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1.Einleitung

1.1 Karzinominzidenz und -entstehung bei Dialysepanten

Eine erhohte Inzidenz der Koronaren Herzkrankhedt @ine dadurch bedingt ebenfalls
erhohte Mortalitat bei Dialysepatienten gilt sé@ibderem als hinreichend belegt und ist
bis heute die haufigste Todesursache von Dialysegah (Cheung 2004). Doch
obwohl Matas et al. bereits 1975 von einer sielnfarhohten Krebsinzidenz bei
Patienten mit terminalem Nierenversagen bericht@#atas 1975), konnte erst im Jahr
1999 durch eine GroR3studie anhand von Dialyseegishius Australien/Neuseeland,
Europa und den USA von Maisonneuve et al. bewiegnden, dass dialysepflichtige
Patienten tatsachlich einer erhdhten Karzinomimzdenterliegen (Maisonneuve 1999).
Nachfolgende epidemiologische Untersuchungen, uselerem von Teschner et al.
(Teschner 2002), konnten Maisonneuves Ergebniseeipell bestatigen. Das Risiko,
an einem Malignom zu erkranken, ist — verglichent mhér gesunden Normal-
bevolkerung — etwa um den Faktor zwei erhoht (Mdt@g5; Maisonneuve 1999;
Teschner 2002). Aber nicht nur in der Haufigketgcla im Spektrum der betroffenen
Organsysteme unterscheiden sich Dialysepatientendeo Allgemeinbevdlkerung. So
ist das Risiko einer malignen Entartung vor allem Mere und Blase, aber auch von
Schilddrise, Leber, Cervix sowie des lymphatischer wlutbildenden Systems
deutlich erhéht, wahrend Krebserkrankungen von kungolorektum, Magen und
Brustdrise nicht signifikant h&ufiger als im Verglekollektiv auftreten. Besonders
gefahrdet, an einem Karzinom zu erkranken, sindPdigenten jungen (< 35 Jahre) und
mittleren Lebensalters (35-50 Jahre). Das Risiko nmtindanach mit steigendem
Lebensalter wieder ab, ist aber immer noch erhDig. meisten Krebserkrankungen
treten im ersten Jahr der Dialyse auf. Betrachtetn naile zugrundeliegende
Nierenerkrankung und das Karzinomrisiko, so istségebesonders bei Patienten mit
toxischer oder obstruktiver Nephropathie erhéht.

Bei der Frage, warum bei urdmischen Patienten vatri@nizinome entstehen, ist von
einer Multikausalitat auszugehen. Eine wichtige & famvakas 1998) spielen hierbei
ein geschwachtes Immunsystem, chronische Entziedungnd persistierende

Infektionen, unter anderem mit den onkogenen Vi@V (Fabrizi 1994), HPV



(Beutner 1997) und EBV (Yamamoto 1995), sowie einleioggewicht zwischen einer
vermehrten Bildung von Sauerstoffradikalen (Rosel885; Tepel 2000) und einem
gleichzeitig reduzierten Antioxidantienspiegel (#sar 1994; Bonomini 1995;
Yoshimura 1996). Im Zusammenhang mit dem MangeAatioxidantien ist auch der
diatetisch bedingt geringe Verzehr von kaliumrerchatchten und Gemise, welche
vermutlich krebspraventiv wirken (Block 1992), enmé&hswert. Des Weiteren scheinen
die Einnahme von Immunsuppressiva (Penn 1972) uackfika (Grossman 2001), der
bei vielen Dialysepatienten bestehende sekundapetdgrathyreoidismus verbunden
mit einem gleichzeitigen Mangel an 1,25-Dihydroxye&ctalciferol (Kopple 1988)
sowie eine Akkumulation von Karzinogenen (Manabed2)9urséachlich an der
Karzinomentstehung beteiligt zu sein.

Bei Karzinogeneseuntersuchungen gilt ein besondeugenmerk Genomschaden, da
Genmutationen ein wichtiger Mechanismus in der Kamentstehung sind.
Tatséchlich treten sowohl bei Pradialyse-, als abeh Dialysepatienten gehauft
Genomschaden auf, welche unter anderem durch erhdirokernzahlen (Stopper
1999) und vermehrte DNA-Einzelstrangbriiche (Stop@f0la) in peripheren
Lymphozyten belegt sind. Zur DNA-Schéadigung trageich in vitro-Untersuchungen
auch die sogenannten ,advanced glycation end ptsd(8GEs) bei (Stopper 2003),
welche bei Niereninsuffizienz in Blut und Gewebe éérth sind (Heidland 2001).
Korrelierend zu den DNA-Schaden ist bei chronisddereninsuffizienz ebenfalls der
Mechanismus der DNA-Reparatur gestort (Malachi 198@)cher durch die Einleitung
einer Dialysebehandlung nur initial verbessert wardann (Vamvakas 1996). Eine
mogliche Ursache flr die Beeintrachtigung des Repargchanismus stellt die DNA-
Hypomethylierung dar (Ingrosso 2003), welche inaétnsienhang mit einer vermehrten
intrazellularen Anreicherung von S-Adenosylhomoelystbei Dialysepatienten steht
(Perna 1995).

