benétigt, sondern spielt auch eine Rolle bei der
Produktion des Membranlipids Myelin, das die Myelinscheide aufbaut. Vor allem die
homozygote Form der Mutation ist assoziiert mit einem erhdhten Risiko fir NTD. Vermin-
derte Remethylierung von HCY fihrt zu verminderter Methioninsynthese, was zur Vermin-
derung der Methylierung von DNA, RNA und Proteinen fuhrt. Der MTHFR 677 TT Genotyp
konnte mit genereller DNA-Hypomethylierung in Zusammenhang gebracht werden. Inter-
essanterweise konnte bei Personen dieses Genotyps, welche einen hohen Folatspiegel auf-
wiesen, nachgewiesen werden, dass der HCY-Anstieg nicht so stark ausgepragt war. Dies
deutet auf praventive Effekte fur Folatsubstitution bei diesen Personen hin. Frauen dieses
Genotyps, die zusatzlich einen erniedrigten Folatstatus aufweisen, haben ein zuséatzlich
erhohtes Risiko ein Kind mit NTD zu bekommen (Van der Put et al. 2001).

1.6 Vitamin B12

Struktur des Vitamin B12

Das Vitamin B12-Molekll hat eine einzigartige chemische Struktur. Es ist aus einem
Corrinringsystem aufgebaut, welches dem Porphyrinkern des Ham-Molekiils gleicht, wobei
die Corrinstruktur des Vitamin B12 nicht wie im Ham Eisen, sondern Cobalt als zentralen
Stoff enthélt. Daher wird Vitamin B12 auch als Cobalamin bezeichnet und ist das einzige bio-
logisch wichtige Molekil, das Cobalt enthalt. Cobalamin weist nur drei alpha-Methan-
Bricken auf, wobei es im Ham vier sind.

Cyanocobalamin ist ein synthetisches Derivat des Cobalamins. In dieser Form wird das
Vitamin B12 in pharmazeutischen Praparaten verwendet. Cyanocobalamin ist ein hitze- und
lichtstabiles Molekdl, ist aber erst biologisch aktiv, wenn es in-vivo in Hydroxycobalamin

hydrolysiert werden kann (Léffler et al. 2007).
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Abb.1.6.1: Struktur von Vitamin B12
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Vitamin B12-Quellen in der Nahrung

Die einzige bekannte Quelle fir Vitamin B12 im menschlichen Korper ist die bakterielle
Synthese. Pflanzen, Tiere und Menschen kdnnen kein Vitamin B12 produzieren. Fir Tiere ist
die Menge des Vitamin B12, die sie von den B12-produzierenden Bakterien in ihrem Kolon
erhalten, ausreichend. Menschen missen Vitamin B12 (ber tierische Nahrungsmittel
aufnehmen. Fleisch, Fisch, Leber, Niere, Eier und Milchprodukte sind geeignete Cobalamin-
Lieferanten, in pflanzlichen Nahrungsmitteln hingegen ist kein Vitamin B12 enthalten
(Herbert 1988). Veganer sind daher auf die unzureichende Produktion von Vitamin B12
durch Bakterien im distalen Diinndarm angewiesen (Herbert 1994). Im Gegensatz zum Folat
ist Vitamin B12 ein verhdltnismalig stabiles Molekil, welches durch die

Nahrungsmittelzubereitung kaum zerstért wird.

Intestinale Absorption und Bioverfugbarkeit des Vit amin B12

In der Nahrung liegt Vitamin B12 an Nahrungsproteine gebunden vor. Im Magen wird Vitamin

B12 durch Peptidasen von den Proteinen gel6st, an Haptocorrin gebunden und ins
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Duodenum gebracht. Im Duodenum herrscht ein neutraler pH. Hier 16st sich Haptocorrin mit
Hilfe von Pankreasenzymen leichter vom Vitamin B12, sodass sich an intrinsic factor (IF)
binden kann. Intrinsic factor ist ein Glykoprotein, welches von den Parietalzellen des Magens
produziert wird. Der IF-Vitamin B12-Komplex kann im proximalen lleum mit Hilfe eines
rezeptorvermittelten Endozytoseprozesses in die Mukosazelle aufgenommen werden.

In den Enterozyten wird Vitamin B12 an Transcobalamin Il gebunden. Transcobalamin Il ist
ein Nicht-Glykoprotein, welches von vielen Zelllinien produziert wird und Cobalamin zu allen
DNA-produzierenden Zellen transportiert (Seetharam 1999). Nur 20% des Serum Vitamin
B12 sind an Transcobalamin Il gebunden. Diesen Anteil bezeichnet man als holo-Trans-
cobalamin (holo-TC) oder auch als aktives B12. Der Hauptanteil (80%) ist an Haptocorrin
(holo-HC genannt) gebunden und hat keine biologische Funktion (s. Abb. 1.6.2). Es wird als
zirkulierendes Speichercobalamin angesehen, welches den Speichergehalt der Leber an-
zeigt (Seetharam 1999).

Da holo-TC fir den Transport von Vitamin B12 zu den Zellen zusténdig ist, kann es als
friher Indikator fir eine negative Vitamin B12-Bilanz herangezogen werden und ist wohl ein
besserer Marker fir den Vitamin B12-Status als das gesamte Plasma Vitamin B12. Es wurde
dariber berichtet, dass sich Vitamin B12-Substitution zunachst in einem starken Anstieg an
holo-TC bemerkbar macht und erst spéater ein geringerer Anstieg im holo-HC bemerkbar ist
(Lindenbaum et al.1988; Savage et al. 1994).

Abb.:1.6.2: Bestandteile des Gesamtcobalamin im Blut

Holo-HC
Biologisch inaktiv

Holo-TC
Biologisch aktiv
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Plasmareferenzbereich, tagliche Aufnahme und Speich erung

Der Referenzbereich fur den Plasmaspiegel von Vitamin B12 liegt bei 211-900 pg/ml (156-
665 pmol/l). Die empfohlene tagliche Aufnahme liegt bei 3 pg fur Erwachsene. Leber, Mus-
kulatur und Niere sind Speicherorgane fiir Cobalamin. Uber den Urin gehen taglich weniger
als 1 ug verloren. Der Gesamtbestand an Cobalamin im Kérper liegt bei 3 bis 5 mg (Loffler et
al. 2007).

Biochemie des Vitamin B12

Beim Menschen spielt Cobalamin in nur zwei verschiedenen Derivaten als Koenzym eine
Rolle (s. Abb. 1.6.3). Methylcobalamin und 5-Desoxyadenosylcobalamin sind Kofaktoren fur
das zytosolische Enzym Methioninsynthase und der mitochondrialen Methylmalonyl-CoA-
Mutase. Cobalamin determiniert die Aktivitat der Methioninsynthase und somit die Remethy-
lierungsgeschwindigkeit von HCY zu Methionin. Dieser Schritt sorgt auch fur die weitere
Bereitstellung von aktiven Folaten. Bei der Remethylierung wird zunachst eine Methylgruppe
von 5-Methyl-THF auf Cobalamin Ubertragen. Es entsteht Methylcobalamin. Die Methyl-
gruppe wird weiter auf HCY Ubertragen. Es entsteht wieder Cobalamin und Methionin. Diese
Abhangigkeit zeigt, dass Cobalaminmangel zu HCY-Anstieg fuhrt. Adenosylcobalamin ist
Kofaktor der Methylmalonyl-CoA-Mutase in den Mitochondrien und somit bei der Isomeri-
sierungsreaktion von Methylmalonyl-CoA zu Succinyl-CoA beteiligt (Krautler et al. 2005). Bei
Cobalaminmangel ist diese Reaktion nicht moglich. Methylmalonyl-CoA wird dann alternativ
zu Methylmalonséaure (MMA) hydrolysiert. Der MMA-Plasmaspiegel gilt als sensitiver Marker
fur ein Cobalamindefizit und ist von diagnostischer Bedeutung (Cox et al. 1962). Als Coba-
lamin-Analoga werden dem Vitamin B12 strukturell &hnliche Molekiile bezeichnet, die bio-

logisch inaktiv sind.
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Abb.1.6.3: Vitamin B12-abhangige Reaktionen

-
MS

Adenosyl-B12

MM-CoA mutase

HCY=Homocystein; 5-MTHF=5-Methyltetrahydrofolat; Meth=Methionin; MMA=Methylmalonsaure; MM-
CoA=Methylmalonyl-CoA; MS=Methioninsynthase; Succ-CoA=Succinyl-CoA; THF=Tetrahydrofolat

1.7 Vitamin B6

Vitamin B6 wird auch als Pyridoxin bezeichnet und fasst eine Gruppe von Verbindungen der

2-methyl-3-hydroxy-4,5-Pyridine mit biologischer Pyridoxinaktivitat zusammen.

Struktur des Vitamin B6

Das Vitamin B6-Grundgerist besteht aus einem Pyridinring. Die einzelnen Verbindungen
unterscheiden sich nur durch Reste und sind leicht ineinander Uberfiuihrbar. Als Alkohol
bezeichnet man Vitamin B6 als Pyridoxin (-CH,OH), als Aldehyd heil3t es Pyridoxal (-CHO)
und als Amin Pyridoxamin (-CH;NH,). Als Phosphorsaureester spielen im Organismus
Pyridoxin-5-Phosphat (PNP), Pyridoxal-5-phosphat (PLP) und Pyridoxamin-5-Phosphat
(PMP) eine Rolle. Vitamin B6 weist im Vergleich zum Folat eine bessere Stabilitat auf. Durch

Lagerung und Kochen gehen maximal 10-50% des Vitamins verloren.
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Abb.1.7.1: Pyridoxol, Pyridoxamin, und Pyridoxal, sowie das Koenzym Pyridoxalphosphat
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Vitamin B6-Quellen in der Nahrung

Besonders in Fleisch, Milch-, und Vollkornprodukten, Kartoffeln und Gemuse ist Vitamin B6

enthalten.

Absorption und Bioverfligbarkeit des Vitamin B6

Trotz moglicherweise unterschiedlicher Kinetik werden die Vitamin B6-Verbindungen im
gesamten und vor allem im proximalen Dinndarm durch passive Resorption gut und effektiv
aufgenommen (Hamm et al. 1979). Die Bioverfugbarkeit liegt bei 75%. Vitamin B6 liegt als
Kofaktor enzymgebunden vor. Der grof3te Teil ist an Glykogenphosphorylase gebunden (75-
80%). Mehr als 90% des PLP im Plasma ist an Albumin gebunden. Hauptabbauprodukt des
PLP ist die 4-Pyridoxinsaure.

Plasmareferenzbereich, tagliche Aufnahme und Speich erung

Der tagliche Bedarf an Vitamin B6 ist von der aufgenommenen Proteinmenge abhangig und
betragt 1,1-2,0 mg. Wahrend einer Schwangerschaft kann der Bedarf auf 5 mg/d steigen, um
den PLP-Spiegel aufrecht zu erhalten (Schuster et al. 1984). Im Plasma sollte der PLP-
Spiegel uber 20 nmol/l und das Gesamtvitamin B6 Uber 40 nmol/l liegen. Eigene Speicher
gibt es nicht. Das Vitamin ist meist als funktioneller Kofaktor enzymgebunden. Das Gesamt-

korper-Vitamin B6 betragt etwa 1000 pmol.

Biochemie des Vitamin B6

Derzeit sind mehr als hundert enzymatische Reaktionen bekannt, die Vitamin B6 als Ko-
enzym erfordern (Bender 1994). Beispiele sind die Synthese von Adrenalin, Noradrenalin,
Niacin, GABA, Tyramin, Kollagen, Dopamin oder 5-Hydroxytryptamin. Im HCY-Metabolismus
ist PLP Koenzym fiur Serin-Hydroxymethyltransferase, y-Cystathionase und Cystathionin-(3-
Synthase. Bei Vitamin B6-Mangel ist Cystathionin, welches Substrat der y-Cystathionase ist,
im Serum bzw. im Urin erhéht. Schon bei geringen B6 Defiziten ist die Transsulfurierung

vermindert (Ubbink et al. 1996). Im Tierversuch konnte unter Vitamin B6-Mangel eine Reduk-
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tion der Methioninbildung aus Serin um 81% und eine verminderte Verfligbarkeit von 5-
Methyl-THF als Substrat fur die Remethylierung festgestellt werden. Weiterhin konnte ein
reduzierter Proteinumsatz und ein geringeres Wachstum der Tiere gezeigt werden (Martinez
et al. 2000).

1.8 Geburtsdefekte

Neuralrohrdefekte

Der Neuralrohrschluss im menschlichen Embryo beginnt drei Wochen nach der Konzeption
und ist innerhalb von 28 Tagen abgeschlossen. Im Mausmodell (Golden et al. 1993) sowie
bei vielen anderen Spezies, wie zum Beispiel dem Huhn (van Straaten et al. 1996) konnte
gezeigt werden, dass der Neuralrohrschluss an mehreren Stellen beginnt. Der Schluss be-
ginnt in der Zervikalregion (Stelle A) und wird entlang der Neuralrinne sowohl nach kranial
als auch nach kaudal fortgefuhrt. Die zweite Verschlussstelle (Stelle B) liegt zwischen dem
spateren Mesencephalon und Rhombencephalon. Hier verlauft der Verschluss ebenfalls bidi-
rektional, sowohl rostral zum Ende der Neuralrinne, als auch kaudal Richtung Verschluss-
stelle A. Verschlussstelle C liegt am Neuroporus rostralis und verschliel3t das Neuralrohr in

kaudaler Richtung bis zur Verschlussstelle B.
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Abb.1.8.1: Neuralrohrverschlussstellen

Es gibt verschiedene Formen von Neuralrohrdefekten, die mithilfe dieses Verschluss-
stellenmodells in drei groBe Gruppen unterteilt werden konnen (Nakatsu et al. 2000).
Defekte, die sowohl das Gehirn als auch das Rickenmark betreffen, werden als Cranio-
rachischisis totalis bezeichnet und sind nicht mit dem Leben vereinbar. Als Anencephalie
bezeichnet man das Fehlen des Schéadeldachs und Fehlen bzw. Degeneration wesentlicher
Teile des Gehirns infolge des Ausbleibens des Neuralrohrschlusses in der Gehirnregion. Die
Feten versterben entweder schon in utero oder kurz nach der Geburt. Defekte, die die
Zervikal-, Thorakal- oder Lumbosakralregion betreffen bezeichnet man als Spina bifida. Bei
der Spina bifida occulta liegt lediglich ein Defekt des Wirbelbogens vor. Bei der Spina bifida
aperta hingegen wolben sich zusatzlich Rickenmarkshaute (Meningozele) und evtl. auch
Ruckenmarksgewebe (Meningomyelozele) durch den Wirbelbogendefekt vor (Botto et al.
1999).

Eine Dysraphie ist haufig assoziiert mit einer Arnold-Chiari-Anomalie vom Typ I, bei der das
Kleinhirn fehlgebildet und das Foramen magnum nach kaudal verlagert ist. Bei diesen
Patienten liegt haufig ein Verschlusshydrozephalus vor. Folge der Dysraphie ist eine kom-
plette oder inkomplette Querschnittslahmung mit schlaffer, selten spastischer Parese unter-
halb der Lasion, Sensibilitatsstérung, Blasen- und Darmlahmung. Die neurogene Blasen-
storung kann zu Nierenfunktionsstérungen fuhren (Sitzmann 2006). Neuralrohrdefekte
kommen relativ haufig vor. Die Pravalenz unterscheidet sich regional relativ stark. Mit 1 auf
2500 Geburten ist sie in Finnland sehr niedrig und mit 1 auf 80 Geburten in Stidwales sehr

haufig. In der BRD betragt die Pravalenz etwa 1-3 auf 1000 Geburten. Diese Pravalenzen
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kénnen zu niedrig geschéatzt sein, da sich durch das verbesserte Screening die Rate an
Schwangerschaftsabbriichen bei Vorliegen von Neuralrohrdefekt erhoht hat (Cragan et al.
1995).

Die Grunde fur das Entstehen von Neuralrohrdefekten sind multifaktoriell. Das Vorliegen
einer genetischen Komponente konnte bewiesen werden, da man folgende Sachverhalte
nachweisen konnte: bevorzugtes Vorkommen von NTD bei Frauen, die Pravalenz variiert
abhangig von Rasse und Volksstamm (Buccimazza et al. 1994; Chatkupt et al. 1994),
vermehrtes Vorkommen bei eineiigen Zwillingen (Garabedian et al. 1994) und in Familien
(Hall et al. 1988) und einem zweifach erhéhtem Risiko bei homozygoten Tragerinnen der
C677T MTHFR-Mutation (van der Put et al. 1995 und 1997).

Als exogene Faktoren lieRen sich die Einnahme von Antiepileptika (z.B. Valproat) (Lammer
et al. 1987), Diabetes mellitus (Becerra et al. 1990), fieberhafter Infekt (Edwards et al. 1995;
Graham et al. 1998) und Ubergewicht (Shaw et al. 1996; Werler et al. 1996; Watkins et al.
1996) identifizieren. Weiterhin spielen der soziobkonomische Status und die Ernahrung eine
Rolle (Wasserman et al. 1998). Im Jahr 1976 untersuchten Smithells et al. erstmals den
Ernahrungsstatus bei Frauen, welche ein Kind mit NTD erwarteten (Smithells et al. 1976).
Die Studie zeigte, dass der Folatstatus der roten Blutzellen reduziert war. In einer darauf
folgenden Studie am gleichen Zentrum konnte bei einer Studienpopulation, die Folat
substituierte, verglichen mit einer Population, die kein Folat einnahm ein um 86%
vermindertes Auftreten von NTD nachgewiesen werden (Smithells et al. 1983).

Die MRC-Studie zeigte, dass bei Frauen, die 4 mg Folat pro Tag einnahmen das Risiko fur
ein erneutes Auftreten eines NTD um 72% vermindert war, verglichen mit einer Gruppe, die
kein Folat substituierten (MRC Vitamin Study Research Group 1991). Czeizel et al. Be-
richteten ein vermindertes Risiko fur das erstmalige Auftreten eines NTD bei Frauen, die 800
pg Folat pro Tag einnahmen (Czeizel et al. 1992). In China fihrte man eine Inter-
ventionsstudie in einer Region mit hoher Préavalenz und einer Region mit niedriger Pravalenz
fur NTD durch. Es wurde ein signifikant erniedrigtes Risiko bei einer Einnahme von 400 pg
taglich nachgewiesen (Berry et al. 1999). Diese wissenschaftlichen Arbeiten flhrten zur
Ubereinstimmenden Meinung, dass perikonzeptionelle Folateinnahme zur Pravention von
NTD fiuhrt und dass Frauen, die eine Schwangerschaft planen, empfohlen wird, taglich 400
pg Folat einzunehmen. Da die meisten Schwangerschaften ungeplant entstehen, werden in
den Vereinigten Staaten seit 1998 alle Getreideprodukte mit 140 pg Folat pro 100 Gramm
Getreide angereichert (Honein et al. 2001). Neben dem Folatstatus untersuchte man auch
den Zusammengang von Vitamin B12-Mangel und dem Auftreten von NTD. Niedrige
Konzentrationen von Vitamin B12 im Fruchtwasser sind stark assoziiert mit dem Risiko fur
NTD (Dawson et al. 1998). Die Folatkonzentrationen waren auch bei den Fruchtwasser-

proben der NTD-Schwangerschaften erniedrigt.
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Down-Syndrom (Trisomie 21)

Das Down-Syndrom, auch als Trisomie 21 bezeichnet, ist mit 1:700 Lebendgeborenen die
haufigste autosomale Chromosomenaberration. Die Inzidenz ist mit dem mdutterlichen Alter
korreliert (<30 Jahre: <1:1000, 30-34 Jahre:1-2:1000, 35-39 Jahre: 2-10:1000, 40-44 Jahre:
10-20:1000, >44 Jahre: 20-40:1000) (Hernandez et al. 1996). Die meisten Kinder mir Down-
Syndrom werden aber von Mittern geboren, die junger als 30 Jahre alt sind. In Gber 90%
liegt eine freie Trisomie infolge von Non-Disjunction vor, Chromosom 21 ist dreifach
vorhanden (Antonarakis et al. 1992). Seltener tritt eine Mosaiktrisomie (2%) mit normaler
Zelllinie und Zellen mit freier Trisomie 21 auf. In seltenen familiar auftretenden Fallen ist das
zusatzliche Chromosom 21 an ein anderes Autosom angeheftet. Dies bezeichnet man als
Translokationstrisomie 21. Klinisch imponiert der charakteristische Phanotyp mit nach auf3en
ansteigenden Lidachsen, Epikanthus und flacher Nasenwurzel. Weiterhin besteht eine
geistige Retardierung unterschiedlichen Schweregrads sowie Fehlbildungen der inneren
Organe (bei ca. 50% Herzfehler) und eine erhghte Leukamierate (Sitzmann 2006)

Es wird diskutiert, ob HHCY und Folatmangel Risikofaktoren fiir das Auftreten von Down-
Syndrom sind. Takamura untersuchte in einer Fall-Kontrollstudie 31 Frauen, die eine
Schwangerschaft mit einem Kind mit Down-Syndrom hatten und verglich HCY, Folat, Vitamin
B12 und B6 mit 60 Kontrollen. Man fand eine signifikante Erhéhung des HCY und eine
signifikante Erniedrigung des Folats bei den Féllen verglichen mit den Kontrollen (Takamura
et al. 2004). Eine weitere Fall-Kontroll-Studie untersuchte bei normalen (n=41) und Down-
Syndrom-Schwangerschaften (n=23) Formiminoglutamat (FIGLU) im Fruchtwasser. FIGLU
dient als Ein-Kohlenstoffubertrager fur Folat. Bei Folatmangel akkumuliert FIGLU. Im Frucht-
wasser der Down-Syndrom-Schwangerschaften konnte im Vergleich zur Kontrollgruppe ein
signifikant erniedrigter FIGLU-Spiegel festgestellt werden. Es zeigte sich also kein Hinweis
fur Folatmangel als méglicher Risikofaktor fir Down-Syndrom. Zwei Enzyme des Folat- und
HCY-Metabolismus sind auf Chromosom 21 lokalisiert (Cystathionin-B-Synthase und
Glutamatformiminotransferase-Cyclodeaminase). Auf Grund der 1,5-fachen Gendosis geht
man von einer gesteigerten Aktivitat dieser Enzyme aus. Dies wirde die Erniedrigung des

FIGLU bei den Down-Sydrom-Schwangerschaften erklaren (Baggot et al. 2006).

Ewards-Syndrom (Trisomie 18)

Die Trisomie 18 tritt bei 1:6000 Neugeborenen auf. Der Chromosomensatz zeigt 47XX bzw.
XY+18 Chromosomen. Die Inzidenz ist mit dem Alter der Mutter korreliert. Es zeigen sich
schwerste Organfehlbildungen (Herzfehler, Lippen-Kiefer-Gaumen-Spalte, Osophagus-

atresie). Die Lebenserwartung betragt im Durchschnitt eine Woche (Sitzmann 2006).
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Ulrich-Turner-Syndrom (Monosomie X)

Bei 1:2000 weiblichen Neugeborenen findet sich eine Monosomie X. Der Chromosomensatz
zeigt 45X0 Chromosomen, es ist also nur ein Geschlechtschromosom vorhanden. Klinisch
zeigen sich das Ausbleiben der Entwicklung sekundarer Geschlechtsmerkmale, Infertilitat

und Minderwuchs. Die Lebenserwartung ist nicht beeintrachtigt (Sitzmann 2006).

Multipler Sulfatasemangel

Multipler Sulfatasemangel (multiple sulfatase deficiency; MSD) ist eine seltene (Préavalenz:
circa 1:407.000), autosomal rezessiv vererbte lysosomale Speicherkrankheit, welche durch
die beeintrachtigte Aktivitat von mindestens acht Sulfatasen gekennzeichnet ist. MSD wird
durch loss-of-function-Mutationen im SUMF1 (sulfatase modifying factor 1 gene) verursacht,
welches fir das Protein F-Gly-Generating Enzyme kodiert, das in der posttranslationalen
Modifikation aller Sulfatasen beteiligt ist (Dierks et al. 2003). Klinisch zeigen sich deutliche
faziale Anomalien (Hypertelorismus, Mittelgesichtshypoplasien, flache Nasenwurzel, lange
Wimpern), begrenzte Gelenkbeweglichkeit, Ichtyosis, Hepatomegalie und muskulare
Hypotonie (Busche et al. 2008). Bei MSD kommt es zum fortschreitenden Verlust von physi-

schen und kognitiven Fahigkeiten.

1.9 Fruchtwasser

Fruchtwasser ist in der Schwangerschaft unerlasslich zur Gewahrleistung des fetalen
Wachstums und Stoffwechsels. Sowohl Zusammensetzung als auch Volumen unterliegen in
der Schwangerschaft Veranderungen und strengen Regulationen. Im ersten Trimester ist
das Fruchtwasser isotonisch zu miutterlichem und fetalem Plasma, enthélt aber nur einen
sehr geringen Anteil an Proteinen (Campbell et al. 1992). Weiterhin zeigt sich eine erhdhte
Konzentration an Zuckeralkoholen, dem Produkt von anaerobem Metabolismus (Jauniaux et
al. 2005). Man glaubt, dass das Volumen der Flissigkeit durch Transsudation des Plasmas,
sowohl des Fetus durch die nicht keratinisierte fetale Haut, als auch der Mutter durch die
uterine Dezidua und/oder die Plazentaoberflache entsteht (Faber et al. 1973). Mit zu-
nehmendem Schwangerschaftsalter unterscheidet sich die Zusammensetzung der Amnion-
flussigkeit von der des Plasmas. Die Osmolalitat und der Natriumgehalt nehmen ab, wohl als
Ergebnis der Produktion von verdiinnendem fetalem Urin (Gillibrand 1969). Harnstoff, Kreati-
nin und Harnséure steigen im Fruchtwasser in der zweiten Halfte der Schwangerschaft auf
Werte an, die zwei- bis dreimal hoher sind als die Konzentration im fetalen Plasma
(Gillibrand 1969).

Das Volumen nimmt von etwa 10 ml in der 10. SSW stetig tUber ca. 630 ml in der 22. SSW
auf etwa 770 ml in der 28. SSW zu (Brace et al. 1994). Zwischen der 29. und 37. SSW
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verandert sich das Volumen nur sehr wenig, um dann nach der 39. SSW stark abzunehmen,
was die erh6hte Rate von Oligohydramnion bei Ubertragenen Kindern erklart (Gadd 1966) (s.
Abb 1.9.1). Das Fruchtwasservolumen verandert sich bei fetalen Pathologien (z. B.: Nieren-
agenesie, Anencephalie, Osophagusatresie), wird aber auch beeinflusst durch Anderungen
des miutterlichen Hydrierungsstatus und fetale Veranderungen wie Anamie und Hypoxie
(Sciscione et al. 1997; Ross et al. 1996).

Abb.1.9.1: Fruchtwasservolumen in Abhéngigkeit vom Gestationsalter (Beall et al. 2007)

2500
2000
c
£
5 1500
g 99%
]
(79}
g 1000 90%
2
< . .
S .
= 75%
LL 500 - .
50%
25%
5%
: 1%
0 - T T T T T T T T T T T T T T 1
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In der letzten Halfte der Schwangerschaft sind die Hauptquellen der Fruchtwasserproduktion
der fetale Urin und die Flissigkeit, die aus der fetalen Lunge sezerniert wird. Durch das
Schlucken von Fruchtwasser und die intramembrandse Absorption ins fetale Blut entsteht ein
Kreislauf zwischen Abgabe und Aufnahme von Fruchtwasser (Abb. 1.9.2). Der reife Fetus
produziert taglich ca. 1000 ml Urin (Rabinowitz et al. 1989; Fagerquist et al. 2001), weiterhin
werden ca. 1000 ml Lungenflissigkeit produziert, wovon etwa die Halfte geschluckt wird, die
andere Halfte wird ins Fruchtwasser abgegeben (Brace et al. 1989). Studien an Feten am
Ende der Schwangerschaft zeigten, dass der Fetus etwa 210-760 ml taglich schluckt, was
nicht der produzierten Menge Urin entspricht (Pritchard 1966). Diese Differenz wird durch
den intramembrantsen Weg absorbiert. Aus der Amnionhodhle tber das Amnion gelangt die
Flissigkeit in die fetalen Gefal3e (Gilbert et al. 1989 und 1997). Andere Wege der Frucht-
wasserabsorption wurden untersucht und es wurde festgestellt, dass sie nicht wichtig sind fur

die Absorption aus der Amnionhdhle. Vor allem der transmembrantse Fluss (aus dem
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Fruchtwasser ins mutterliche Blut) ist im Vergleich zum intramembrandsen Fluss sehr gering
(Anderson et al. 1988 und 1990).

Abb. 1.9.2: Wasserzirkulation zwischen Fetus und Fruchtwasser (nach Beall et al. 2007)
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2. Probanden und Methoden

2.1 Probanden, Blutentnahme und Gewinnung von Fruch twasser

Fiur diese Arbeit wurden Blut und Fruchtwasserproben bei Schwangeren entnommen, bei
denen eine Amniocentese ohnehin indiziert war, um Chromosomenanomalien oder Neural-
rohrdefekte auszuschlielRen. Die Amniocentese wird bei Schwangeren, die alter als 35 Jahre
sind, empfohlen, da mit steigendem miutterlichem Alter die Inzidenz fir Chromo-
somenanomalien, wie z.B. Trisomie 21, ansteigt. Weitere Indikationen fiir eine Amniocentese
sind Ultraschallauffalligkeiten, mutterliche Angst und pathologisches Ersttrimesterscreening.
Die meisten Fruchtwasseruntersuchungen finden aus medizinischen Griinden in der 16. oder
17. SSW statt. Spatere Eingriffe werden meist nur bei Verdacht auf Pathologien
durchgefuhrt. Die Risiken der Amniocentese werden durch die Abnahme von 2 ml Frucht-
wasser fur diese Studie nicht beeinflusst. Ausschlusskriterien waren Zwillings- bzw. Mehr-
lingsschwangerschaften, ektope Schwangerschaften, intrauteriner Fruchttod, Typ 1 Diabe-
tes, bakterielle oder virale Infektionen.

Nach entsprechendem Antrag erteilte die Ehtikkommission die Erlaubnis zur Durchfihrung
der Studie. Die Probandinnen wurden Uber den Inhalt der Studie aufgeklart und gaben ihr
schriftliches Einverstandnis. Im Zeitraum September 2006 bis September 2007 konnten wir
104 Probandinnen in die Studie aufnehmen. Anamnestisch erfassten wir noch folgende
Daten anhand eines Fragebogens (s. Anlage Kap. 6.2): mutterliches Alter, Anzahl der
Schwangerschaften, Lebendgeburten und Fehlgeburten, Schwangerschaftskomplikationen,
Begleiterkrankungen, Medikation und perikonzeptionelle Folat- oder Vitamin B12-Einnahme.
Das Gestationsalter wurde ermittelt anhand des Datums der letzten Menstruationsblutung
und des Ultraschalls in der Friihschwangerschaft.

Bei der Amniocentese werden 2 ml Fruchtwasser abgenommen und fur diese Studie ver-
wendet. Das Fruchtwasser wird direkt nach Abnahme in Kihlbehéltern aufbewahrt. Unmittel-
bar nach der Fruchtwasserpunktion wird den Patientinnen im Liegen lege artis Blut abge-
nommen (eine 10 ml Serummonovette und zwei 2,7 ml EDTA-Monovetten) und ebenfalls auf
Eis zwischengelagert. Sowohl Fruchtwasser als auch Blut wurden innerhalb von 30 min nach
Entnahme zentrifugiert (10 min bei 4000 rpm, bei 10C). Danach wurden Serum, EDTA-
Plasma und Fruchtwasser in 1,5 ml GefaRe aliquotiert. Fir die SAH- und die SAM-
Bestimmung wurden je ein 500 pl Aliquot EDTA-Plasma und Fruchtwasser mit 50 pl 1mol/l

Essigsaure angesauert. Die Proben wurden bis zur Analytik bei -80T gelagert.
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2.2 Blut und Fruchtwasser Analytik

HCY-, Cys-, und MMA-Bestimmung mit Hilfe von Gaschr omatographie-Massen-
spektrometrie (GCMS)

Das GCMS System besteht aus einem HP 6890 Gaschromatographen mit Autosampler und
Split-Einlass, einem HP 5973 Massenspektrometer (mit lonenquelle, Quadrupol-Massenfilter
und Detektor) und einer ChemStation fir die Steuerung und Ergebnisauswertung. Der
Gaschromatograph besteht aus einem Ofen, in dem die Gaschromatographie-Saule beheizt
wird. Die GC-Saule ist Uber ein Interface mit dem Massenspektrometer verbunden. Das
Massenspektrometer wird mithilfe einer Vorvakuumpumpe und einer Hochvakuumpumpe
(Turbomolekularpumpe) auf einen Druck von 1,3 mPa evakuiert. Das Hochvakuum im
Massenspektrometer sorgt fir kollisionsfreie lonenbahnen, erzeugt eine mittlere freie
Weglange, die mindestens so grol3 wie der Abstand zwischen lonenquelle und Detektor sein
muss, verhindert elektrische Entladungen und erhoht die Nachweisempfindlichkeit.

Im Massenspektrometer werden die Uber das Interface aus dem Gaschromatographen
austretenden Molekile mit Elektronen mit einer Energie von 70 eV beschossen. Aufgrund
der Elektro-Elektrowechselwirkungen verlieren die Moleklle das ankommende und ein ge-
bundenes Elektron (Elektronen-lonisation). Das entstehende lon ist in der Regel einfach
positiv geladen, es treten jedoch auch lonen mit anderen Ladungen auf. Die lonisations-Aus-
beute liegt nur bei 0,01%. Die molekularen lonen fragmentieren in kleinere Teilchen. Die
Masse und die Intensitat der einzelnen Fragmente erlauben genaue Ruckschlisse auf die
Beschaffenheit der Ausgangsmolekile.

Auf dem Weg zum Detektor miissen die lonen einen Quadrupol-Massenfilter passieren. Die
Bewegung eines lons, das zwischen die Quadrupolstébe eintritt, wird bestimmt durch die
elektrischen Felder der vorliegenden Gleich- und Hochfrequenz-Spannungen. Nur die lonen
mit einem bestimmten Massen/Ladungs-Verhaltnis (m/z) oszillieren im Massenfilter konstant,
erreichen den Ausgang des Massenfilters und werden vom Elektronen-Multiplier detektiert.
Durch den Elektronen-Multiplier wird eine Signalverstarkung um den Faktor 10° erzielt.

Die verwendete GCMS Methode fiir die Bestimmung des Homocysteins und Cystathionins
lehnt sich an die von Stabler beschriebenen GCMS Methoden an (Stabler et al. 1988).

Die verwendete Methode fir die MMA-Bestimmung geht auf die von Allen beschriebene
GCMS-Methode zuriick (Allen et al.1993). Die lonenfragmente des silylierten Homocysteins
(Retentionszeit ca. 13 min) haben die folgenden Masse/Ladungsverhaltnisse: 420; 424 (fur
den deuterierten internen Standard). Die lonenfragmente des silylierten Cystathionins
(Retentionszeit ca. 17 min) haben die folgenden Masse/Ladungsverhaltnisse: 362; 366 (fur
den deuterierten internen Standard). Die lonenfragmente der silylierten MMA (Retentionszeit
ca. 10 min) haben die folgenden Masse/Ladungsverhéltnisse: 289; 292 (fir den deuterierten

internen Standard).
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Probenvorbereitung fiir die HCY- und Cys-Bestimmung

In nummerierte Glasgefal3e (1-20) wird 1 ml Wasser fur die Chromatographie gegeben.