Eine mogliche Konsequenz der gewonnenen Daten Hieste einer jahrlichen
Screening-Untersuchung fir die besonders gefahr@etgpe der Dialysepatienten
jungen und mittleren Alters (Maisonneuve 1999). Algr Suche nach praventiven
Maflinahmen sind unter anderem die tagliche Dialysggeédaki 2005) sowie die Gabe
von Vitaminen und Angiotensin 2-Rezeptorblockerrof®er 2005) mogliche Ansétze.

Die Wirksamkeit der Gabe von Folsdure und Vitami2 Bhtersuchte diese Studie.



1.2 Folsaure

Der Name Folsaure leitet sich von lateinisch foliwas Blatt, ab, da Folsaure 1941
erstmals aus vier Tonnen getrockneter Spinatblétdiert wurde (Mitchell 1988). In
den darauf folgenden Jahren kam es rasch zur Aufidgvon Struktur und Bedeutung
der Folsaure beim Cl-Transfer (Welch 1952), allaysligeriet danach die Folséure
auch wieder relativ schnell in Vergessenheit.

Folsaure, die, wie in Abbildung 1 gezeigt, aus mir2 Amino-4-Oxopteridin-Rest, der
4-Aminobenzoeséure und einem Glutaminsaure-Resthiestt kennzeichnend fir die

Gruppe der sogenannten Folate.
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Abb. 1: Struktur der Folsaure (Kick, 2004)

Folate sind in pflanzlichen und tierischen Prodok®rkommende Folsaurederivate,
die im Gegensatz zum nur synthetisch herstellbitenoglutamat Folsdure bis zu acht
Glutamylreste gebunden haben. Die biologisch aktwen der Folsaure ist die 5,6,7,8-
Tetrahydrofolsaure, welche in einer zweistufige®INPH-abhangigen Reaktion ent-
steht (Loffler 2003b).

Folatreiche Lebensmittel sind bestimmte Gemiseamga Spinat, Salat, Weil3kohl
oder Tomaten, weiterhin Hilsenfriichte, Vollkornprkt, Leber, Hihnereier sowie
Weichkasesorten und Milchprodukte (Mduller 1995). bsie dem Folatgehalt der
Lebensmittel ist auch die Bioverflugbarkeit fur digldversorgung von Bedeutung. Da
die natdrlich vorkommenden Folate fast ausschb&filals Pteroyl-Polyglutamate
vorliegen, die Resorption im Dinndarm aber nur imigon Pteroyl-Monoglutamaten
erfolgt, missen Konjugaseny-Glutamat-Carboxypeptidasen) im Darmlumen die
Polyglutamate in Monoglutamate wandeln (Babior 20038p betragt die Bio-

verfligbarkeit der Folate nur etwa 50-70 % wahreedder synthetisch hergestellten



Folsdure, welche Nahrungsmitteln beigefiigt werdemnk oder in Tablettenform
erhaltlich ist, von einer nahezu vollstdndigen Brbiygbarkeit ausgegangen wird
(Deutsche Gesellschaft fur Erndhrung 2000b).

Wahrend des Absorptionsvorgangs wird Folsaure Ubkgemd zu 5-Methyl-
Tetrahydrofolat metabolisiert und als solches gedleanan Plasmaproteine zur Leber
transportiert, wo es mit Hilfe von Homocystein uddm Coenzym Vitamin B12
demethyliert und in Polyglutamatform gespeicherrdw{Babior 2003). Alternativ
kbnnen an die Stickstoffatome N5 und/oder N10 (¥dib. 1) 1-Kohlenstoffreste in
Form von Methyl-, Formyl-, Formiat- oder HydroxyrhgkResten, gebunden werden,
welche fur verschiedene Biosynthesen wichtig sine.li8fern die Kohlenstoff-Atome
2 und 8 des Purinkerns, den Kohlenstoff fur die Wkgfruppe von Thymin und
Hydroxymethylcytosin, dei-Kohlenstoff des Serins bei der Umwandlung von @lyc
in Serin und den Kohlenstoff fir die Methylierungrv Homocystein zu Methionin
(Loffler 2003b). Dieser letztgenannte Prozess isiventivmedizinisch von groRRer
Bedeutung.

Da Gewebe mit einer hohen Teilungsrate besondark siuf Storungen der DNA-
Synthese reagieren, aul3ert sich Folsduremangebiem in einer megaloblastaren
Anamie, in deren Folge Patienten unter allgemeirg&chwéche, Schwindel,
Benommenheit, Angina pectoris sowie Symptomen derzinguffizienz leiden.
AuRRerdem flhrt die gestorte Teilung der epithetiakellen des Gastrointestinaltrakts
zu Diarrhéen, Cheilosis und Glossitis (Babior 200Bplsduremangel spielt heute
allerdings nicht mehr nur wegen der zuvor besckneb, in der Medizin schon lange
bekannten Krankheitsbilder eine Rolle, sondern autgrund der in den letzten Jahren
zunehmend belegten, vielseitig praventiven Wirkumder Folsaure.