Fir die Serumbestimmung werden hinzugegeben: 200 pl Patientenserum (bzw. Kontrolle),15
pl interner deuterierter Cystathionin-D,-Standard (8,27 pmol/l), 10 pl Homocystein-D,-Stan-
dard (392 pmol/l) und 30 pl einer frisch angesetzten Dithiotreitol-Loésung (10 mg Dithiotreitol
in 1 ml 1M NaOH lésen).

Fiur die Fruchtwasserbestimmung werden hinzugegeben: 200 pl Fruchtwasser (bzw. Kon-
trolle), 50 pl interner deuterierter Cystathionin-D,-Standard (8,27 pmol/l), 20 ul Homocystein-
D,-Standard (392 pmol/l) 1:20 vorverdinnt und 30 pl einer frisch angesetzten Dithiotreitol-
Losung (10 mg Dithiotreitol in 1 ml 1N NaOH lésen).

Jeweils gut mischen. Fir die Reduktion werden die Proben 30 min bei 42<C inkubiert.

Vorbereitung des Anionenaustauscher-Harzes fir die Festphasenextraktion:

Zunachst wird eine bestimmte Menge des trockenen Anionenaustauscher-Harzes (AG MP-
1M, mesh 100-200 Fa. Bio-Rad) abgewogen und in einem gleich groRen Volumen 1 M HCI
gewaschen. Anschlielend wird das Anionenaustauscher-Harz mit dem gleichen Volumen
Methanol gewaschen und danach bei 60C Uber mindestens 3h getrocknet. Die num-
merierten Chromatographiesaulen werden mit jeweils 100 mg des getrockneten Anionen-
austauscher-Harzes geflllt. Im Anschluss werden die gefillten Saulen mit 1 ml Methanol und

anschliel3end mit 3 ml Wasser fir die Chromatographie gewaschen.

Anionen-Austausch-Festphasenextraktion:

Nach der Reduktion wird die gesamte Probe mit Hilfe einer Pasteur-Pipette auf die vor-
bereitete Chromatographiesaule pipettiert. Nun wird die Séule zunéchst dreimal jeweils mit 3
ml Wasser fur die Chromatographie und schlief3lich einmal mit 3 ml Methanol gewaschen.
Fir die Elution werden 1,1 ml 0,4 M Essigsaure-Methanol-L6sung (10 ml 4 M Essigséure mit
90 ml Methanol mischen) auf die Séule pipettiert und das Eluat unter der S&ule in einem
entsprechend nummerierten Glasgefa3 aufgefangen. Die auf diese Weise gewonnenen
Proben werden in einem Eppendorf-Konzentrator bei 60C vollstandig getrocknet. Das Ein-
dampfen dauert in der Regel 3-4 Stunden in Abhangigkeit von der Probenanzahl.

Fur die Derivatisierung werden auf die getrockneten Proben jeweils 20 pl Acetonitril und 10
pl MTBDSFA (N-Methyl-N-tert.-butyldimethylsilyl-trifluoracetamid) pipettiert. Die Proben

werden gut gemischt und anschlieRend im Mikrowellen-Herd 5 min bei 440 W erhitzt.
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Probenvorbereitung fiir die Methylmalonsdure-Bestimmung

In die beschrifteten Glasgefal3e wird 1 ml Wasser fur die Chromatographie pipettiert.

Fir die Serumbestimmung werden hinzugegeben: 200 pl Patientenserum (bzw. Kontrolle)
und 15 pl interner deuterierter MMA-Standard (MMA-D, 1635 nmol/l).

Fir die Fruchtwasserbestimmung werden hinzugegeben: 100 pl Fruchtwasser und 10 pl
interner deuterierter MMA-Standard (MMA-D, 1635 nmol/l). Jeweils gut mischen.

Die Proben werden mit Hilfe von Pasteurpipetten auf die vorbereiteten S&ulen pipettiert
(Vorbereitung der Chromatographie-Saulen s. oben). Danach wird die Séaule zunéchst einmal
mit 3 ml Wasser und dann dreimal mit 3 ml 0,01 M Essigsaure in Methanol (12,5 ml 0,4 M
Essigsaure mit 487,5 ml Methanol mischen). Die Elution erfolgt durch Zugabe von 1,1 ml
einer Essigsaure/Salzsaure-Losung (90 ml 4 M Essigsaure mit 10 ml 1 M HCI mischen). Das
Eluat wird unter der Saule in einem entsprechend nummerierten Glasgefal aufgefangen. Die
auf diese Weise gewonnenen Proben werden in einem Eppendorf-Konzentrator bei 60T
vollstandig getrocknet. Das Eindampfen dauert in der Regel 3-4 Stunden in Abhangigkeit von
der Probenanzahl.

Fur die Derivatisierung werden auf die getrockneten Proben jeweils 20 pl Acetonitril und 10
pl MTBDSFA (N-Methyl-N-tert.-butyldimethylsilyl-trifluoracetamid) pipettiert. Die Proben

werden gut gemischt und anschlieRend im Mikrowellen-Herd 5 min bei 440 W erhitzt.

Messung, Auswertung und Gerateeinstellungen

Fiar die Bestimmung von Homocystein, Cystathionin und MMA wird eine HP 5 MS 5%
Phenylmethylsiloxan S&ule mit 30 m L&nge (250 pm innerer Durchmesser und 0,25 pm
Beschichtungsdicke) verwendet. Als Tragergas wird Helium mit einem Einlassdruck von 64,9

kPa verwendet.

Gerateeinstellungen fur Homocystein und Cystathionin:

Ofentemperatur: Minimum 80C, Maximum 310C
Einlasstemperatur: 230C
Injektionsvolumen: 1 ul

Flussgeschwindigkeit: 1ml/min

Homocystein und Cystathionin werden in einem Lauf gemessen. Fir die Bestimmung der
MMA sind andere Gerateeinstellungen erforderlich. Der Autosampler wird mit den deri-
vatisierten Proben bestiickt und die Messung gestartet. Die Proben werden vollautomatisch
nacheinander injiziert, chromatographiert und im Massenspektrometer analysiert. Wenn der
Probenlauf beendet ist, wird eine Auswertung der aufgezeichneten Massenspektrogramme

vorgenommen. Die Peakflache der jeweiligen Fragmente verhalt sich proportional zur
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Konzentration der entsprechenden Analyten. Mithilfe der bekannten Konzentration des inter-
nen deuterierten Standards und der entsprechenden Peakflache kann die Konzentration des

entsprechenden Analyten berechnet werden.

Fir die Quantifizierung wurden die Peaks der Fragmente herangezogen:

Homocystein: 420 und 424 (interner Standard)
Cystathionin: 362 und 366 (interner Standard)
MMA: 289 und 292 (interner Standard)

Die Analytkonzentration wird mit Hilfe der folgenden Formel berechnet:

Analytkonzentration = Konzentrationsiangard X [Peakflacheanay:/ Peakflachesindard]

Bei jedem Probenlauf wurde zur Qualitatskontrolle ein Poolserum mitgemessen und es
wurden CV% (coefficient of variation)-Werte ermittelt. Zwischen den Messungsdurchlaufen

ergaben sich folgende CV%-Werte:

HCY (Level: 12 umol/l) 4%
Cys (Level: 560 nmol/l)  4,3%
MMA (Level: 300 nmol/l) 5%

Bestimmung von S-Adenosylhomocystein und S-Adenosyl methionin_mit Hilfe von
LCMS-MS

Um SAH und SAM selektiv zu messen, wurde eine modifizierte Fliissigkeitschromatographie-
Massenspektrometrie-Methode flr verdinnte stabile Isotope (stable-isotope dilution liquid
chromatography tandem mass spectrometry method) nach Gellekink et al. angewendet
(Gellekink et al. 2005).

Festphasenextraktion (Solid-phase extraction (SPE))

SPE-Saulen (Varian inc.), welche Phenylboronséure enthalten, die bei einem pH von 7-8 cis-
diol-Gruppen binden, wurden beschriftet und in Auffanggefal3e gestellt. Die Saulen wurden
vorbehandelt, indem funf mal 1 ml mobile Phase (Essigsdure geldst in Wasser bidest. pH
2,636) und funf mal 1 ml 20 mM Ammoniumacetat (pH 7,42) hinzugefiigt wurde. Nach jeder
Hinzugabe wurden die S&ulen bei 500 g fur 1 min bei 8C zentrifugiert (Zentrifuge 5810 R
Eppendorf, Hamburg, Germany) und das durchgelaufene Volumen entfernt, um die SPE-

Saulen vor Verschmutzung zu schitzen.
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Probenvorbereitung
Fir die SAH/SAM-Bestimmung wurden bei Abnahme der Proben je ein 500 pl Aliquot EDTA-

Plasma und Fruchtwasser mit 50 pl 1 mol/l Essigsaure angesauert. Vor dem Auftragen der

Proben auf die SPE-Saulen wurden 500 pl Plasma mit 50 pl 1 M Ammoniak bzw. 200 pl
Fruchtwasser mit 20 pl 1 M Ammoniak neutralisiert (Ziel-pH: 7,4-7,5). Es wurde jeweils 25 pl
interner Standard hinzugegeben (3 mM fur 2H3-SAM und 0,8 mM fur 3C5-SAH). Bei den
Fruchtwasserproben wurde zum Volumenausgleich noch 200 pl des Ammoniumacetatpuffers

hinzugegeben.

Herstellung der Kalibratoren

Kalibratoren fir SAH und SAM und zwei Kontrollen wurden in jedem Probendurchlauf
analysiert. Die Kalibratoren wurden hergestellt, indem die Stocklésungen mit Ammonium-
acetatpuffer (7,42) zu bestimmten Konzentrationen verdiinnt wurden. Nach Probeversuchen
stellten wir fest, dass sich die Konzentrationen fur SAH und SAM in Plasma und Frucht-
wasser deutlich unterschieden, sodass verschiedene Kalibratorreihen benutzt werden
mussten. Fur Plasma wurden folgende Konzentrationen hergestellt: 0, 25, 50, 100, 200 nM
fur SAM und 0, 6, 12, 24, 48 nM flr SAH. Fur Fruchtwasser wurden folgende Konzen-
trationen hergestellt: 0, 50, 100, 200, 300 nM fir SAM und 0, 25, 50, 100, 250 nM fiur SAH.
Als Qualitatskontrolle wurden fir jeden Probendurchlauf noch eine high-level und eine low-
level-Kontrolle analysiert. Fur Plasma wahlten wir Konzentrationen von 160 nM SAM und 32
nM SAH (high-level), sowie 40 nM SAM und 8 nM SAH (low-level). Fur die Frucht-
wasserproben wurden 250 nM SAM und 200 nM SAH (high-level), sowie 75 nM SAM und 40
nM SAH (low-level). Fir jeden Kalibrator wurde ein Volumen von 500 pl Kalibrator, 25 pl

interner Standard und 50 pul Ammoniumacetatpuffer als Volumenausgleich benutzt.

Die Proben und Kalibratoren wurden dann auf die SPE-S&ulen aufgetragen, damit diese
SAM, SAH und deren interne Standards (3 mM fir 2H3-SAM und 0,8 mM fir 8C5-SAH)
binden. Es wurde einmal 2 min bei 250 g mit langsamem Start zentrifugiert und dann noch
zweimal mit je 1 ml Acetatpuffer (pH 7,42) fir 1 min bei 500 g, um wasserlésliche Ver-
unreinigungen zu entfernen. SAH und SAM wurden dreimal mit je 350 ul mobiler Phase (pH
2,636), durch jeweils zweiminltige Zentrifugation bei 250 g, eluiert. Nach der Fest-

phasenextraktion wurden die Proben bei -20C bis zu r Messung gelagert.

HPLC und Tandem-Massenspektrometer-Messung
SAH und SAM wurden gemessen mit Hilfe eines Waters Alliance HT 2795 HPLC System mit

einem Micromass Quattro Micro APl Tandem Massenspektrometer. Der Fluss wurde auf

eine Geschwindigkeit von 0,3 ml/min eingestellt. Es wurde ein Probenvolumen von 20 pl
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injiziert. Die Proben wurden injiziert mit einer geeigneten Symmetry Shield RP18 Sicher-
heitssaule 3,5 um, 2,1x10 mm auf eine ausgeglichene (mobile Phase) Symmetry Shield
RP18 Saule 3,5 pm, 2,1x100 mm, welche die Injektion des vollen Probenvolumens in die
Elektrospray-Injektionskammer erlaubt. Die Retentionszeit fir SAM betragt 1,0 min, fir SAH
1,8 min. Die SAH- und SAM-Konzentrationen wurden mit Hilfe des LC-ESI-MS/MS mit dem
Micromass Quattro LC (Waters) im Positiv-lonen-Modus (ESI+) gemessen. Fur diese vier
Kanéle wurden die optimalen Kontrollbedingungen fur Mehrfachreaktionen eingestellt: SAM
(m/z 399-250), 2H3-SAM (m/z 402-250), SAH (m/z 385-136), 3C5-SAH (m/z 390-136). Die
Laufzeit betrug 3min pro Analyse. Der CV%-Wert der Methode fir SAH und SAM lag bei
< 7%.

Abb. 2.1 Beispielchromatogramme SAH und SAM inkl. Interner Standards
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Folatbestimmung

Die Bestimmung des Folats am Advia Centaur (Fa. Bayer Diagnostics®) beruht auf einem
kompetitiven Immunoassay unter Anwendung der direkten Chemilumineszenz. Zur
Freisetzung des Folats aus endogenen Bindungsproteinen in der Probe wird die Probe mit
einem Freisetzungsreagenz vorbehandelt. Das Folat in der Patientenprobe konkurriert mit
dem mit Acridiniumester-markierten Folat im Reagenz um eine begrenzte Menge folat-

bindender Proteine, die kovalent an paramagnetische Partikel gebunden sind. Schlie3lich
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werden die paramagnetischen Partikel gewaschen und mit einem Reagenz behandelt, das
mit Acridiniumester zu einer chemiluminometrischen Reaktion fuhrt, bei welcher Licht ent-
steht. Die Lichtintensitéat verhalt sich dabei umgekehrt proportional zur Folatkonzentration
der Probe. Der CV%-Wert der Methode fur die Folatbestimmung lag bei 14%.

Vitamin B12 Bestimmung

Bei der Vitamin B12 Bestimmung am Advia Centaur (Fa. Bayer Diagnostics®) handelt es
sich um einen kompetitiven Immunoassay unter Anwendung der direkten Chemilumines-
zenz. Zur Freisetzung des Vitamin B12 aus endogenen Bindungsproteinen wird die Probe
mit Natriumhydroxid und DTT vorbehandelt. Vitamin B12 in der Patientenprobe konkurriert
mit dem mit Acridiniumester-markierten Vitamin B12 im Reagenz um eine begrenzte Menge
an gereinigtem Intrinsic Factor, der kovalent an paramagnetische Partikel gebunden ist.
Schlie3lich werden die paramagnetischen Partikel gewaschen. Durch Zugabe eines Start-
reagenz wird die Chemilumineszenz-Reaktion gestartet. Zwischen der Vitamin B12-Konzen-
tration und den detektierten relativen Lichteinheiten besteht ein umgekehrt proportionales
Verhaltnis. Der CV%-Wert der Methode fir die Vitamin B12-Bestimmung lag bei 9%.

Holo-TC-Bestimmung

Holo-TC wurde mit dem AxSYM-Assay® der Firma Abbott bestimmt. AXSYM beruht auf der
Methode des 2-Step-Sandwich Mikropartikel-Enzymimmunoassays (MEIA) (Abb. 2.2). Zu
holo-TC-spezifischen monoklonalen Mausantikérpern, die an Latexmikropartikeln immobili-
siert sind, wird die Probe hinzugegeben. In der Probe liegt Vitamin B12 an Haptocorrin und
an Transcobalamin gebunden vor. Nur das an Transcoblamin gebundene Vitamin B12 (holo-
TC) wird an die feste Phase gebunden und bildet Antigen-Anti-kdrperkomplexe. Die
Suspension wird auf Glasfibermatrix gebracht und gewaschen, um ungebundene Anteile zu
entfernen. Als zweiter Schritt wird ein Konjugat aus anti-Transcobalamin Antikorpern und
alkalischer Phosphatase hinzugegeben. Das Konjugat bindet an das Transcobalamin, das
schon an die feste Phase gebunden ist. Ungebundenes Konjugat wird durch Waschen
entfernt. Das Substrat, 4-Methylumbelliferyl-Phosphat, wird auf die Matrixzelle gegeben. Das
mit alkalischer Phosphatase markierte Konjugat katalysiert die Abspaltung einer Phosphat-
gruppe vom Substrat. Es entsteht das fluoreszierende 4-Methylum-belliferon. Die Intensitat
der Fluoreszenz ist direkt proportional zur holo-TC-Konzentration in der Probe. Das fluores-
zierende Produkt wird mit dem optischen Messsystem fir MEIA gemessen. Der CV%-Wert

der Methode fir die holo-TC-Bestimmung lag bei 10%.
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Abb. 2.2: MEIA (nach Brady et al.)

AxXSYM® HoloTC reaction schematics
2-Step sandwich MEIA

J-";“(‘ £

—@ + WASH

B12 gebunden an Nur B12-TC (holo-
Transcobalamin (rot) und TC) bindet an die

Holo-TC-spezifische
monoklonale AK
immobilisiert auf

Mikropartikeln Haptocorrin (magenta) feste Phase
f{ D
ﬁf ALP
/!V- + WASH
\ ML
Anti-TC-ALP-Konjugat Konjugat bindet an das Fluoreszenzintensitat
wird hinzugefugt an die feste Phase ist direkt proportional
gebundene TC zum holo-TC in der

Probe

Vitamin B6-Bestimmung

Vitamin B6 wurde im Serum und im Fruchtwasser gleichermafen mit Hilfe eines Kits (Fa.
Immundiagnostik®) an der Gynkotek HPLC bestimmt. Die Zusammensetzung von Laufmittel,
Derivatisierungs- und Fallungsreagenz wird von der Fa. Immundiagnostik nicht bekannt
gegeben. Das HPLC-Verfahren ist isokratisch (konstante Zusammensetzung des Lésungs-
mittels). Die Komponenten des HPLC-Systems sind: Probengeber, Pumpe (Gynkotek Modell
480), Saulenofen mit ODS-Hypersil Saule (reverse phase; 5 um; 150 mm x 4 mm), der
Fluoreszenzdetektor RF-10AXL (Fa. Shimadzu) und der PC mit der Software fir die
Steuerung und die Auswertung. Der CV%-Wert der Methode fir die Vitamin B6-Bestimmung
lag bei 10%.

Bestimmung von Albumin und Gesamtprotein

Albumin und Gesamtprotein wurden sowohl im Fruchtwasser als auch im Serum mit
Reagenzien der Firma Roche am Hitachi 917 gemald der Vorschrift der Firma Roche

gemessen.

Testprinzip Albumin:

Die Bestimmung des Albumins beruht auf einem Farbtest mit Endpunktmethode. Nach

Zugabe von Puffer und Substrat zur Probe wird die Reaktion gestartet. Albumin weist bei
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einem pH-Wert von 4,1 einen ausreichenden kationischen Charakter auf, um eine Bindung
mit dem Anionenfarbstoff Bromcresolgriin (BCG) einzugehen. Es bildet sich ein blaugriner
Komplex. Die Farbintensitat der blaugriinen Farbe ist direkt proportional zu der Albumin-
konzentration und wird photometrisch gemessen. Der CV%-Wert der Methode fiur die Albu-

minbestimmung lag bei 6%.

Testprinzip Gesamtprotein:

Das Prinzip der Gesamtproteinbestimmunng beruht auf einem Farbtest. Zur Probe werden
Leerwertreagenz und Biuretreagenz hinzugegeben und die Reaktion gestartet. Zweiwertiges
Kupfer reagiert in alkalischer Losung mit der Peptidbindung der Proteine zum charak-
teristischen purpurfarbenen Biuretkomplex. Mit Natrium-Kalium-Tartrat wird die Ausféallung
von Kupferhydroxid und mit Kaliumiodid die Autoreduktion des Kupfers verhindert. Die
Farbintensitat ist direkt proportional zur Proteinkonzentration und wird photometrisch

gemessen. Der CV%-Wert der Methode fiir die Gesamtproteinbestimmung lag bei 3%.
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2.3 Chemikalien, Reagenzien, Materialien und Gerate

Reagenz Firma
Acetonitril Merck, Darmstadt
Ammoniak Merck, Darmstadt

Ammoniumacetat

Biosolve, Heimberg

AG MP-1M-Anionenaustauscherharz

Bio-Rad, Miinchen

1,4-Dithiotreitol

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

D,L-(2-Amino-2-Carboxyethyl)-Homocystein-3,3,4,4-D,

CDN Isotopes, Kanada

Essigsaure

Merck, Darmstadt

Folat Reagenz

Bayer Diagnostics, Fernwald

Gesamtprotein Reagenz, Kalibrator

Roche, Mannheim

Albumin Reagenz, Kalibrator

Roche, Mannheim

Homocystein-3,3,4,4-D,

CDN Isotopes, Canada

DL-Homocystine-3,3,3",3",4,4,4',4’-Dg

Cambridge Isotope Laboratories, USA

DL-(2-Amino-2-Carboxyethyl)-Homocystein-
3,3,4,4-D, (=Cystathionin-Dy)

CDN Isotopes, Canada

MBDSTFA

Machery und Nagel, Diren

Methanol fur die Chromatographie

Merck, Darmstadt

Methyl-ds-Malonsaure

CDN Isotopes, Canada

Vitamin B6 HPLC-Kit

Immundiagnostik, Bensheim

Vitamin B12 Reagenz, Kalibrator

Bayer Diagnostics, Fernwald

Wasser fir die Chromatographie

Merck, Darmstadt

S-Adenosyl-L-Homocystein

Sigma-Aldrich, USA

S-Adenosyl-L-Methionin-Chlorid

Sigma-Aldrich, USA

2H3-SAM

Dr. Ehrendorf GmbH, Augsburg

13C5-SAH

VU Medical Center, Metabolic Laboratory,
Amsterdam

Pipettenspitzen

Sarstedt, Nimbrecht

Poly-Prep Chromatographie Saulen

Bio-Rad, Miinchen

Glasgefalie Glastechnik Grafenroda GmbH
1,5 ml Gefalie Sarstedt, Nimbrecht
Monovetten, Serum, EDTA Sarstedt, Nimbrecht
SPE-Saulen Varian inc.

ADVIA Centaur Bayer Diagnostics, Fernwald

Analysenwaage ME215P

Sartorius, Gottingen

Eppendorf Thermomixer Comfort

Eppendorf, Hamburg

Massenspektrometer HP 5973

Hewlett Packard, USA

Gaschromatograph HP 6890

Hewlett Packard, USA

Tischzentrifuge EBA 12

Hettich, Tuttlingen



Hitachi 917
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Roche, Mannheim

HPLC Agilent 1100

Agilent, Boblingen

HPLC Fluoreszenzdetektor G1321A

Agilent, Boblingen

Fluoreszenzdetektor RF-10A XL

Shimadzu, Duisburg

Gynkotek HPLC

Dionex, Idstein

Gynkotek Pumpe Modell 480

Dionex, Idstein

Pipetten

Eppendorf, Hamburg

Robocycler Gradient 96

Stratagene, USA

Spannungsquelle EPS 500/400

Pharmacia, Freiburg

Vortex Genie 2

Scientific Industry, USA

Zentrifuge 5810 R

Eppendorf, Hamburg, Germany

LCMS-MS

Waters, USA
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2.4 Statistik
Die statistische Auswertung wurde mit dem Statistikprogramm SPSS Version 14.0 (SPSS

Chicago, USA) durchgefhrt.
Mit Hilfe von SPSS fertigten wir die Box-and-Whisker-Plots an. Zur Prifung der nicht-

parametrischen Korrelation von zwei Parametern wurde der Spearman-Rho-Test benutzt.
Fur den Vergleich der unverbundenen Stichproben verwendeten wir den U-Test nach Mann-
Whitney oder den t-Test fur verbundene Stichproben (Fruchtwasser/Serum). Bei Mehrfach-
vergleichen wurde Oneway ANOVA und Tamhane-T-Test angewendet. p [ 0,05 gilt als

signifikant.
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3. Ergebnisse

Ubersicht tiber die Probandinnen und fetale MaRe bei Anamnese

Tabelle 3.1 zeigt eine Ubersicht (iber anamnestische Daten der Schwangeren sowie (ber
fetale MalRe bei Anamnese. Im Zeitraum August 2006 bis September 2007 konnten wir 104
schwangere Frauen in die Studie einschlie3en. Von ihnen waren 97 Schwangere mit intakter
Einlingsschwangerschaft und unauffalligem Chromosomensatz. Bei 6 Probandinnen (5,8%)
wurde mit Hilfe der Amniocentese eine Pathologie bei ihrem ungeborenen Kind diag-
nostiziert. Bei einer weiteren Probandin wurde postpartal eine Pathologie des Kindes diag-
nostiziert. Das Alter der Teilnehmerinnen betrug im Median 37 Jahre, das Gestationsalter im
Median 16,7 SSW. Ein Anteil von 14,4% gab an, auch wéhrend der Schwangerschaft zu
rauchen. Bei 91 Probandinnen (87,5%) war bekannt, dass sie schon vor Beginn der
Schwangerschaft bzw. seit der Friihschwangerschaft Vitaminpraparate einnahmen. Es han-
delte sich um Praparate mit Folat (400-800 pg) und Vitamin B12 (3-3,5 pg) (z.B. Femibion®,
Centrum Materna® etc.). Es erwarteten 52 der Probandinnen Madchen und 51 Jungen, bei
einer Probandin lag keine Chromosomenanalyse vor. Vor der Amniocentese wurden per
Ultraschall die fetalen MaRRe ermittelt. Dazu gehoéren: Kopfumfang, abdominaler Transversal-
durchmesser, Abdomenumfang, Femurlange und geschatztes Gewicht. Das human-
genetische Institut in Homburg/Saar ermittelte weiterhin den Alpha-Fetoprotein-Spiegel im

Fruchtwasser (Median: 9 U/ml).

Tab. 3.1: Ubersicht tiber die Probandinnen und fetale MaRe bei Anamnese, n=104

Median (5-95%-Perzentile)
Alter [Jahre] 37 (22-43)
Gestationsalter [SSW] 16,7 (15,5-23)
GroRe [cm] 165 (156-177)
Gewicht vor SS [kg] 65 (49-99)
Gewicht bei Anamnese [kg] 67 (51-101)
Fetale Mal3e
Kopfumfang [mm] 131 (118-204)
Abdominaler Transversaldurchmesser [mm] 34 (28-63)
Abdomenumfang [mm] 110 (97-178)
Femurlange [mm] 22 (18-42)
Schatzgewicht [g] 187 (150-603)
Alpha-Fetoprotein im FW [U/ml] 9 (3,5-16,4)
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Blut- und Fruchtwasserparameter der normalen Schwan gerschaften

Tabelle 3.2 zeigt eine Ubersicht (iber die Blut- und Fruchtwasserparameter der Schwangeren
mit intakter Schwangerschaft. Der Median der HCY-Spiegel im Serum betragt 4,9 umol/l. Der
Folatspiegel betragt im Serum im Median 49,6 nmol/l. Vitamin B12 zeigt im Blut im Median
eine Konzentration von 246 pmol/l. Weitere Marker des Vitamin B12-Status sind holo-TC und
MMA. Bei unserem Kollektiv lag der Median fur holo-TC im Serum bei 40 pmol/l. Der MMA-
Spiegel im Serum zeigte einen Median von 146 nmol/l. Der Median fur Vitamin B6 betragt im
Blut 29,9 nmol/l. SAH (Median: 7,6 nmol/l) und SAM (Median: 91 nmol/l) wurden im Plasma
gemessen. Die SAM/SAH Ratio liegt im Plasma deutlich auf der Seite des SAM als Methyl-
gruppendonator.

Im Fruchtwasser fallen niedrigere HCY-Spiegel (Median: 1,17 umol/l) als im Serum auf.
Cystathionin weist hdhere Konzentrationen (Median: 1634 nmol/l) als im Serum auf. Die
Konzentrationen von SAH (Median: 93 nmol/l) und SAM (Median: 100 nmol/l) im Frucht-
wasser liegen recht eng beieinander, was im Plasma nicht der Fall war. Die SAM/SAH Ratio
liegt nicht wie im Plasma deutlich auf Seite des SAM, sondern in einem Teil der Ergebnisse
auf der Seite des Gegenspielers SAH (Median: 1,23). Der Median fur den Folatspiegel war
im Fruchtwasser 15,9 nmol/l. Der Median fur Vitamin B12 lag bei 370 pmol/l. Fir holo-TC
ergab sich ein Median von 84 pmol/l. Die MMA-Werte im Fruchtwasser waren hoher als im
Serum (Median 392 nmol/l). Die Vitamin B6-Konzentrationen weisen ein breites Spektrum
auf. Im Fruchtwasser sind die Proteinkonzentrationen im Vergleich zum Serum erniedrigt,

der Albuminanteil betragt aber analog zum Serum ca. 60%.
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Tab. 3.2: Blut- und Fruchtwasserparameter der normalen Schwangerschaften, n=97

Serum bzw. Plasma* Fruchtwasser* QuotlentS bzw.

P/FW#

HCY [umol/l] 4,9 (3,5-7,8) 1,17 (0,72-3,06) 4,19
Cys [nmol/]] 111 (68-188) 1634 (682-4206) 0,07
MMA [nmol/l] 146 (77-271) 392 (252-715) 0,37
SAH [nmol/]] 7.6 (4,4-14.,6) 93 (53-145) 0,08
SAM [nmol/l] 91 (56-122) 109 (54-184) 0,83
SAM/SAH Ratio 11,9 (5,0-21,6) 1,23 (0,51-2,58) 9,67
Vitamin B12 [pmol/l] 246 (154-488) 370 (101-1067) 0,66
Vitamin B6 [nmol/I] 39,9 (11,0-133,9) 27,8 (6,2-153,0) 1,43
holo-TC [pmol/l] 40 (22-90) 84 (9-175) 0,48
Folat [nmol/[] 49,6 (15,1-145,3) 15,9 (8,9-34,4) 3,12
Albumin [g/l] 41 (36-50) 3,8 (2,3-6,0) 10,79
Gesamtprotein [g/l] 71 (63-90) 6,2 (4,3-9,1) 11,45

*Median (5-95%-Perzentile); #Serum bzw. Plasma/Fruchtwasser

Tabelle 3.3 zeigt die Anzahl an Patientinnen, deren Werte auf3erhalb von gangigen Blut-
grenzwerten lagen. Nur sehr wenige Probandinnen wiesen im Blut HCY-Spiegel > 8 pumol/l
(4%), Cys-Spiegel > 300 nmol/l (0%) oder MMA-Spiegel > 300 nmol/l (2%) auf. Nur wenige
(5%) wiesen im Blut einen Vitamin B12- (< 156 pmol/l) und niemand einen Folatmangel (< 7
nmol/l) auf. Fir Vitamin B6 im Serum lagen 48 der Probandinnen unter der Grenze von 40

nmol/l. Fur holo-TC lagen 30% der Werte unter der Grenze von 35 pmol/I.

Tab 3.3 Anzahl der Probandinnen die auf3erhalb von géngigen Serumgrenzwerten lagen

Parameter (Grenzwert) n
HCY (>8 umol/l) 4

Cys (>300 nmol/l) 0
MMA (>300 nmol/l) 2
Vitamin B12 (<156 pmol/l) 5
Vitamin B6 (<40 nmol/l) 48
Holo-TC (<35 pmol/l) 30
Folat (<7 nmol/l) 0
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Serum- und Plasmaparameter der auffalligen Schwange rschaften

Tabelle 3.4 zeigt die gemessenen Serum- bzw. Plasmawerte der pathologischen Schwan-
gerschaften. Bei Probandin Nr. 1 (NTD) zeigen die mudtterlichen Serumparameter Werte
aul3erhalb des bei der gesunden Kontrollgruppe ermittelten Bereichs fur Vitamin B12 und
holo-TC. Die Werte fir Folat und Vitamin B6 sind vergleichbar, aber eher niedrig verglichen
mit der unauffalligen Gruppe. Bei Probandin 97 (Fetus mit NTD sakral, Arnold-Chiari-
Malformation) zeigten sich als einzige Auffélligkeiten, verglichen mit der gesunden Gruppe,
grenzwertig niedrige Vitamin B12- und holo-TC-Spiegel. Der Fetus von Probandin Nr. 2 hat
eine Trisomie 21. Wie in der Tabelle zu sehen ist, zeigen die Blutwerte der Mutter einen
Mangel an Folat, holo-TC und Vitamin B6. Der MMA-Wert liegt deutlich tGber dem fir die
unauffallige Gruppe ermittelten Bereich. Die HCY-Konzentration liegt im hochnormalen
Bereich der Kontrollen. Bei Probandin 21 und 74 (beide Fetus mit Turner-Syndrom) liegen
alle Blutwerte im bei der Kontrollgruppe ermittelten Normbereich. Bei Nr. 21 ist die holo-TC-
Konzentration (32 pmol/l), bei jedoch normalem MMA, etwas niedrig im Vergleich mit der
normalen Gruppe. Ahnliches zeigte sich bei Probandin 60 (Fetus mit Trisomie 18): alle Blut-
werte lagen im Normbereich, holo-TC war etwas erniedrigt. Probandin Nummer 23 (Multipler
Sulfatasemangel) zeigte Vitamin B12-Konzentrationen oberhalb des fur die Kontrollgruppe

ermittelten Bereichs.