Besonders wichtig ist eine ausreichende Folat-/Eoésé@&rsorgung hierbei in der
Frihschwangerschaft, da dadurch das Risiko fur Hebuiilgen des Neuralrohrs (Spina
bifida, Anenzephalie, Enzephalozele) um etwa 70%7%eduziert werden kann
(Koletzko 2004). Einige Untersuchungen weisen danay dass moglicherweise auch
das Risiko fur Lippen-Kiefer-Gaumenspalten gesenkrden kann (Shaw 1995),
ebenfalls scheint eine Abnahme kongenitaler kaefikularer Fehlbildungen mdglich
(Czeizel 2004). Weitere Studien beschreiben einek&istduktion flir angeborene

Harnwegsfehlbildungen (Li 1995), fir eine spater&r&nkung des Kindes an akuter



lymphoblastischer Leukamie (Thompson 2001) sowredfis Auftreten von Trisomie
21 (Shaw 1995); letzteres Ergebnis ist allerdingsgem zu kleiner Fallzahlen nicht
signifikant. Daneben scheint eine ausreichende dBodversorgung auch fur die
Verringerung des Arterioskleroserisikos wichtig zain, wobei der entscheidende
Mechanismus hierbei wohl in der Senkung des Hontemyspiegels liegt (Wald 2002).
Zwischen der zweithdufigsten Todesursache in Dhlasd, den malignen
Erkrankungen, und der Folsdure-/Folataufnahme zdigt Auswertung epidemiolo-
gischer Studien einen inversen Zusammenhang (Ho&th@®001). Eine mogliche
Erklarung fur diese Beobachtung liegt in der Bedegituan Folsaure fur die DNA-
Methylierung und die DNA-Strangstabilitat (Choi 2002Weiterhin steht eine
unzureichende Folatversorgung wohl auch im Zusarhamgn mit kognitiver
Beeintrachtigung im Alter und depressiven StérungBei der Pathogenese der
Altersdemenz scheint ein erhdhter Homocysteinspiege Rolle zu spielen (Seshadri
2002), wahrend an der Pathogenese melancholisckpreBsionen mdglicherweise
Stérungen im Einkohlenstoffwechsel beteiligt siddbert 1997).

Die Vielzahl protektiver Effekte verdeutlicht dieolvendigkeit einer ausreichenden
Folatversorgung. Gesunden Erwachsenen wird vonDirrtschen Gesellschaft fur
Erndhrung (DGE) und den verantwortlichen Institadio in der Schweiz und Osterreich
empfohlen, taglich mit der Nahrung 4Q@ Folat aufzunehmen. Frauen, die schwanger
werden wollen oder kbnnten, sollten taglich zus&tzB0O0 pg synthetische Folsaure
einnehmen und zwar mindestens im Zeitintervall Vvidlochen vor Eintritt der
Schwangerschaft bis zum Ende des ersten TrimenDesitfche Gesellschaft fir
Ernahrung 2000b). Als Risikofaktoren fiir einen Fofe@nangel gelten unzureichende
Aufnahme durch unausgewogene Diat (haufig bei Adk&Rrn), erhohter Bedarf
(Schwangerschaft, maligne Erkrankungen, gesteigdf@matopoese, chronisch
exfoliative Hauterkrankungen, Hamodialyse), Malapton (Sprue, Medikamente wie
Phenytoin und Barbiturate) und Stérung des Metatmoiss (medikamentése Hemmer
der Dihydrofolatreduktase, Alkohol, seltene Enzyfelte) (Babior 2003). Tatsachlich
sind aber nicht nur entsprechende Risikogruppert @ighreichend mit Folat versorgt,
sondern die Mehrheit der deutschen Bevdlkerung. rdmtbungen des
Ernahrungsverhaltens ergaben, dass 91 % der Fragki85 % der Manner weniger

Folsaure als empfohlen aufnehmen. Die mittlere idhgl Folatzufuhr liegt laut



Ernahrungsbericht 2000 fir Frauen bei 2dg und fur Manner bei 23mg und
entspricht damit 55 % beziehungsweise 61 % der emhgaien Zufuhr (Deutsche
Gesellschaft fur Erndhrung 2000a). Nur 23 % deuémnaim gebarfahigen Alter sind
Uber die positiven Effekte von Folsaure in der Sahgerschaft informiert und nur 13 %
sind optimal mit Folat versorgt (Thamm 1999).