Tab.3.4: Serum- bzw. Plasmaparameter der pathologischen Schwangerschaften

Fallnummer 1 97 2 21 74 60 23
Pathologie NTD NTD Trisomie 21 Turner Turner Edwards Multipler
Syndrom Syndrom Syndrom Sulfatasemangel
Chromosomensatz 46XX 46XX 47XY+21 45X0 45X0/46XX 47XY+18 46 XY
Gestationsalter [SSW] 22,57 25 27,14 16,43 15,29 17,14 17,14
HCY [umol/l] S 5,8 3.3 7,6 5,9 47 4,0 4,0
Cys [nmol/l] S 131 86 145 114 87 43 106
MMA [nmol/l] S 154 114 426 145 156 192 83
SAH [nmol/l] P 6,4 4,9 6,9 6,2 9,7 47 8,9
SAM [nmol/l] P 80,9 67,9 100,6 109,6 70,6 101,2 100,3
SAM/SAH Ratio 12,6 13,9 14,6 17,7 7,3 215 11,27
Folat [nmol/l] S 20,0 44,4 14,8 26,7 80,0 47,9 30,4
Vitamin B12 [pmol/l] S 130 157 225 295 339 266 445
Vitamin B6 [nmol/l] S 19,0 61,6 16,4 28,4 86,0 29,6 37,4
holo-TC [pmol/l] S 19 31 38 32 63 38 58,1
Albumin [g/l] S 43,7 38,3 36,8 40,3 431 37,5 50,3
Gesamtprotein [g/l] S 84,1 67,1 65,7 68,6 74,7 67,6 20

markiert: Werte auBerhalb des bei der Gruppe der unauffalligen Schwangerschaften ermittelten 5-95%-Perzentilenbereichs, angepasst an Gestationsalter bzw. Werte auRerhalb
von gangigen Grenzwerten (s. Tab. 3.3).
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Fruchtwasserparameter der auffalligen Schwangerscha ften,

In Tabelle 3.5 sind die gemessenen Fruchtwasserparameter der pathologischen Schwanger-
schaften aufgefiihrt. Bei Probandin 74 (Turner-Syndrom) féllt eine verschobene SAM/SAH
Ratio (0,31) mit, im Vergleich zur Gruppe mit unauffalliger Schwangerschaft, sehr niedrigem
SAM (44,1) und erhohtem SAH (143,5) auf. Bei Probandin 1 (NTD) sind die Vitamin-
parameter Folat, Vitamin B12 und holo-TC, verglichen mit den Kontrollen, erniedrigt. Auch
der Vitamin B6 Wert ist sehr niedrig und die HCY-Konzentration liegt deutlich auRerhalb des
Bereichs, der bei den gesunden Schwangeren ermittelt wurde. Bei Nummer 97 (NTD) zeigen
sich ahnliche Tendenzen: die Vitamine und holo-TC liegen unterhalb des bei den unauf-
falligen Schwangerschaften ermittelten Bereichs. Es féllt eine niedrige Cystathionin-Konzen-
tration auf. Bei Probandin 2 zeigt sich eine HCY-Konzentration, die weit iber dem ermittelten
Bereich der normalen Schwangerschaften liegt. Die Vitamin-Parameter liegen weitgehend im
Normbereich, holo-TC liegt jedoch im sehr niedrigen Bereich. Bei Probandin 2 fallt weiterhin
eine fur Fruchtwasser ungewohnlich hohe Albumin- und Proteinkonzentration sowie eine
sehr niedrige holo-TC/Albumin Ratio auf. Bei Probandin 23 fanden wir im Fruchtwasser

niedrige SAM-Konzentrationen und eine niedrige SAM/SAH-Ratio.



Tab.3.5: Fruchtwasserparameter der pathologischen Schwangerschaften

Fallnummer 1 97 2 21 74 60 23
Pathologie NTD NTD Trisomie 21 Turner Turner Edwards Multipler
Syndrom Syndrom Syndrom Sulfatasemangel
Gestationsalter [SSW] 22,57 25 27,14 16,43 15,29 17,14 17,14
HCY [umol/l] 4,00 2,4 9,70 0,52 1,21 0,88 0,67
Cys [nmol/l] 1973 529 645 714 1146 1491 1340
MMA [nmol/l] 535 . 609 393 329 530 357
SAH [nmol/l] 82,2 70,6 67,4 106,4 143,5 112,5 104
SAM [nmol/l] 119,6 149,7 67,6 101,8 44,1 64,2 39,1
SAM/SAH Ratio 1,45 2,12 1,00 0,96 0,31 0,57 0,38
Folat [nmol/l] 5,7 12,7 11,8 10,4 19,9 14,7 12,49
Vitamin B12 [pmol/I] 31 50 218 824 1461 367 862
Vitamin B6 [nmol/l] 2,0 7,71 274,2 25,6 185,3 23,5 6,49
holo-TC [pmol/I] 7 9 13 178 198 98 113
Albumin [g/1] 4,8 4,9 15,0 3,7 6,1 1,9 2,6
Gesamtprotein [g/l] 8,5 8,1 23,3 5,8 9 3,7 4,6
holo-TC/Albumin-Ratio 1,46 1,83 0,87 48,1 32,5 54,4 43,46
HCY/Albumin-Ratio 0,83 0,49 0,65 0,14 0,2 0,46 0,26

markiert: auffallige Werte mit Orientierung am 5-95%-Perzentilenbereich der unauffalligen Schwangerschaften, angepasst an Gestationsalter



Serum- und Plasmaparameter in Abhangigkeit vom Gest
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ationsalter

Tabelle 3.6 zeigt nur die Werte der Kontrollschwangerschaften. Um die Abhangigkeit der

Variablen vom Gestationsalter zu untersuchen, bildeten wir zwei Gruppen: In die erste Grup-

pe wurden alle Probandinnen, die die Amniocentese bis zum rechnerischen Gestationsalter

von 16,86 SSW (entspricht 16 Wochen + 6 Tage) hatten, integriert. In die zweite Gruppe

wurden alle Schwangeren mit Amniocentese ab 17,00 SSW eingeordnet. Einzig bei der

Folatkonzentration zeigten sich mit zunehmendem Schwangerschaftsalter niedrigere Kon-

zentrationen (p=0,002). Bei Vitamin B6 zeigten sich ahnliche Tendenzen, welche jedoch

nicht signifikant waren. Bei HCY, Vitamin B12 und den anderen Metaboliten zeigte sich keine

Veranderung.

Tab.3.6: Serum- bzw. Plasmaparameter in Abhéangigkeit vom Gestationsalter bei Frauen mit normalem

Schwangerschaftsausgang (n=97)

<16,86 SSW > 16,86 SSW p*
n=65T n=33 1

Gestationsalter 16,43 (15,33-16,86) 17,43 (17,00-26,47) R
HCY [umol/l] S 4,90 (3,50-7,17) 5,00 (3,48-12,70) 0,748
Cys [nmol/l] S 111 (68-233) 110 (63-177) 0,799
MMA [nmol/l] S 147 (87-265) 137 (49-338) 0,723
SAH [nmol/l] P 7,50 (5,12-15,99) 7,80 (2,40-15,21) 0,600
SAM [nmol/l] P 91 (58-121) 90 (53-131) 0,831
SAM/SAH Ratio 11,9 (4,8-19,6) 11,5 (5,1-24,3) 0,953
Folat [nmol/l] S 60 (14-371) 38 (16-124) 0,002
Vitamin B12 [pmol/l] S 258 (180-602) 233 (140-429) 0,239
Vitamin B6 [nmol/l] S 52 (11-144) 34 (9-103) 0,085
holo-TC [pmol/l] S 44 (23-90) 38 (15-188) 0,143
Albumin [g/]] S 40 (36-55) 41 (36-51) 0,835
Gesamtprotein [g/l] S 72 (63-103) 70 (63-89) 0,669

* nach Mann-Whitney-U; t Median (5-95%-Perzentile)
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Fruchtwasserparameter in Abh&ngigkeit vom Gestation salter

Analog zu Tabelle 3.6 pruften wird auch die Abhangigkeit der Fruchtwasserparameter. Hier
konnten bei einigen Parametern signifikante Unterschiede der Konzentrationen abhangig
vom Gestationsalter gezeigt werden: Folat und Vitamin B12 sowie holo-TC sind niedriger in
ihrer Konzentration mit voranschreitender Schwangerschaft. Eine ahnliche, aber nicht signifi-
kante Tendenz zeigt Vitamin B6. SAM als Methylierungsmarker ist mit zunehmendem Gesta-
tionsalter hoher konzentriert. Mit Tendenz zur Signifikanz (p=0,051) zeigen sich fur HCY mit
héherem Gestationsalter auch héhere Konzentrationen. Auch fir MMA sind die Konzen-

trationen mit voranschreitender Schwangerschaft héher als in der Gruppe mit < 16 SSW.

Tab.3.7: Fruchtwasserparameter in Abhangigkeit vom Gestationsalter bei Frauen mit normalem

Schwangerschaftsausgang (n=97)

£16,86 SSW > 16,86 SSW .

n=65 1 n=33 1 P

Gestationsalter 16,43 (15,33-16,86) 17,43 (17,00-26,47) :
HCY [pumol/l] 1,15 (0,73-1,89) 1,29 (0,62-3,78) 0,051
Cys [nmol/l] 1634 (704-4209) 1651 (604-4596) 0,376
MMA [nmol/[] 374 (240-640) 456 (293-751) 0,053
SAH [nmol/]] 93,5 (45,6-143,2) 93,0 (61,2-159,3) 0,33
SAM [nmol/]] 106,4 (53,5-174,2) 123,2 (49,7-235,8) 0,006
SAM/SAH Ratio 1,16 (0,53-2,59) 1,29 (0,41-2,79) 0,232
Folat [nmol/l] 16,8 (9,1-40,4) 14,5 (5,1-33,4) 0,004
Vitamin B12 [pmol/l] 463 (112-1085) 247 (54-821) 0,004
Vitamin B6 [nmol/I] 31,6 (7,0-115,7) 13,4 (4,6-223,8) 0,063
holo-TC [pmol/l] 94,0 (9,2-218,6) 51,0 (6,6-166,4) 0,001

Albumin [g/l] 3,6 (2,2-5,7) 4,1 (2,6-11,7)

Gesamtprotein [g/l] 6,1 (4,1-8,9) 6,8 (4,4-17,4) 0,669

*nach Mann-Whitney-U; T Median (5-95%-Perzentile)
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Vergleich der Blut- mit den Fruchtwasserparametern der normalen

Schwangerschaften

In dieser Tabelle sind nur Probandinnen mit normalem Schwangerschaftsausgang einge-
schlossen. Die HCY-Konzentration im Fruchtwasser ist niedriger als im Serum, die einzelnen
Werte korrelieren stark positiv miteinander. Die Konzentrationen fir Cystathionin im Frucht-
wasser sind mehr als zehnfach hoher als im Serum und die Werte zeigen nur eine sehr
schwache Korrelation untereinander. Die Marker des Cobalaminstatus Gesamt-Vitamin B12
und holo-TC sind im Fruchtwasser hoher als im Serum und zeigen eine mittelstarke positive
Korrelation. Auch MMA ist im Vergleich zum Serum im Fruchtwasser erhdht und die einzel-
nen Werte zeigen eine schwache positive Korrelation. Folat zeigt im Vergleich zu den Vita-
min B12-Markern ein inverses Verhalten: Im Fruchtwasser sind die Konzentrationen signifi-
kant niedriger als im Serum. Die Werte in den beiden Medien zeigen ebenfalls eine mittel-
starke positive Korrelation. Ahnliches gilt fur Vitamin B6. Sowohl SAH als auch SAM weisen
im Fruchtwasser hohere Konzentrationen auf als im Plasma. Der Unterschied fallt jedoch fur
SAH viel deutlicher aus als fir SAM, was sich auch in der Ratio niederschlagt. Diese ist im
Median um das 9,7-fache niedriger als im Serum. Alle drei Marker weisen im Vergleich

Serum-Fruchtwasser keine Korrelation auf.

Tab.3.8: Vergleich der Parameter in Serum/Plasma und Fruchtwasser bei Frauen mit normalem Schwanger-

schaftsausgang (n=97)

Marker Blut * Frucht.. Tendenz i Dt rt
wasser *
HCY [umol/l] 49 117 ! <0,001 0,61
Cys [nmol/l] 111 1634 " <0,001 0,27
MMA [nmol/l] 146 392 1 <0,001 0,39
SAH [nmol/l] 7,6 93 " <0,001 n.s.
SAM [nmol/l] 91 109 1 <0,001 n.s.
SAM/SAH Ratio 11,9 1,23 U <0,001 n.s.
holo-TC [pmol/l] 40 84 1 <0,001 0,46
Vitamin B12 [pmol/l] 247 370 1 <0,001 0,50
Folat [nmol/l] 50 16 I <0,001 0,50
Vitamin B6 [nmol/l] 40 28 ! <0,001 0,33
Albumin [g/l] 41 3,8 i <0,001 n.s.
Gesamtprotein [g/l] 71 6,2 1 <0,001 n.s.

*Median; ¥ im Fruchtwasser im Vergleich zum Serum; # nach t-Test fir verbundene Stichproben; T

Korrelationskoeffizient nach Spearman-Test zwischen Blut- und Fruchtwasserparametern; n.s.= nicht signifikant



3. ErgebnissellZ NN

Vitamin B12 und holo-TC in Fruchtwasser und Serum

Abbildung 3.1 zeigt Box-und-Whisker-Plots fir Vitamin B12 und holo-TC verglichen in Serum
und Fruchtwasser. Auf sehr hohem Signifikanzniveau kann fur beide Marker im Fruchtwas-
ser eine hohere Konzentration als im Serum gezeigt werden. Fir Vitamin B12 zeigen die
Werte eine viel gréf3ere Spannweite als im Serum. Der Interquartilsabstand (75%-Perz.-25%-
Perz.) fur Vitamin B12 betragt im Serum 96 pmol/l und im Fruchtwasser 436 pmol/l. Fur holo-
TC zeigt sich Ahnliches: Der Interquartilsabstand ist im Fruchtwasser deutlich groRer als im
Serum. Maximum und Minimum als Extremwerte liegen fur holo-TC im Fruchtwasser nicht

weiter auseinander als im Serum (s. Tab 3.9).

Abb.3.1: Vitamin B12 und holo-TC verglichen in Serum und Fruchtwasser, n=97
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Tab. 3.9 Eckdaten fir Vitamin B12 und holo-TC, n=97

Vitamin B12 [pmol/l] holo -TC [pmol/l]
Marker
Serum FW # Serum FW #

Minimum 125 53 14 6
Maximum 1118 1481 422 262
25-%Perz. 208 209 32 49
75%-Perz. 304 645 51 113

IQA* 96 436 19 64

*Interquartilsabstand (=75-%-Perzentile — 25%-Perzentile), # FW=Fruchtwasser
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Abbildung 3.2 zeigt die holo-TC/Albumin Ratio in Serum und Fruchtwasser. Im Fruchtwasser

ist Albumin sehr viel niedriger und holo-TC hdher konzentriert als im Serum (s. Tab. 3.8). Fur

die holo-TC/Albumin Ratio fallt im Fruchtwasser eine viel grof3ere Streuung der Werte auf als

im Serum. Der Median liegt bei 24. Im Serum sind die Werte der holo-TC/Albumin-Ratio

niedriger als im Fruchtwasser. Der Median liegt bei 1. Im Serum liegt nur eine sehr geringe

Streuung der Werte vor.

Abb. 3.2: holo-TC/Albumin Ratio verglichen mithilfe von Boxplot, n=95
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Holo-HC und MMA in Fruchtwasser und Serum

Abbildung 3.3 zeigt weitere Vitamin B12-Marker im Vergleich Fruchtwasser-Serum: holo-HC

und MMA. Holo-HC wurde nicht experimentell bestimmt, sondern rechnerisch aus den
Gesamt-Vitamin B12- und den holo-TC-Konzentrationen ermittelt (Gesamt-Vitamin B12 —
holo-TC). Es gibt den aktuell inaktiven Vitamin B12-Anteil wieder. Fir holo-HC konnte kein
signifikanter Unterschied der Konzentrationen zwischen den beiden Medien Fruchtwasser
und Serum festgestellt werden. Es zeigt sich fur holo-HC im Fruchtwasser jedoch ein deut-
lich groRRerer Interquartilsabstand als im Serum (Tab. 3.10). Fir MMA zeigt sich, dass die
Konzentrationen im Fruchtwasser deutlich hoher sind als im Serum. Der Interquartilsabstand
ist bei MMA, wie schon bei Vitamin B12 und holo-TC beobachtet, im Fruchtwasser gré3er als

im Serum.

Abb.3.3: Holo-HC und MMA verglichen in Serum und Fruchtwasser, n=97
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Tab. 3.10: Eckdaten fiir holo-HC und MMA, n=97

Holo -HC [pmol/l] MMA [nmol/l]
Marker
Serum FW # Serum FW #
Minimum 79 4 30 173
Maximum 1066 2748 364 896
25-%Perz. 177 161 112 328
75%-Perz. 248 544 175 504
IQA * 71 383 63 176

*Interquartilsabstand (25% - 75%-Perzentile), # Fruchtwasser




Folat und HCY in Fruchtwasser und Serum
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Abbildung 3.4 zeigt Boxplots fir die ermittelten Konzentrationen von Folat und HCY in Serum

und Fruchtwasser. Beide Parameter weisen im Fruchtwasser signifikant niedrigere Konzen-

trationen auf als im Serum. Die Werte streuen fir beide Parameter im Serum deutlich mehr

als im Fruchtwasser. Der Interquartilsabstand fur Folat ist im Serum viel groRer als im

Fruchtwasser (Tab. 3.11). Fur HCY betragt der Interquartilsabstand im Serum 1,22 umol/l

und im Fruchtwasser 0,49 pumol/l.

Abb.3.4: Folat und HCY verglichen in Serum und Fruchtwasser, n=97
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Tab. 3.11 Eckdaten fiir Folat und HCY, n=97

Folat [nmol/l] HCY [umol/l]
Marker

Serum FW # Serum FW #

Minimum 49,7 3,6 3,2 0,52

Maximum 1395 54,5 15,1 4,3
25-%Perz. 36,1 13,2 4,3 0,96
75%-Perz. 73,3 18,6 5,5 1,44
IQA * 37,2 5,4 1,22 0,485

*Interquartilsabstand (25% - 75%-Perzentile), # Fruchtwasser
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SAH und SAM in Fruchtwasser und Plasma

Abbildung 3.5 zeigt SAH und SAM im Plasma und im Fruchtwasser. SAM (Median: 91
nmol/l) ist im Plasma hoher konzentriert als sein Gegenspieler SAH (Median: 7,6). So liegt
auch die SAM/SAH Ratio im Plasma deutlich auf Seite des SAM (Median Ratio: 11,9). Der
Boxplot zeigt, dass die gemessenen Werte fir SAH im Plasma nicht stark streuen (Minimum:
0,7 nmol/l; Maximum: 18,5 nmol/l), wohl aber fir SAM (Minimum: 37,3 nmol/l; Maximum:
148,9 nmol/l). Bei nahezu allen Schwangeren mit normalem Schwangerschaftsausgang ist
SAH im Plasma sehr niedrig konzentriert. Fir SAM im Plasma beobachteten wir neben sehr
hohen Konzentrationen auch Probandinnen mit niedrigen SAM-Werten. Im Fruchtwasser
zeigten sich fir SAM hohere Konzentrationen als im Plasma, insgesamt waren die Werte im
Fruchtwasser aber mit den gemessenen Ergebnissen im Plasma vergleichbar (Median: 109
nmol/l; Minimum: 38,5 nmol/l; Maximum: 298 nmol/l). Fir SAH fallt auf, dass die Konzen-
trationen im Fruchtwasser deutlich héher sind (Median: 93 nmol/l) und dass hier auch die

Spannweite der Werte grof3er ist (Minimum: 28,6 nmol/l;, Maximum: 179 nmol/l).

Abb.3.5: Methylierungsmarker in Plasma und Fruchtwasser, n=97
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Korrelation der Vitamin B12-Marker im Fruchtwasser

Abbildung 3.6 zeigt oben die Korrelation von holo-TC im Fruchtwasser mit dem Gesamt-
Vitamin B12 im Fruchtwasser. Auf sehr hohem Signifikanzniveau zeigen die beiden Marker
eine starke positive Korrelation (r=0,73). Die Konzentration des Fruchtwaser-Vitamin B12 ist
streng vom Fruchtwasser-holo-TC abhangig. Die Markierung erfasst eine Gruppe mit auf-
fallig hohen Gesamt-Vitamin-B12-Konzentrationen im Fruchtwasser bei nicht adaquat
erhéhtem holo-TC. Die untere Abbildung zeigt den Zusammenhang zwischen holo-TC im
Fruchtwasser und MMA. Mit steigendem holo-TC féllt MMA leicht ab. Die Korrelation ist
jedoch nur schwach negativ (r= -0,27, p<0,001). Die Konzentration der MMA im Frucht-
wasser ist in geringem Mal3e von der Konzentration des Fruchtwasser-holo-TC abh&ngig.

Abb.3.6: Korrelation zwischen Vitamin B12 im Fruchtwasser mit holo-TC im Fruchtwasser (oben) und mit MMA im
Fruchtwasser (unten)
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Zusammenhang zwischen Folat, holo-TC und HCY im Fru  chtwasser

Abbildung 3.7 zeigt die Beeinflussung des HCY-Spiegels im Fruchtwasser durch holo-TC
und Folat. Auf der x-Achse sind Folat und holo-TC in drei Perzentilengruppen aufgetragen,
als abhéangige Variable auf der y-Achse der dazugehorige Mittelwert des Fruchtwasser-HCY.
Sind die Konzentrationen von Folat und holo-TC ausreichend hoch (2. und 3. Perzentilen-
gruppe), halt sich der HCY-Spiegel im Fruchtwasser unter 1,5 umol/l. Liegen Folat- und holo-
TC-Spiegel in der kleinsten Perzentilengruppe, steigt die HCY-Konzentration stark an. Ist nur
einer der Marker Folat oder holo-TC in der niedrigsten Perzentilengruppe, bleibt HCY unter

Werten von 1,5 pumol/l.

Abb.3.7: Schwangere (unauffallige Schwangerschaft) mit gleichzeitig niedrigen Folat- und holo-TC-Konzen-
trationen zeigten die héchsten HCY-Werte im Fruchtwasser, n=95
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Abhangigkeit des holo-TC in Fruchtwasser und Serum vom Serum
Vitamin B12

Abbildung 3.8 zeigt das Serum Vitamin B12 in Quartile aufgeteilt und passend zum jewei-
ligen Quartil den Median des Serum- (links) bzw. Fruchtwasser-holo-TC (rechts). Die Hohe
des holo-TC im Serum ist streng positiv abhangig von der Gesamt-Vitamin B12-Konzentra-
tion im Serum. Mit steigender Konzentration in den Perzentilengruppen des Gesamt-Vitamin
B12 im Serum steigt auch der zugehorige Median des Fruchtwasser-holo-TC an. Der Coba-

laminstatus in Serum und Fruchtwasser ist voneinander abhangig.

Abb.3.8: Abhéngigkeit des holo-TC in Fruchtwasser und Serum vom Serum Vitamin B12, n=95 (unauffallige
Schwangerschaft)
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Abhéanagigkeit des Fruchtwasser-HCY vom Serum-HCY

3. ErgebnisscZ NS

In Abbildung 3.9 wird die Abhangigkeit der Héhe des Fruchtwasser-HCY von der Konzen-

tration des Serum-HCY dargestellt. Die Serum-HCY Ergebnisse wurden in 3 Perzentilen-

gruppen aufgeteilt und die dazugehdérigen Fruchtwasserwerte als Boxplot dargestellt. Mithilfe

von ANOVA wurden die einzelnen Gruppen miteinander verglichen. Es konnte ein signifi-
kanter Zusammenhang zwischen der Hohe des Serum-HCY und der des Fruchtwasser-HCY

festgestellt werden: Je hoher die Konzentration des HCY im Serum, desto hoher die Konzen-

tration des HCY im Fruchtwasser.

Abb.3.9: Abhangigkeit des Fruchtwasser-HCY vom Serum-HCY, n=93 (unauffallige Schwangerschaft)
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Abhangigkeit des Fruchtwasser-HCY vom Fruchtwasser- holo-TC

In Abbildung 3.10 wurden die holo-TC-Werte im Fruchtwasser in Tertile aufgeteilt und die
dazugehorigen Fruchtwasser-HCY-Werte als Boxplot aufgetragen. Mithilfe von ANOVA
wurden die Gruppen miteinander verglichen. Vergleicht man die erste Gruppe mit jeder der
beiden anderen, so konnte auf hohem Signifikanzniveau fir steigende holo-TC-Werte im
Fruchtwasser niedrigere HCY-Konzentrationen festgestellt werden. Es besteht eine negative
Korrelation zwischen der holo-TC-Konzentration und der HCY-Konzentration im Frucht-

wasser.

Abb.3.12: Abhangigkeit des Fruchtwasser-HCY vom Fruchtwasser-holo-TC, n=95 (unauffallige Schwangerschaft)
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4. Diskussion

In der Vergangenheit konnten eine Reihe von Schwangerschaftspathologien mit HHCY in
Zusammenhang gebracht werden, so gelten HHCY und Folatmangel seit einigen Jahren als
Risikofaktor fur die unterschiedlichsten Schwangerschaftskomplikationen (Ray et al. 1999)
wie Praeklampsie (Herrmann et al. 2005; Mignini et al. 2005), Plazentainsuffizienz (EI-Khairy
et al. 2003), HELLP-Syndrom (Herrmann et al. 2004) und Abruptio placentae (Del Bianco et
al. 2004). Weiterhin sind HHCY und B-Vitamin-Mangel Risikofaktoren fiir kongenitale Herz-
erkrankungen, Frihgeburtlichkeit und Totgeburten (Vollset et al. 2000). NTD sind die héau-
figsten Missbildungen, die in Zusammenhang mit mautterlichem Folat-Mangel und HHCY
gebracht werden kdnnen (Finnell et al. 2002; Shaw et al. 1995 und 2002; Williams et al.
2002; Czeizel et al. 1992; Steegers-Theunissen et al. 1994). Im Fruchtwasser konnte ein
Zusammenhang zwischen Vitamin B12-Mangel (Dawson et al. 1998; Steen et al. 1998) und
dem Auftreten von NTD nachgewiesen werden, nicht aber zwischen Folatmangel und NTD.
Im Vergleich zu gesunden Kontrollen waren die HCY-Spiegel bei NTD-Schwangerschaften
im Fruchtwasser ebenfalls erhéht (Wenstrom et al. 2000 a und b). Zur Pravention von NTD
und Schwangerschaftskomplikationen wird Schwangeren besonders im ersten Trimester die
Supplementierung von Folsdure (400-800 pg) empfohlen. Ziel unserer Arbeit war es, bei
gesunden Schwangeren zum Zeitpunkt der Amniocentese in Blut und Fruchtwasser Marker
des HCY- und Vitamin B12-Stoffwechsels sowie die Methylierungsmarker SAH und SAM zu
untersuchen. Bisher gibt es noch keine Daten Uber die Konzentration von SAH, SAM und
holo-TC im Fruchtwasser. Weiterhin ist noch nicht untersucht, inwiefern die Blut-Spiegel der

Metabolite das metabolische Milieu im Fruchtwasser widerspiegeln.

HCY und Cystathionin im Vergleich Blut/Fruchtwasser

Fur HCY im Blut fanden wir bei unserem Kollektiv (Gestationsalter 14,14-27,57 SSW)
niedrigere Werte, als sie fiir gesunde Nichtschwangere gleichen Alters blich sind (Ueland et
al. 1993) (5-95%-Perzentile: 3,5-7,8 umol/l vs. 5-15 umol/l). Erniedrigte HCY-Konzentra-
tionen im Blut bei Schwangeren im Vergleich zu Nichtschwangeren konnten auch in anderen
Studien gezeigt werden (Megahed et al. 2004; Andersson et al. 1992). Im Fruchtwasser
zeigten sich bei unserem Kollektivim Median 4,2-fach niedrigere Konzentrationen als im Blut
(4,9 umol/l vs. 1,17 umol/l; s. Tab. 3.2). Andere Autoren (Monsen et al. 2006; Wenstrom et
al. 2000 a und b; Steen et al. 1998; Steegers-Theunissen et al 1997) zeigten fur HCY im
Fruchtwasser @hnliche Ergebnisse. Albumin, das wichtigste HCY-Bindungsprotein, ist im
Fruchtwasser ebenfalls niedriger konzentriert als im Blut (Blut/FW-Quotient: 10,8; s. Tab.
3.2). Auffallend sind die stark erhdhten Cystathioninkonzentrationen im Fruchtwasser ver-

glichen mit den ermittelten Serumkonzentrationen (Blut/FW-Quotient: 0,07; s. Tab.3.2). Im
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Jahre 2006 zeigte Monsen fir die 16. SSW &hnlich hohe Cystathioninkonzentrationen im
Fruchtwasser, welche aber eine weniger starke Streuung aufwiesen als die bei uns ermittel-
ten Cystathionin-Konzentrationen im Fruchtwasser (1300-1800 nmol/l, Median: 1600)
(Monsen et al. 2006). HCY konnte im Fruchtwasser mdéglicherweise vermehrt tber die
Vitamin B6-abhangige Cystathionin-3-Synthase abgebaut werden. Es entstiinde tber diesen
Weg vermehrt Cystathionin, was zu erhdhten Cystathionin-Werten fihren wirde. Weiterhin
ist es denkbar, dass der Fetus Cystathionin tber den Urin ausscheidet. Es ist bekannt, dass
im fetalen Stoffwechsel die Cystathionaseaktivitat noch sehr gering ist, da sich diese erst im
ersten Lebensjahr voll ausbildet (Gaull et al. 1972). Bei unreif geborenen Sauglingen ist die
Cystathionase-Aktivitat ebenfalls noch vermindert (Vifia et al. 1995). Bei unreifer Cystathio-
nase-Aktivitat und gleichzeitig vermehrt anfallendem Cystathionin staut sich Cystathionin im
Fruchtwasser auf. Cystein zeigte bei friheren Untersuchungen im Fruchtwasser niedrigere
Konzentrationen als im Serum, was die Uberlegung zur unreifen Cystathionase ebenfalls
stitzt (Raijmakers et al. 2004; Monsen et al. 2006).

Folat, Vitamin B12, holo-TC und MMA im Vergleich Bl  ut/Fruchtwasser

Gerade fir Folat fallen bei dem untersuchten Schwangerenkollektiv im Blut gute Konzentra-

tionen auf, was auf die Folatsupplementation bei 87,5% unserer Probandinnen zuriickzu-
fihren war. Keine der Probandinnen zeigte Folatspiegel < 7 nmol/l, welche man als Grenze
fur Folatmangel ansieht. Die ermittelten Konzentrationen fur Folat im Fruchtwasser waren bei
unserem Kollektiv im Median circa dreifach niedriger als im Serum (s. Tab. 3.2). Folat wird
beim Menschen nur zu einem sehr geringen Teil mit dem Urin ausgeschieden: normaler-
weise betragt dieser Anteil 10-20% der resorbierten Menge pro Tag. Mdglicherweise
scheidet auch der Fetus aufgrund von fast vollstandiger Verwertung der resorbierten Menge
an Folat nur geringere Mengen an Folat mit dem Urin aus und gibt auch nur sehr geringe
Mengen per Diffusion Uber die nichtkeratinisierte Haut ab. Es ist bekannt, dass die Folat-
Blutspiegel von Neugeborenen etwa zweifach hoher sind als die ihrer Mitter (Obeid et al.
2005). Dieser Fakt lasst darauf schlieRen, dass Mechanismen existieren, die den Transport
von Folat an den Fetus garantieren. Guigliani et al. fanden 1985 im plazentaren Gewebe
Folatspiegel, die sowohl Uber denen der Mutter als auch Uber denen der Neugeborenen
lagen (Giugliani et al. 1985). Weiterhin konnten spezifische folatbindende Proteine aus der
Plazenta isoliert werden (folate receptor a (FRa), reduced folate carrier (RFC)) (Antony et al.
1981; Yasuda et al. 2008). Die Plazenta scheint als Speicherorgan fur Folat zu dienen
(Henderson et al. 1995). Der Fetus entzieht der Plazenta als Kompartiment mit erhthter
Folatkonzentration Folat zur Verwertung. Es besteht ein negativer Gradient zwischen der

Mutter, welche Folat Uber die Plazenta in den fetalen Kreislauf transportiert, und dem Fetus,
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der Folat wahrscheinlich grofitenteils sofort fir die DNA-, Phospholipid-, Protein- und Neuro-
transmittersynthese umsetzt.

Fur Vitamin B6 fanden wir Ahnliches. Der Blut/Fruchtwasser-Quotient betragt 1,43. Schenker
et al. untersuchten 1992 den transplacentaren Transfer von Vitamin B6. Vitamin B6 wird
nicht gegen den Konzentrationsgradienten uber die Plazenta transportiert (Schenker et al.
1992).

Die Produkte zur perikonzeptionellen Vitaminsupplementation (z.B. Femibion®, Centrum
Materna® etc.) enthalten circa 3 pg Vitamin B12, was im Bereich der empfohlenen Tages-
zufuhr liegt und den Mehrbedarf wahrend der Schwangerschaft nicht abdeckt. Im fetalen
Stoffwechsel besteht ein standiger Bedarf an aktivem Vitamin B12, da Uber die B12-
abhangige Methioninsynthase aktives Folat (THF) bereitgestellt wird, welches wiederum
Einkohlenstoffeinheiten fur die Synthese von Adenin und Guanin bereitstellt. Adenin und
Guanin fungieren als DNA-Bausteine fir die stdndig notwendige DNA-Synthese im fetalen
Kreislauf. Obwohl kein Vitamin B12 supplementiert wurde, zeigen sich fur Vitamin B12 und
holo-TC, im Gegensatz zum Folat, erstaunlicherweise im Fruchtwasser signifikant hohere
Werte als im Serum.

Der Fruchtwasserspiegel entspricht jedoch nicht unbedingt dem fetalen Status, sondern
wahrscheinlich eher der Konzentration des Vitamins, welches nach der Verwertung durch
den Fetus ubrigbleibt. Friihere Studien haben gezeigt, dass die Vitamin B12-Blutspiegel der
Feten Uber den Blutspiegeln der Mitter liegen (Obeid et al. 2005). Der Transfer von Vitamin
B12 Uber die Plazenta erfolgt gegen den Konzentrationsgradienten (Lowenstein et al. 1960).
In einer Studie an plazentarem Gewebe sowie mutterlichem und fetalem Blut von schwan-
geren Ratten konnte im Verlauf der Schwangerschaft eine progressive Steigerung des
Transports von Vitamin B12 zum Fetus festgestellt werden (Graber et al. 1971). Die Menge
an transportiertem Vitamin B12 pro 24 Stunden war proportional zum fetalen Gewicht. Die
Menge des plazentaren Vitamin B12 steigerte sich im Schwangerschaftsverlauf stetig. Die
plazentare Konzentration von Vitamin B12 lag immer Uber der fetalen oder mitterlichen
(Graber et al. 1971). Eine andere Studie (Perez-D'Gregorio et al. 1998) quantifizierte den
Transport von Vitamin B12 lber die Plazenta mithilfe von radioaktiv markiertem Vitamin B12
an einem dualperfundierten Plazentamodell nach Schneider (Schneider et al. 1972). Der
Transfer von Vitamin B12 zum Fetus war limitiert, die Plazenta jedoch akkumulierte Vitamin
B12 schnell: nach vier Stunden fand man hier 18% der Anfangsdosis. Nach ebenfalls vier
Stunden fand man drei Prozent der Anfangsdosis im fetalen Perfusat, mehr als 95% davon
lag proteingebunden vor (Perez-D’'Gregorio et al. 1998). Der Transcobalamin-Rezeptor in der
Plasmamembran bindet Transcobalamin-gebundenes-Vitamin B12 und internalisiert den
Komplex per Endozytose. Dieser Rezeptor konnte auch im humanen Plazentagewebe in

grolReren Mengen nachgewiesen werden (Quadros et al. 2009).
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Holo-TC als Vitamin B12-Marker wurde zuvor noch nie im Fruchtwasser, sondern nur im
Serum von schwangeren Frauen bestimmt. Ein Teil unserer Probandinnen zeigte Blut-holo-
TC-Spiegel unter 35 pmol/l, bei denen man von einer Vitamin B12-Speicherentleerung aus-
geht (Obeid et al. 2007a). MMA-Konzentrationen im Blut von mehr als 300 nmol/l zeigen
einen intrazellularen Vitamin B12-Mangel an (Obeid et al. 2007a). Die gemessene Blut-
MMA-95%-Perzentile unseres Kollektivs lag unter 300 nmol/l. Fir MMA zeigten wir ebenfalls
im Fruchtwasser héhere Konzentrationen als im Serum (s. Tab. 3.8). Diese kdnnten daraus
resultieren, dass der Fetus MMA mit dem Urin ausscheidet und die Vitamin B12-abhangige
MMA-CoA-Mutase, die aus MMA Succinyl-CoA bildet, im fetalen Stoffwechsel noch nicht voll

funktionsfahig ist.