Aufgrund dieser Missstande und der Beobachtung, aéss durch Empfehlungen die
Neuerkrankungsrate an Neuralrohrdefekten nichtessért werden kann (Botto 2005),
fordern unter anderem die Erndhrungskommission Dieatschen Gesellschaft fur
Kinderheilkunde und Jugendmedizin (DGKJ) und deméeliskreis Folsdure und
Gesundheit (AKFG) eine gezielte Anreicherung bestien Grundnahrungsmittel mit
Folsaure. In den USA und Kanada ist die Anreichgruon Mehl und Cerealien seit
1998 Praxis. Dies fuhrte zu einem Ruckgang der Nieimalefekte um 19-31 % in den
USA (Williams 2002) und um 54 % in Kanada (Pers&®2), zu erhthten Folat-
spiegeln, erniedrigten Homocyteinspiegeln (Jacql@39) und einem Rickgang der
kardiovaskularen Mortalitat (Tice 2001). In der &pgischen Union besteht im Bezug
auf die Supplementierung eine gewisse Zurlckhalaungder Sorge heraus, dass das
.lolerable upper intake level“ (UL) von 1 mg/d aynthetischer Folséaure tberschritten
werden konnte. Bei héheren Dosen kann nicht auslpsseim werden, dass ein Vitamin
B12-Mangel maskiert wird und neurologische Folgedehaauftreten. Nach einer
Simulationsrechnung des Robert-Koch-Instituts im tfagf des Bundesinstituts fur
Risikobewertung muss bei einer Folsaureanreichexamg Mehl nur bei einem sehr
geringen Bevdlkerungsanteil mit einer Uberschrgtutes UL gerechnet werden
(Robert-Koch-Institut 2004). Dieses Risiko besteht \alem durch weitere mit
Folsaure angereicherte Lebensmittel, wie bestimmiéilchprodukte oder
Erfrischungsgetréanke. Das Robert-Koch-Institut estgfi deshalb eine Beschrankung
der Folsaureanreicherung dieser Produkte und dchldig/ermeidung eines maskierten

Vitamin B12-Mangels eine simultane Anreicherung Yiiamin B12 vor.

1.3 Vitamin B12

Vitamin B12, auch als Cobalamin oder extrinsic facb@mzeichnet (Pfreundschuh

2000a), ist — wie in Abbildung 2 ersichtlich — elkk@mplexe Organometallverbindung,



in der ein Cobaltatom in einem Corrinring positiohist. An der freien axialen Position
des Cobaltkomplexes konnen verschiedene Liganderungden werden. In der
biologisch aktiven Form ist Cobalt mit einer Methyigpe oder 5'-
Desoxyadenosylgruppe substituiert; bei der chemisgmthetisierten und zur
Substitution verwendeten Form ist der Ligand einar@gruppe (X = -CN) (Loffler
2003b). Im Gewebe muss Cyanocobalamin in eine dalodisch aktiven Formen

umgewandelt werden (Babior 2003).
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Abb. 2: Struktur von Cobalamin (Gasteiger 2003a)

Das Vitamin &hnelt in seiner Struktur zwar dem MRgrpringsystem des Ham-
molekils, kann im Gegensatz zu diesem aber vom chidsen Organismus nicht
synthetisiert werden und muss mit der Nahrung awdgenen werden. Die einzige
Quelle fur Cobalamin sind tierische Nahrungsmittéd Wleisch- und Milchprodukte

(Babior 2003). Im Magen wird Cobalamin freigesetztd ubildet eine stabile

Verbindung mit dem gastralen R-Protein. Dieser Kexpvird im Duodenum zersetzt
und das freigesetzte Cobalamin nun an den IntriRaater gebunden, welcher
Cobalamin vor Proteolyse schitzt (Thomas 1998)inkitr-Factor ist ein Glycoprotein,

das von den Belegzellen des Magens gebildet wiréfl@c2003b). Im distalen Jejunum
wird der Intrinsic-Factor-Cobalamin-Komplex mitteRezeptoren in Mukosazellen
aufgenommen, wo der Intrinsic-Factor dann zerstiwd Cobalamin auf ein anderes
Transportprotein, Transcobalamin, Ubertragen wiBkbunden an Transcobalamin

gelangt Cobalamin zu seinem Hauptspeicherorgan,Ldber, in das Knochenmark



sowie zu anderen schnell proliferierenden ZellemnThal 2003). In diesen ist es
essentieller Cofaktor fur die Enzyme Methioninsyke und Methylmalonyl-CoA-

Synthetase.

Methylcobalamin katalysiert — wie in Abbildung 3rdestellt — die Umwandlung von

Homocystein in Methionin. Bei einem Cobalamin-Mankemnmt es folglich zu einem

Anstieg des Plasmahomocysteinspiegels und durclstdieing des Folatmetabolismus
zu einer defizienten DNA-Synthese (Babior 2003).

CH4
THF :)C DC Homocystein
H,C—THF Methionin
N
Abb. 3: Methylcobalamin katalysiert die Reaktiaom Methyltetrahydrofolat und
Homocystein zu Tetrahydrofolat und Metin (Gasteiger 2003b)

Die zweite biologisch aktive Form von Vitamin B12;Dg&soxyadenosylcobalamin,
dient der intramolekularen Umwandlung von Methylomgd-CoA zu Succinyl-CoA
(Kreutzig 1997). Bei einem Cobalaminmangel kommtweginem erheblichen Anstieg
von Methylmanolyl-CoA und seinem Vorlaufer Propici@oA, welcher zur Synthese
unphysiologischer Fettsauren mit einer ungeraderalAnvon Kohlenstoffatomen flhrt
(Babior 2003).