Methylierungsmarker im Vergleich Blut/Fruchtwasser

Interessant ist weiterhin die Betrachtung der Ergebnisse der Methylierungsmarker SAH und
SAM im Fruchtwasser, welche zuvor noch nie in diesem Medium bestimmt wurden. Aufgrund
des sehr hohen Methylierungsbedarfs des Fetus wahrend der Entwicklung erwartet man ein
erhohtes SAM, das der wichtigste Ubertrager von Einkohlenstoffeinheiten ist. Verglichen mit
den Serumwerten (56-122 nmol/l) konnten wir im Fruchtwasser signifikant hohere Konzen-
trationen fur SAM (54-184 nmol/l) feststellen. Was jedoch auffiel waren die, verglichen mit
den Serumwerten, ungewoéhnlich hohen SAH-Konzentrationen im Fruchtwasser (4,4-14,6
nmol/l vs. 53-145 nmol/l). Die Verschiebung der Konzentrationen von SAH und SAM macht
sich ebenso in der gebildeten SAM/SAH-Ratio bemerkbar, die sich zu Gunsten des SAH ver-
schiebt (0,51-2,58). Die Konzentrationen des Fruchtwasser-SAH waren hoher als in jeglichen
biologischen Medien oder Zellkompartimenten, die je untersucht wurden (Stabler et al. 2004;
Obeid et al. 2007b). In der Frihschwangerschaft stellt man sich das Fruchtwasser als
dynamisches Gleichgewicht vor zwischen den Mengen, die vom Fetus aufgenommen und
wieder abgegeben werden. Dennoch sind die Konzentrationen des SAH und SAM im Frucht-
wasser denen im Urin nicht &hnlich (Stabler et al. 2004) und zeigen auch keine Korrelation
mit dem Fruchtwasser-Kreatinin (r=0,20; p=0,081). Dies deutet auf das Vorhandensein eines
speziellen Regulationsmechanismus hin, der moglicherweise nur in der fetalen Phase funk-
tioniert und bei welchem Hypomethylierung die DNA-Replikation und die Expression ver-
schiedener Gene fordert. Diese Uberlegungen sind konform mit einer DNA-Demethylierung,
die in extraembryonalen Zellen wahrend der frihen Entwicklung von Tieren beobachtet
wurde (Monk et al. 1987). Eine weitere biochemisch denkbare Mdglichkeit ware die fehlende
Reife der SAH-Hydrolase im fetalen Stoffwechsel, die SAH zu HCY hydrolysiert. Allerdings
konnte in einer Studie an schwangeren Ratten zum Zeitpunkt der Neurulation die SAH-
Hydrolase sowohl in fetalem als auch in plazentarem Gewebe nachgewiesen werden
(Vanaerts et al. 1995).
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Wir fanden eine signifikante positive Korrelation zwischen der Fruchtwasser-SAH/Albumin-
Ratio auf der einen Seite und den Ratios von Fruchtwasser-SAM/Albumin und Fruchtwasser-
HCY/Albumin auf der anderen Seite. Dies deutet darauf hin, dass eine verstarkte Produktion
von SAH begleitet ist von verstarkter Produktion von HCY und dessen Remethylierung zu
SAM via Methionin.

In einer brasilianischen Studie wurden HCY, Vitamin B12 sowie SAH und SAM im Plasma
von Mutter und Kind bei der Geburt bestimmt. Die ermittelten HCY-Konzentrationen waren in
der Nabelschnurvene bei den Kindern héher, deren Mutter niedrige Vitamin B12-Werte auf-
wiesen. Bei Vitamin B12-Mangel zeigten sich bei den Schwangeren erhohte SAH-Werte und
erniedrigte SAM- und Methioninkonzentrationen. Die SAM/SAH Ratio war bei Vitamin B12-
Mangel sowohl bei den schwangeren Mittern als auch bei ihren Neugeborenen erniedrigt,
also zugunsten des SAH verschoben. Auf Grund dieser Beobachtungen kommt man zu der
Annahme, dass wegen der engen Verknlipfung von SAH und SAM zu zahlreichen enzyma-
tischen Methylierungsreaktionen bei schwangeren Frauen mit Vitamin B12-Mangel ein
unausgeglichener Methylierungsstatus vorliegt (Guerra-Shinohara et al. 2004). In unserer
Arbeit zeigte sich kein Zusammenhang zwischen niedrigeren Vitamin B12-Konzentrationen

und erhohten SAH-Konzentrationen.

Rolle der Proteine im Fruchtwasser

Es ist bekannt, dass Fruchtwasser eine proteinarmere Korperflissigkeit ist als Blut
(Ostergard 1970). Die Konzentrationen des Gesamtprotein im Fruchtwasser betragen bei
unserem Kollektiv etwa 10% derer im Serum (63-90 g/l vs. 4,3-9,1 g/). Vergleicht man bei
unserem Kollektiv den Anteil von Albumin am Gesamtprotein im Fruchtwasser, so betragt er
analog zum Serum circa 60%. Die Proteinbindung, beispielsweise fiur HCY, ist im Frucht-
wasser moglicherweise deshalb geringer als im Serum, da Albumin, das Haupttragerprotein
von HCY (Refsum et al. 1985), im Fruchtwasser sehr niedrige Konzentrationen aufweist. Halt
man sich diesen Umstand vor Augen ist es umso erstaunlicher, dass holo-TC, welches ein
Protein ist, im Fruchtwasser hoher konzentriert ist als im Serum und dass die holo-
TC/Albumin Ratio im Fruchtwasser im Median circa 24 mal héher ist als im Serum. Dies gibt
Hinweise auf eine zentrale Stellung von holo-TC bei Stoffwechselwegen im Fruchtwasser.

Mdglicherweise dient holo-TC im fetalen Stoffwechsel als Vitamin B12-Speicher.
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Korrelationen zwischen Blutmarkern und Fruchtwasser markern

Eine weitere Uberlegung zur Durchfiihrung dieser Studie war, inwiefern man aus miitter-
lichen Blutwerten Voraussagen Uber den Vitamin B12-, Folat-, HCY-, und Methylierungs-
status im Fruchtwasser treffen kann sowie inwiefern die Konzentrationen der Vitamine, des
HCY und der Metabolite im Fruchtwasser durch plazentaren Transfer oder eher durch fetale
renale Ausscheidung oder Diffusion Uber die fetale nichtkeratinisierte Haut zustande
kommen. Weiterhin muss beachtet werden, dass die Konzentrationen der Metabolite ebenso
vom plazentaren und fetalen Metabolismus und Transport betroffen sind (Jauniaux et al.
2005).

Far die Vitamin B12-Marker konnten wir eine enge Verknupfung zwischen Blut und Frucht-
wasser zeigen. Sowohl Vitamin B12 als auch holo-TC zeigten im Vergleich Serum-Frucht-
wasser eine mittelstarke positive Korrelation. Holo-TC im Fruchtwasser konnte als strenger
positiver Pradiktor fir Vitamin B12 im Fruchtwasser identifiziert werden (r=0,73). MMA im
Fruchtwasser ist zumindest teilweise vom Vitamin B12-Status im Fruchtwasser abhéngig (s.
Abb. 3.7). Diese Ergebnisse zeigen, dass der mutterliche und der fetale Vitamin B12-Haus-
halt in engem Zusammenhang stehen. Bei unserem Kollektiv zeigte sich ebenfalls ein
Zusammenhang zwischen holo-TC im Fruchtwasser und HCY im Fruchtwasser (s. Abb
3.12): bei steigenden holo-TC-Werten zeigten sich signifikant niedrigere HCY-Konzentra-
tionen im Fruchtwasser. Ein @hnlicher Zusammenhang lasst sich in Bezug auf Folat nicht
mehr nachweisen. Folglich ist bei Menschen mit Folatsupplementation Vitamin B12 (mit holo-
TC als Marker) der entscheidende Faktor zur Remethylierung von HCY.

Mutterliches Serum-HCY und die Fruchtwasser-HCY-Konzentrationen weisen eine recht
starke Korrelation auf (r=0,61). Ahnliches gilt fiir Folat und Vitamin B12, die beide im Ver-
gleich Fruchtwasser-Serum eine Korrelation von r=0,5 aufweisen. Schwangere, die gleich-
zeitig niedrige holo-TC- und Folatwerte im Fruchtwasser aufwiesen, zeigten im Frucht-
wasser die hochsten HCY-Werte (s. Abb. 3.7). Ebenso fallt auf, dass es zwischen den
niedrig normalen Plasma-SAH-Werten und den auffallig hohen Fruchtwasser SAH-Werten
keinen Zusammenhang gibt. Moglicherweise gibt es im Fruchtwasserstoffwechsel Mechanis-
men, welche die SAH/SAM-Ratio zur SAH-Seite verschieben, um so Zellteilung zu ermdg-

lichen.

Abhéangigkeit der getesten Parameter vom Gestationsa lter

Nach Prufung der Parameter in Abhéngigkeit vom Gestationsalter (s. Tab. 3.6 und 3.7)
zeigten sich im Fruchtwasser folgende Besonderheiten: Wahrend die Konzentrationen fir
Gesamtprotein mit fortgeschrittener Schwangerschaft stabil bleiben, sinken die Konzen-
trationen fur Folat, Vitamin B12 und holo-TC ab. Dies ist ein Hinweis darauf, dass sich die

Konzentrationen nicht auf Grund von Volumenanderungen, sondern auf Grund von
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Anderungen im fetalen Stoffwechsel verandern. Mit héherem Gestationsalter werden Vitamin
B12, Folat und holo-TC im fetalen Stoffwechsel moglicherweise vermehrt benétigt und daher
gespeichert und nicht mehr ausgeschieden. Die Konzentrationen fir SAM steigen mit fortge-
schrittener Schwangerschaft ebenfalls an, was fir einen wachsenden Bedarf an Einkohlen-

stoffeinheiten sprechen kdnnte.

Vitamin B-Stoffwechsel und Geburtsdefekte

Heute gilt es als bewiesen, dass Folatmangel die Inzidenz von NTD erhdht (Dawson et al.
1998; Eskes 1998; Shaw 1995). Bei NTD beobachtete man auch erhdhte HCY-Werte,

sowohl im Fruchtwasser als auch im Serum (Mills et al. 1995 und 1996), sowie erniedrigte

Vitamin B12-Konzentrationen im Fruchtwasser (Economides et al. 1992; Steen et al. 1998).
In einer Studie beziglich NTD und Nicht-NTD-Schwangerschaften wurden verminderte
Vitamin B12-Konzentrationen im Fruchtwasser zusammen mit erhdhter Vitamin B12-Bin-
dungskapazitat gefunden, was bei NTD-Féllen auf einen gestorten Vitamin B12-Transport
zum Fetus hinweist (Gardiki-Kouidou et al. 1988). Frihere Studien zeigten eine Assoziation
zwischen erhdéhtem Plasma-HCY und Schwangerschaftskomplikationen wie Préeklampsie,
Frihgeburtlichkeit und erniedrigtem Geburtsgewicht (Vollset et al. 2000; Hogg et al. 2000).
Die Ergebnisse all dieser Studien zeigen die Wichtigkeit der Untersuchung des HCY-Meta-
bolismus wahrend und vor allem zu Beginn der Schwangerschaft, um Geburtsdefekten,
Schwangerschafts- oder postpartalen Komplikationen vorzubeugen. Die gemessenen Kon-
zentrationen der Parameter verglichen wir mit den ermittelten Bereichen der Frauen mit un-
auffalliger Schwangerschaft. Eine Assoziation zwischen abnormem Folat- und HCY- und
Vitamin B12-Metabolismus und NTD-Schwangerschaft ist bekannt (Eskes et al. 1998; Mills
1995 und 1996; Groenen et al. 2004). Unsere Ergebnisse zeigen bei beiden NTD-Schwan-
gerschaften im Fruchtwasser verminderte Folatkonzentrationen sowie einen Vitamin B12-
Mangel, der sich in verminderten Konzentrationen von Gesamt-Vitamin B12 und holo-TC

darstellt.

Vitamin B-Stoffwechsel und NTD

Wir untersuchten zwei Schwangerschaften mit NTD-Feten (Probandin 1 und 97): Probandin

1 zeigte trotz anamnestischer Folatsubstitution relativ niedrige Folatwerte im Serum und
weiterhin niedrige Vitamin B12- und holo-TC-Konzentrationen (s. Tab 3.4). Bei Probandin 97,
deren Fetus einen sehr ausgepragten NTD zusammen mit einer Arnold-Chiari-Malformation
aufwies, zeigten sich im Serum keine Auffalligkeiten. Im Fruchtwasser zeigten beide einen
Vitamin B12-Mangel, welcher auch schon in friheren Studien mit NTD assoziiert werden
konnte (Dawson et al. 1999; Economides et al 1992). Die Folatspiegel lagen im Frucht-

wasser im Bereich der ermittelten Werte fur gesunde Schwangere. Man kann davon aus-



4. Diskussion JEENIEGEN

gehen, dass beide Probandinnen trotz Folatsubstitution einen funktionellen Folatmangel auf-
wiesen, da bei beiden ein Vitamin B12 Mangel vorlag. Dies zeigt wiederum die Bedeutung
der prékonzeptionellen Folat- und Vitamin B12-Substitution, um NTD aufgrund von funk-
tionellem Folatmangel vorzubeugen. Probandin 1 zeigte zusétzlich eine HHCY im Frucht-
wasser. Bezuglich der erstmals im Fruchtwasser untersuchten Methylierungsmarker SAH

und SAM konnten wir im Vergleich mit der Kontrollgruppe keine Besonderheiten feststellen.

Vitamin B-Stoffwechsel und Down-Syndrom

Bei Probandin 2 (Down-Syndrom) zeigte sich im Serum eine HHCY, eine erhthte MMA-Kon-
zentration sowie ein Folat- und Vitamin B6-Mangel. HHCY und Folatmangel kdnnten Hinweis
auf einen abnormen Folatmetabolismus sein, welcher schon in Verbindung mit Down-
Syndrom-Schwangerschaften gebracht werden konnte (Meguid et al. 2008; Biselli et al.
2008). James et al. zeigten 1999 bei Down Syndrom-Mittern héhere HCY-Werte als bei
gesunden Kontrollschwangerschaften und ein haufigeres Auftreten des C/T bzw. T/T als C/C
Genotyps der MTHFR bei Mittern von Kindern mit Trisomie 21 (James et al. 1999). Bei
Muttern von Kindern mit Down-Syndrom fand man erniedrigte Folat- und erhéhte HCY-
Konzentrationen im Blut (Takamura et al. 2004) und weiterhin eine erhdhte Methotrexat-
Zytotoxizitat der Lymphozyten. Dies ist ein Zeichen flr abnormalen Folat- und Methylierungs-
stoffwechsel (James et al. 1999).

Im Fruchtwasser zeigte sich bei unserer Probandin mit Down-Syndrom-Schwangerschaft ein
HCY-Spiegel, der 8,3-fach hoher ist als der Median, der bei der Gruppe mit unauffalliger
Schwangerschaft ermittelt wurde. Ebenso sind die Werte fur Albumin und Gesamtprotein im
Vergleich erhdht. Cystathionin und holo-TC zeigen, verglichen mit der gesunden Gruppe,
erniedrigte Konzentrationen. Die hohe HCY-Konzentration lasst sich durch den ebenfalls
erhohten Albuminspiegel nur unzureichend erklaren: die HCY/Albumin-Ratio war bei dieser
Probandin doppelt so hoch wie der Median der normalen Schwangerschaften. Moglicher-
weise wird HCY im Fruchtwasser bei Down-Syndrom Schwangerschaften trotz der Dreifach-
kopie an CBS und ausreichender Konzentrationen an Folat und Vitamin B12 (Coenzym der
Methioninsynthase) nicht ausreichend (ber diesen Weg metabolisiert. Die niedrige Konzen-
tration von Cystathionin im Fruchtwasser bei dieser Probandin wirde diese These stitzen.
Es gibt Hinweise darauf, dass Feten mit Down-Syndrom schon wahrend der Schwanger-
schaft erh6htem oxidativem Stress ausgesetzt sind (Perrone et al. 2007). Perrone et al.
testeten im Fruchtwasser Isoprostane, einen neuen Marker flr freie radikal-katalysierte Lipid-
peroxidation bei normalen, IUGR- und Down-Syndrom-Schwangerschaften. Im Vergleich zu
den gesunden Kontrollen konnten bei den Down-Syndrom-Schwangerschaften neunfach
héhere Isoprostan-Konzentrationen gefunden werden (Perrone et al. 2007). Um dem oxida-

tiven Stress gewachsen zu sein, muss im Fruchtwasser wohl vermehrt Glutathion gebildet
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werden. Die gefundene erniedrigte Cystathionin-Konzentration im Fruchtwasser von Proban-
din 2 konnte auch aus vermehrter Verstoffwechselung zu Glutathion resultieren. In einem
Einzelfallbericht von 2001 wurden HCY, SAH, SAM, MTHFR-Genotyp und DNA-Methy-
lierung im Blut eines Kindes mit Down-Syndrom und NTD und im Blut der Mutter untersucht
(Al-Gazali et al. 2001). Die Mutter zeigte stark erhdhte HCY- (35 pmol/l) und SAH- sowie
erniedrigte SAM-Konzentrationen. Die Lymphozyten-DNA war hypomethyliert. Ahnliche
Beobachtungen zeigten sich bei unserer Probandin nicht. Bei dem untersuchten Kind zeigten
sich erniedrigte HCY- und Methioninspiegel. Die Cystathioninkonzentration lag funffach Uber

Normalniveau, was durch die Uberexpression der CBS erklarbar ist (Al-Gazali et al. 2001).

Vitamin B-Stoffwechsel und Turner-Syndrom und Triso mie 18

Die Chromosomenanomalien Turner-Syndrom und Trisomie 18 wurden bisher nicht mit Fehl-
regulationen im HCY-Stoffwechsel und unausgeglichenem Methylierungsstatus in Verbin-
dung gebracht. Eine Studie zeigte bei Frauen mit Turner-Syndrom ein vermehrtes Auftreten
der MTHFR A1298C-Mutation, die in einer geringeren Effizienz des Enzyms resultiert
(Oliveira et al. 2008). Die MTHFR C677T-Mutation war nicht mit dem Auftreten des Turner-
Syndroms assoziiert (Oliveira et al. 2008). Die von uns untersuchten Probandinnen, die ein
Kind mit Trisomie 18 oder Turner Syndrom erwarteten, wiesen im Fruchtwasser, verglichen
mit der Normalgruppe, sehr niedrige HCY-Konzentrationen bei normalen bis hochnormalen
Vitaminspiegeln auf (s. Tab. 3.5). Bei allen untersuchten Chromosomenanomalien (Proban-
din 2, 21, 74, 60) lag die SAM/SAH-Ratio im Fruchtwasser < 1. Dies ist ein Hinweis auf einen
unausgeglichenen Methylierungsstatus im Fruchtwasser dieser Feten. Die molekularen
Mechanismen, welche chromosomales Nondysjunction determinieren, sind noch nicht gut
erforscht, doch Dysfunktionen in Folatmetabolismus und Methylierung kénnen in DNA-Hypo-
methylierung und in abnormer Chromosomenteilung (Aneuploidie) resultieren. Zur Vali-
dierung dieser Hinweise auf eventuelle Hypomethylierung im Fruchtwasser bei Schwanger-

schaften mit Chromosomenanomalien missen Studien mit gol3erer Probandenzahl folgen.

Vitamin B12-Stoffwechsel und Multipler Sulfataseman gel

Im Serum von Probandin 23 (multipler Sulfatasemangel) fiel ein erhdhter Spiegel an Vitamin
B12 auf, was sich anamnestisch durch zuséatzliche Vitamin B12-Supplementierung erklaren
lasst. Im Fruchtwasser zeigte die Probandin ein niedriges SAM und eine niedrige SAM/SAH-
Ratio (s. Tab 3.5). Untersuchungen beziglich Hypomethylierung und Stérungen im HCY-,
oder Folatstoffwechsels existieren bisher nicht. Unsere Probandin zeigte, &hnlich den
Probandinnen 2, 21, 74 und 60 (Feten mit Chromosomenanomalien), Zeichen der Hypo-

methylierung im Fruchtwasser.
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Vergleich der Ergebnisse mit friiheren Studien

Die folgenden Tabellen vergleichen die ermittelten Mediane unseres Kollektivs mit normalem
Schwangerschaftsausgang mit den Ergebnissen friherer Studien. Unsere Ergebnisse flr
HCY im Fruchtwasser bestatigen die im Vergleich zum Serum gefundenen niedrigen HCY-
Konzentrationen anderer Studien (s. Tab. 4.1). Unsere Ergebnisse fur Vitamin B12 im
Fruchtwasser sind mit denen anderer Autoren (Monsen et al. 2006; Dawson et al. 1999;

Steen et al. 1992; Economides et al. 1992) vergleichbar.

Tab. 4.1 Vergleich von HCYund Vitamin B12 im Fruchtwasser anhand verschiedener Studien

Autor HCY* [umol/I] Vitamin B12 [pmol/l]*
Unsere Studie (n=97) 1,17 409
Monsen 2006 (n=483) 13 646
Wenstrom 2000b (n=80) 1,09 -
Steen 1998 (n=63) 2,2 400
Dawson 1999 (n=29) - 618
Economides (n=24) - 207

*Median

SAH und SAM wurde bisher noch nicht im Medium Fruchtwasser untersucht. Die ermittelten
Plasmakonzentrationen der Methylierungsmarker unseres Kollektivs verglichen wir mit
friheren Arbeiten (s. Tab. 4.2 - Obeid et al. 2007; Stabler et al. 2004; Gellekink et al. 2005;
Guerra-Shinohara et al. 2004). Die Daten von Obeid et al. wurden im gleichen Labor mit der
gleichen Methode wie bei unserer Studie erhoben. Die von uns ermittelten Werte fir SAM
sind mit denen von Obeid, Stabler und Gellekink erhobenen Daten vergleichbar. Fir Plasma-
SAH fanden wir deutlich niedrigere Werte als die anderen Autoren: dies kénnte ein Hinweis
auf generell niedrigere SAH-Plasma-Konzentrationen bei Schwangeren verglichen mit Nicht-
schwangeren sein. Guerra-Shinohara zeigte bei Geburt niedrigere SAM-Konzentrationen im
mdtterlichen Plasma und hdhere SAH-Konzentrationen, verglichen mit unserer und den
anderen Studien. Diese Diskrepanz konnte durch schlechteren Vitaminstatus der brasili-

anischen Schwangeren erklart werden.
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Tab. 4.2 Vergleich der SAM- und SAH-Plasmakonzentrationen anhand verschiedener Studien

Autor SAM [nmol/l] SAH [nmol/l]
Unsere Studie 90*; 89,5« 7,5%; 8,0
Obeid 2007# 113* 16,8*
Stabler 2004# 109 15,0«
Gellekink 2005# 94,5 12,3«
Guerra-Shinoharat 2004 75 22

#Nicht-Schwangere; tbei Geburt;*Median; «Mittelwert

Kernaussaugen

Zusammenfassend lassen sich folgende Kernaussagen der Studie darstellen:

1. Marker des miutterlichen B-Vitamin-Stoffwechsels hangen mit Markern des fetalen
Stoffwechsels, gemessen im Fruchtwasser zwischen 14-27 SSW, zusammen.

2. Erhtéhte SAH-Konzentrationen im Fruchtwasser halten ein Milieu der Hypomethy-
lierung aufrecht und sorgen so fur einen hohen Turnover von Methylgruppen.

3. Sowohl Vitamin B12 als auch Folat im Fruchtwasser sind signifikante Bestimmungs-
groRen fur HCY im Fruchtwasser.

4. Vitaminsupplementation war verkndpft mit héheren Vitaminkonzentrationen im
Fruchtwasser.

5. Vitamin B12-Mangel und niedrige Folatwerte in Serum und Fruchtwasser bei den
NTD-Schwangerschaften - trotz Supplementation - geben Hinweise auf einen
gestorten Transport zum Fetus.

Empfehlung
Die Erkenntnisse dieser Studie fuhren zu folgenden Empfehlungen:

1. Bei Frauen, die eine Schwangerschaft planen, sowie bei solchen, die in friheren

Schwangerschaften Geburtsdefekte oder Schwangerschaftskomplikationen aufwie-
sen, sollte préakonzeptionell eine Vitamin B-Diagnostik berticksichtigt werden.
Bei vorangegangenen Geburtsdefekten (NTD, Chromosomenanomalie) oder wieder-
holten Aborten sollte die Bestimmung von Folat und den Vitamin B12-Markern
(Gesamt-Vitamin B12, holo-TC, MMA) in Serum und Fruchtwasser erwogen werden.

2. Die Rolle der Vitamin B12-Supplementierung zur Pravention von NTD sollte neu

bewertet werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sowie die bekannt positiven
Auswirkungen auf die Risikoverminderung von Geburtsdefekten (NTD) und Schwan-
gerschaftskomplikationen legen eine Substitution von Folat und Vitamin B12 in
ausreichender Dosierung (Folat 400-800 pg/d und Vitamin B12 500 pug/Woche) nahe.
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6.1 Aufklarung und Einwilligung

Information und Finwilligungserkldrung zur klinischen Studie:

Zusammenhang zwischen Folat, Vitamin B6, Vitamin B12, Homocystein
und Methylierungsstatus in Blut und Fruchtwasser von schwangeren Frauen
mit unterschiedlichem Schwangerschaftsausgang

Sehr geehrte Schwangere,

die Nahrstoffversorgung bei schwangeren Frauen spielt bei der Entwicklung des
Kindes eine entscheidende Rolle, wobei Folat, Vitamin B12 und Vitamin B6 wegen
ihrer Rolle im Intermediarstoffwechsel von gro3er Bedeutung sind. Heute gilt es als
bewiesen, dass die regelmaflige Einnahme von Folat vor und wéahrend der
Schwangerschaft zur Reduktion von Neuralrohrdefekten beitragt.

Aufgrund der moglichen schwerwiegenden Konsequenzen einer erniedrigten
Konzentration an Vitamin B12 und Folat beim Feten empfiehlt sich eine mdglichst
frihzeitige Diagnostik zur Erkennung eines eventuellen Vitamin B-Mangels in der
Schwangerschaft.

Ziel der vorliegenden Studie ist es zu untersuchen, ob es einen Zusammenhang
zwischen Folat-, Vitamin B6- und Vitamin B12-Status im mdutterlichen Blut und
Fruchtwasser gibt. Homocystein, Methylmalonsaure und Holotranscobalmin gelten
als sensitive und spezifische Indikatoren des Vitamin B12-Status.

Folat, Vitamin B6 und B12 sind wichtige Marker fur die Methylierungsféahigkeit der
Zelle. Besonders wichtig sind diese wéahrend der Schwangerschaft, weil dann die
Zellproliferationsrate und somit der Bedarf an Methylgruppen au3ergewdhnlich hoch
ist.

Hintergrund dieser Studie ist die Frage, ob unterschiedliche Serumkonzentrationen
dieser Vitamine in Zusammenhang mit dem Vitaminstatus im Fruchtwasser und dem
Schwangerschaftsausgang stehen. Somit kénnten diese Vitamine bei erniedrigten
mitterlichen Serumwerten eine Rolle im Rahmen von angeborenen Missbildungen
spielen.

Fur die Durchfihrung dieser Studie benottigen wir gesunde Schwangere, bei denen
im Rahmen der Amnioncentese 3 ml Fruchtwasser und 15 ml vendses Blut
abgenommen werden. Als Vergleichsgruppe bendtigen wir Frauen, bei deren
Kindern ein Neuralrohrdefekt oder Down-Syndrom vermutet wird.

Deshalb méchten wir Sie bitten, sich an dieser Studie zu beteiligen. Die Ergebnisse
werden helfen zu klaren, ob es Grunde gibt, die Pravention dahingehend zu
optimieren.

Die wahrend der Studie erhobenen Daten werden anonymisiert ausgewertet und
unter Bericksichtigung des Datenschutzgesetzes lediglich autorisierten Personen
zuganglich gemacht.
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Ihre Ansprechpartnerin im Rahmen der Studie ist:

OA Dr. med. Silke Jacob
Universitats-Frauenklinik
Kirrberger Strasse
66421 Homburg/Saar
Tel.: 06841-1628145

Homburg, den 01.08.2006

OA Dr. med. Jacob

Mit Ihrer Unterschrift erklaren Sie, dass Sie diese Probandeninformation gelesen und
verstanden haben und freiwillig zur Teilnahme an der Untersuchung bereit sind.
Ferner stimmen Sie mit Ihrer Unterschrift der Weitergabe der wéhrend der Studie
erhobenen Daten an autorisierte Dritte zu. Sie haben das Recht, jederzeit die

Teilnahme an der Untersuchung ohne Nennung von Griinden zu widerrufen.

Ort, Datum Name eigenhandige Unterschrift
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DatUM oot e
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Fall- oder Kontrollnummer ..................

Diagnosen

0 NTD-Schwangerschaft

0 Down-Syndrom-Schwangerschaft
0 IUGR-Schwangerschaft

o0 Normale Schwangerschatft

Alter der Mutter (Jahre) ...............ceeeeee.

Schwangerschaftszeitpunkt (Woche/Tag)

basiertauf ............cooiiiii
Lebendgeburten................ooo
Anzahl Fehlgeburten/Schwangerschafts-

abbriche ...

Komplikationen bei der aktuellen

Schwangerschaft..............cooovieiii .

Aktuelle Einnahme v. Folat, B12, B6, F&

Seitwann?.............. Dosierung..............

....... Dosierung

Medikation .......cooeie i

Gewicht (kg) GroRe (cm)............

Vorerkrankungen

Diabetes mellitus.........ccocoiiii i,
RaAUCNEN......ceeiiii e
GerinNUNGSSEOIUNG........ccvvvvvveiiiiiieeeeeeeeeeeeeen

MTHFR -Mutation

Andere Anmerkungen:
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Introduction Amniotic fluid and plasma markers Serum and AF-tHcy are correlated

The requirements for the B-vitamins (folate, vitamin B12 and B6) are
exceptionally high during pregnancy due to increased maternal metabolic
rate and fetal demands. Folate, vitamin B12 and B6 function as cofactors
in one-carbon metabolism, DNA-synthesis and in numerous methylation
reactions. These metabolic pathways are particularly active in the
developing embryo. B-vitamins participates in homocysteine (Hcy)
catabalism and production of S-adenosyl methionine (AdoMet), the
universal methyl donor in all living cells. AdoMet is generated from

methionine and further converted into S
(AdoHcy) after donating its methyl group to other cellular components.
AdoHcy is hydrolysed into Hcy that can be converted via AdoHcy-
hydrolase into AdoHcy.

The rate of change in amniotic fluid (AF) volume is a strong function
of age. In early gestation, amount of amniotic fluid
are present before the establishment of foetal micturition or deglutition.
The most likely mechanism for the formation of amniotic fluid before the
mid-gestation is an active transport of solute by the amnion into the
amniotic space. Fetal urine is a major source of amniotic fluid that first
enters the amniotic space at 8-11 weeks. At the same time the fetus
begins swallowing amnictic fluids. Other sources of amniotic fluids during
gestation are; the movement of water and solute between amniotic fluid
and fetal blood, water transport across the permeable fetal skin, and
secretion of fluids by fetal lungs.

Few studies evaluated concentrations of B-vitamins and total Hey (tHcy)
in AF. Low concentrations of folate and vitamin B12 in AF were related to
an increased risk for birth defects. There are no data about
concentrations of AdoMet and AdoHcy in amniotic fluids. We studied the
concentrations of B-vitamins, tHcy, AdoMet, and AdoHcy in amniotic
fluids from pregnant women with normal birth outcome.
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Table1
Marker Plasma/serum  Amniotic fluid P [
tHey, a1 51(20) 12(08) <0.001 Q71
AdoHcy, nM 7.4(2.0) 88(30) <0.001 s
AdaMet, nM 97 (17) 113(45) <0.001 ns
Yy 13.0(3.9) 13(0.7) <0001 g
Cystathionine, nM 115(45) 1621(906) <0001 034
haloTC, pmol/L 41(19) 65(54) <0.001 0.48
Total B12, pmol/L 273(113) 375(319) <0.001 063
Folate, nmol/L 42(24) 15.1(7.3) <0.001 060
Vitamin B6, 44(42) 30(54) <0.001 0,33
nmol/L

Data are geometric means (SD). P according to paired t-test. All pregnant
women in this table had normal outcome. r; correlation coefficients hetveen
plasina and AF markers according to Spearman test

AdoMet in plasma and amniotic fluid
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Amniotic fluid and blood markers in pregnancies with unfavorable outcome

Case number Gestational age diagnosis tHcy Cys SAH SAM Folate B12 B6
weeks wmol/L  mmol/L  mmol/t  mmol/L  nmol/L  pmol/t  mmol/L
1AF 226 NTD 4 1973 82 120 57 31 2.2
Serum 58 131 6.4 81 20 130 20.9
2AF 2741 Triosomy 21 105 645 67 68 118 218 301
Serum Down syndrome 7.6 145 6.9 101 148 25 18
21 AF 16.4 Monosomy X 1.0 714 106 102 104 824 28
Serum Turner syndrome 59 114 6.2 110 267 295 31
60 AF 171 Edward syndrome  0.88 1491 113 64 147 A 26
Serum Triosomy 18 A NA 47 101 NA A 33

Data from the normal population are presented in table 1. Notice a relationship between gestational age and amniotic fluid markers. AF; amniotic
fluid. NA; not available. Cys; cystathionine. Notice that the fetus of patient 2 (with the lowest AF-Cys) had 2 copies of cystathionine beta synthase.

This suggests that AF markers originate from fetus metabolism. This is supported by the fact that almost no difference was found between maternal

Table2  ceumoys.

Subjects & Methods

Subjec

The study included 78 pregnant women (median age 37 years;
gestational age 16.7 weeks) who were referred for amniotic fluid testing
at the department of Genecology, University Hospital of the Saarland.
Blood and AF samples were collected within one hour from each other.
Concentrations of tHcy, cystathionine, AdoMet, AdoHcy, folate, B12 and
holotranscobalamin (holoTC) were measured in both blood and AF.
AdoMet and AdoHcy assay. EDTA plasma and AF samples were
immediately treated with 1N: acetic acid and aliquots were stored at -
80°C until analysis.

Methods:

Concentrations of AdoMet and AdoHcy in plasma and AF were measured
by using LC-MS/MS. Concentrations of tHcy and cystathionine (Cys) were
measured in serum and AF samples utilizing GCMS. The concentrations
of total v\tamln BlZ and folate were determined in serum and AF utilizing
a ct Concentrations of
holotranscobalamin (holoTC) in serum and AF were measured by a 2-
step sandwich assay (AxSYM).

@ Maternal blood tHcy and vitamin status are the most
important determinants of AF markers.

@ AF methylation markers (AdoMet and AdoHcy) are not related
to mother's methylation status.

@ Because folate and vitamin B12 were significant determinants
of AF-tHcy, low folate and vitamin B12 status could increase
tHey thus increasing the risk of birth defects.

@ Strong changes of AF markers were found in few cases with
birth defects. More cases are required to confirm these
results.
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