Der Einbau dieser Fette in neuronale Lipide sowsewtrminderte Umwandlung von
Homocystein zu Methionin, welches fur die Synthesmlinhaltiger Phospholipide
bendtigt wird, kdnnten die neurologischen Komplidaén des Vitamin B12-Mangels
zumindest teilweise erklaren (Babior 2003). Klinigolanifestiert sich die sogenannte
funikulare Myelose durch Lagesinn- und Vibrationpéimdungsstorungen,
Gangunsicherheit, Parasthesien und Paresen. Digapt@ne bilden sich bei einer
verspatet eingeleiteten Cobalamin-Substitution lgaafcht mehr zurick (Kunz-Thal
2003). Die durch Cobalamin-Mangel verursachten hdélogischen und
gastrointestinalen Stérungen gleichen denen bsékoémangel.



Ursachen fir einen Vitamin B12-Mangel sind inadaguatfnahme (strenger Vege-
tarismus), erhohter Verbrauch (SchwangerschafthbBendwurm, Syndrom der blinden
Schlinge), Intrinsic-Factor-Mangel (perniziose Anéntotale Gastrektomie, Gastritis,
hereditarer Intrinsic-Factor-Mangel) und Dunndakrenkungen (lleumresektion oder
—bypass, Sprue, M. Crohn) (Pfreundschuh 2000b).

Ein klinisch manifester Vitamin B12-Mangel ist in @echland — abgesehen von
Patienten mit oben genannten Risikofaktoren — sefienGrund hierfir sind die relativ
grol3en Speichermengen von 2 mg in der Leber und thiweiteren Geweben, so dass
selbst beim volligen Sistieren der Cobalaminzufulanigelerscheinungen bei gesunden
Erwachsenen in der Regel erst nach Jahren auft(@eamas 1998). Aul3erdem liegt
nach dem Erndhrungsbericht 2000 der Deutschen I€dsaft fur Erndhrung die
tagliche Cobalaminaufnahme in jeder Bevdlkerungsgeupiperhalb der empfohlenen
taglichen Vitamin B12-Zufuhr von 3ig. Da die Bioverfligbarkeit mit steigender
Einzeldosis sinkt, ist dies unbedenklich (Alpert919 Deutsche Gesellschaft fir
Ernahrung 2000b). Trotz ausreichender Aufnahme leanibei der Gruppe der tGber 70-
Jahrigen zu einer Minderversorgung kommen, da ddrehn dieser Altersgruppe bei
etwa einem Dirittel vorliegende zu geringe Salzddildeng im Magen die Nahrung
nicht mehr richtig aufgeschlossen werden kann. @iisk wird bei chronischer
Gastritis, welche haufig Ursache einer zu gerin§atzsaureproduktion ist, intrinsic

factor vermindert gebildet (Carmel 1997).

1.4 Homocystein

Die nicht proteinogene Schwefelsaure Homocystetneia Intermedidrprodukt im
Stoffwechsel der essentiellen Aminosaure Methioniktiviertes S-Adenosyl-
Methionin ist der wichtigste Methylgruppendonatair fzahlreiche Methylgruppen-
akzeptoren (DNA, Proteine, Neurotransmitter, HormorPhospholipide, Kreatin)
(Chiang 1996). Bei der Demethylierung entsteht S-AdghHomocystein, woraus
durch hydrolytische Spaltung Homocystein freigesetizd (Loffler 2003a). Bei einer
Akkumulation von Homocystein verlangsamt sich digdidlyse und es kommt zu
einem Anstieg von S-Adenosyl-Homocystein, welchéeriden Mechanismus der

Produkthemmung eine Inhibition der Transmethyligrubewirkt (Perna 1999).



Homocystein kann entweder durch Remethylierung zthidein regeneriert oder durch
Transsulfurierung abgebaut werden. Die Remethylgeran Methionin ist Gber den
Betainweg und den Tetrahydrofolsaurestoffwechsel lictiig Der Betainweg wird
vornehmlich in der Leber bestritten und ist vonemgéordneter Bedeutung, wéhrend in
den meisten anderen Geweben die Remethylierung éidgkeit von Vitamin B12
Uber den Tetrahydrofolsdurestoffwechsel erfolgtr Bbbau zu Cystein geschieht in
einer zweistufigen Reaktion, die Vitamin B6-abhangg (Hertfelder 2004). Einen
Uberblick Giber den Homocysteinstoffwechsel gibt i#dilmg 4.
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Abb. 4. Stoffwechsel von Homocystein (Stanger 2003)

Da Homocystein zytotoxisch ist, wird seine intr&dére Konzentration niedrig
gehalten. Dies erfolgt Gber den Homocysteinstoffvget, sowie Uber einen Homo-
cysteinexportmechanismus in das Plasma. Plasma-ei@ten wird Gberwiegend in

der Niere remethyliert und nur zum kleinen Teilakausgeschieden (Herrmann 2002).
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Nach Definition der American Heart Association legieine Hyperhomocysteinamie
bei Werten gréRer 1pmol/L (Malinow 1999). Die haufigste Ursache fur@imoderate
Hyperhomocysteinamie ist ein Mangel der Vitaminés&ore, Vitamin B6 und Vitamin
B12 (Stanger 2003). Bei einer hochgradigen Hyperhgstemamie (> 10@mol/L)
liegen in der Regel homozygote Enzymdefekte des iwl@tinHomocystein-
Stoffwechsels auf der Basis von familiar auftreten@endefekten zugrunde, haufigste
Ursache ist hierbei ein Defekt der Cystathion-R-Bgsé¢. Im Gegensatz zu diesen sehr
seltenen Stoérungen sind 5-15 % der Bevolkerung itieMuropa und Nordamerika
homozygote Trager einer Mutation des Enzyms 5,1thientetrahydrofolat-
Reduktase, welche zu Thermolabilitit und verringeEmzymaktivitat fuhrt. Bei
gleichzeitigem Folsauremangel kommt es zur moderdigerhomocysteindmie (Perna
1999). Mit Uber 80% findet sich eine besonders eholravalenz flr
Hyperhomocysteindmie bei Dialysepatienten (Moustaph999). Neben einem
Vitaminmangel und einer verminderten renalen Ausglting scheint hierfir
insbesondere die gestorte renale Remethylierungntyeoalich zu sein (Friedman
2001).

Ein Zusammenhang zwischen Arteriosklerose, welchevaskularen Erkrankungen
fuhrt, und einem erhéhtem Plasma-Homocystein-Spiegerde bereits 1969
vorgeschlagen (McCully 1969). Seit mehr als einenmrzihnt ist eine milde
Hyperhomocysteinamie als ein Risikofaktor fir zeoebrund kardiovaskulare
Erkrankungen (Moller 2000; Bautista 2002) sowie wndhrombosen (Cattaneo 1996)
anerkannt. Meta-Analysen zufolge ist eine Hyperhoyeteindmie fur 10 % des
Gesamtrisikos fur atherothrombotische GefaRerknagé&n verantwortlich (Wald
2002). Als atherogene Mechanismen von Homocysteand@n am haufigsten eine
Verdickung der Gefal3intima, ein erhohter Plattclhemover, eine gesteigerte
Plattchenaktivierung mit vermehrter Thromboxankgsee, endotheliale Dysfunktion,
aktivierte Leukozyten, verstarkte Oxidation von LAurch erhdhten oxidativen Stress,
verstarkte Schaumzellenbildung durch Lipidablaggrun der GefalBwand sowie eine
vermehrte Proliferation glatter Muskelzellen dis&rit (Herrmann 2002). Daneben
scheint Homocystein auch ein Risikofaktor fir Demand Alzheimer-Erkrankung zu
sein (Seshadri 2002).
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Die Verabreichung von B-Vitaminen gilt als erfolgpgie um Plasma-Homocystein-
spiegel zu senken. So zeigt eine Meta-Analyse dgglihisse von zwolf randomisierten
kontrollierten Studien, dass die tagliche Gabe Odnbis 5 mg Folsaure eine mittlere
Reduktion des Homocysteinspiegels um 25 % bewitkbWering blood homocysteine
with folic acid based supplements” 1998). Der Bffisk umso ausgepragter, je hoher
der Homocystein-Ausgangswert gewesen ist. In degeerteten Studien hat die Gabe
von Vitamin B6 keinen Einfluss auf die Hohe des Hopsteinspiegels. Ahnliche
Ergebnisse sind auch fir Dialysepatienten besatmi¢lblenon 2005).

In einer Therapiestudie wurde die Entwicklung vonrd@laplaques vor und nach
Supplementierung von Folsaure, Vitamin B6 und VimnB12 beobachtet: Die
Vitamingabe fuhrte nicht nur zu einem Stopp degBéentwicklung, sondern sogar zu
einer signifikanten Abnahme der Plaqueflache (Beterl998). Die Hoffnung, einen
direkten Zusammenhang zwischen Vitamingabe und Riesuk vaskularer
Erkrankungen durch grof3e prospektive randomisiStiedien zu beweisen, scheint
allerdings im Moment zerschlagen. Denn in den Digher vorgestellten Studien VISP
(Toole 2004), NORVIT (Bonaa 2006) und HOPE-2 (Lon®&0Qist es trotz erfolg-
reicher Senkung des Homocysteinspiegels nicht mardReduktion kardiovaskularer
Ereignisse gekommen. Lediglich bei den Schlagfakennte in der HOPE-2-Studie
eine signifikante Abnahme durch Senkung des Homemspiegels beobachtet
werden. Auch die kognitive Leistungsfahigkeit kanndurch eine Reduktion der
Plasma-Homocysteinwerte mittels Vitamingabe nichdsifiv beeinflusst werden
(McMahon 2006). Auch wenn einige Experten methddiscnd inhaltliche Fehler
bemangeln, ist bis zum Erscheinen anderer Studéord auszugehen, dass durch

Homocystein-Senkung das kardiovaskulare Risiko niehtingert werden kann.
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1.5 Fragestellung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, die Auswirkungen einebStitution mit Folsaure und Vitamin
B12 auf den Genomschaden von Hamodialysepatienterfassen.

Dialysepatienten unterliegen einem erhdhten Krelk&rj vermehrte Genomschaden
sind nachgewiesen (Stopper 1999). Des Weiteren—idbei einer ohnehin weit
verbreiteten Folsdureminderversorgung in Deutschfaiamodialyse ein Risikofaktor
fur einen Folsduremangel (Deutsche GesellschafEfiiahrung 2000a; Babior 2003).
In vitro ist es mdglich, die Genomschadigung inigiegren Lymphozyten durch
Folsaure zu reduzieren (Wang 2003). Vitamin B12 tfitnivivo zu einer verringerten
Empfindlichkeit gegeniiber genotoxischen Agentierkgk 2006).

Die Entwickung der DNA-Schéden wurde in periphdrgmphozyten der Patienten mit
Hilfe der Mikrokernmethode untersucht. Prospekepgédemiologische Studien zeigten
fur mittelgradig bis stark erhohte Mikrokernfreqaen eine signifikant erhohte
Krebsinzidenz, insbesondere fir die bei Dialysepatin gehduft vorkommenden
Karzinome des Urogenitaltrakts (Bonassi 2006). Rdralturden die Spiegel von
Homocystein, dessen dosisabhéngige genomschadigémdkeing in vitro nachge-
wiesen ist, bestimn{Fink 2007).

Sollte die Vitamingabe zu einer Reduktion des Gemtiadens flihren, ware dies eine
auf breiter Basis umsetzbare Interventionsmaoglichker Senkung des Krebsrisikos

von Dialysepatienten.
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2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Arbeitsgrate

Die Chemikalien wurden von den Firmen Gibco (MarglanUSA), SERVA
(Heidelberg) und Sigma Chemical Co. (Taufkirchen)ogen, Lieferant der Puffersalze
war Merck (Darmstadt).

Allgemeine Verbrauchsmaterialien wurden von demmiirHartenstein (Wurzburg),
Verbrauchsmaterialien fur die Zellkultur von derrf@ Greiner (Nurtingen) erworben.

Die Lithium Heparin Monovetten stammten von Sars(sldimbrecht-Rommelsdorf).

Puffer und Losungen wurden autoklaviert oder diitter steril filtriert. Wasser wurde

aus der hauseigenen Reinstwasser-Anlage entnommilipghsystem).

Die verwendeten Arbeitsgerate sind nachfolgend Iphabetischer Reihenfolge

aufgefuhrt:
Autoklav Melag Typ 28, Melag, Deutschland
Brutschrank Typ B 5060 EK-CO2, Heraeus, Deutschland
Coulter Counter Z1, Coulter Electronics, UK
Fluoreszenzmikroskop Nikon, Deutschland
Lichtmikroskop Zeiss, Deutschland
Pipetten Gilson, Frankreich
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Labsystem, Finnland
Sterile Werkbank Gelaire BH 26, Flow Laboratorigsutschland
Sterilisator Heraeus, Deutschland
Wasserbad GFL, Burgwedel, Deutschland
Zentrifuge Labofuge 400e, Heraeus, Deutschland
Zytozentrifuge Cytospin 3, Shandon, UK
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2.2 Medien und Puffer

Die humanen Lymphozyten wurden in RPMI 1640 Mediuigiha Chemical Co.,
Taufkirchen) kultiviert. Hierflr sind 500 ml RPMI Iggende Substanzen, welche bis auf
Penicillin-Streptomycin alle von Sigma Chemical Caufkirchen stammten, zugesetzt
worden :
» 75 ml hitzeinaktiviertes (30 Minuten, 56 °C) Pferelesn
* 5 ml Natriumpyruvat (100 mM)
e 5 ml L-Glutamin (200 mM)
* 2 ml Penicillin-Streptomycin (10.000 IU/ml Peniail] 10.000 1U/ml
Streptomycin; Gibco, Maryland, USA)
* 500ul Tylosin (8 mg/ml)
5 ml MEM (Konzentration: 100 %, non essential amawcals; Gibco, Maryland,
USA)

Das Anfarben der Lymphozytenpraparate zur Mikrokestimmng erfolgte mit
Acridin-Orange.
Acridin-Orange-Ldsung: 450l 1%ige Acridin-Stammldsung (SERVA, Heidelberg) auf
71,5 mir&dsen-Puffer
Sorensen-Puffer: Dinatriumhydrogenphosphatdinydr@4 g pro 492 ml pO,
Kaliumhydrogenphospl#aél g pro 508 ml O,
pH-Wert: 6,8
Der Sorensen-Puffer diente dem Waschen der Prépaath dem Anfarben mit

Acridin-Orange.

2.3 Isolierung peripherer Lymphozyten aus heparinisertem Vollblut

6 ml Vollblut wurden vorsichtig in einem 15 ml Zeifugenréhrchen (Greiner) auf 6 ml
Histopaque 1077 (Sigma Chemical Co., Taufkirchenyesdhichtet. Das anschlieRende
Zentrifugieren (1600 Umdrehungen/Minute, 30 MinytRaumtemperatur) trennte das
Vollblut mittels eines Dichtegradienten in folger8ehichten:

» gelbliches Plasma in der obersten Schicht
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» ein weildlicher, dinner Lymphozytensaum zwischesrRéaund Histopaque

» Histopaque als Trennmaterial

 am Boden das Roéhrchens Zellmaterial, vor allem Eoytjien
Das Plasma wurde mittels einer Pasteur-Pipette nalbgmen und auf zwei
ReaktionsgefalRe verteilt, in welchen es bis zur &Wesrwendung bei —20 °C
tiefgefroren werden konnte. Ebenfalls mit Hilfe einPasteurpipette wurde die
Lymphozytenschicht in ein neues Zentrifugenrohrchramsferiert und nach Zugabe
von 10 ml Lymphozytenmedium wiederum bei 1200 Urhdregen/Minute und
Raumtemperatur fir 10 Minuten zentrifugiert. Der $hend aus Lymphozyten-
medium wurde verworfen und die Lymphozyten wurdennach vorsichtiger
Resuspension des Zellpellets in 10 ml Lymphozytemmned- ein zweites Mal fur 10
Minuten bei 1200 Umdrehungen/Minute zentrifugieAnschlielend wurden die
isolierten Lymphozyten nach erneutem Verwerfen delipellets in 3 ml Lympho-
zytenmedium resuspendiert. Aus 2dGieser Suspension erfolgte im Coulter Counter
die Bestimmung der Zellzahl. Die Lymphozyten, duiigabe von Lymphozyten-
medium auf eine Zellzahl von 1xX@ellen pro Milliliter eingestellt und in eine

Kulturflasche uberfuhrt, standen nun fur den Mileokversuch zur Verfiigung.

2.4 Mikrokerntest

2.4.1 Durchfuhrung und Auswertung des Mikrokerntess

Der cytokinesis-block micronucleus assay (CBMN) wundelieser Studie nach der
Methode von Fenech durchgefiihrt (Fenech 2000). Simulation der Zellteilung

wurden pro Milliliter Lymphozytensuspension 1@ Phytohdmagglutinin zugegeben
und die Lymphozyten anschlieRend bei 37 °C und 5 %-Géhaltim Brutschrank

inkubiert. Nach 42 bis 44 Stunden wurdengdml Cytochalasin B hinzugeflgt, welches
durch Auflésung von Aktinfilamenten nach erfolgiditose die Zellteilung hemmt, so
dass die Zellen im Zweikernstadium verbleiben. Atie€end erfolgte eine weitere
Inkubation der Lymphozyten Uber 24 Stunden. Nadblgreicher Vereinzelung der
Lymphozyten durch mehrmaliges Resuspendieren dewphpzytenlésung wurden pro

Studienteilnehmer mindestens vier Cytospin-Prapamatgefertigt, wobei mittels
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Zytozentrifuge (5 Minuten, 1000 Umdrehungen/Minugeif einen Objekttrager circa
20.000 Zellen aufgetragen wurden. Im Anschlussrdaréolgte sogleich die Fixation
der Praparate in Kivetten mit —20 °C kaltem MethaNaich mindestens einstindiger
Fixierung in Methanol konnten die Praparate in Aeridin-Orange-Farbeldsung drei
Minuten lang gefarbt werden; Uberschissiger Fatfoatorde im Anschluss durch ein
zweimaliges, je funf Minuten dauerndes Bad in S@epsffer entfernt. Zuletzt wurde
auf den mit Puffer benetzten Objekttragern ein @&k (24 mm x 40 mm) platziert.
Unter dem Fluoreszenzmikroskop wurden bei 400fadteggrof3erung pro Patient und
Messzeitpunkt etwa 1000 doppelkernige Lymphozyteh das Vorhandensein von
Mikrokernen untersucht. Hierbei wurde unterschieadnein oder mehrere Mikrokerne
vorlagen. Mikrokerne in Zellen mit mehr als zwei llKernen wurden in der
Auswertung nicht bertcksichtigt. Neben der Zahl digtrokerne wurde die Anzahl an
ein-, doppel- und mehrkernigen Zellen sowie die figfeit von Mitosen und
Apoptosen pro 1000 ausgezahlter Zellen bestimmteilUder Kategorie ,Sonstiges”
wurden die Lymphozyten erfasst, die bei der Hdtstgl der Praparate zerstért worden
waren oder aus anderen Gruinden nicht eindeutig daresieben Kategorien zugeordnet
werden konnten. Wahrend der Auswertung war aufgeines Verschlisselungssystem
nicht bekannt, zu welcher Person oder StudiengrdppdPraparat zuzuordnen war.

2.4.2 Theoretische Grundlagen des Mikrokerntests

In dieser Arbeit wurde der Mikrokerntest verwendetn Genomschéden in sich
teilenden Lymphozyten zu erfassen. Dieser Test wehig aufwandig in der

Durchfiihrung und leicht reproduzierbar (Stopper7)9®ie Methode ist weit verbreitet
und gut erprobt.

Ein Mikrokern ist definiert als abgerundete, DNAtleaitende und von einer Membran
umgebene Struktur, die eine ahnliche Farbintensiiét der Zellkern aufweist. Der

Mikrokern darf nicht mit dem Zellkern in Verbindurgdehen, seine Gréf3e darf ein
Drittel des Zellkerns nicht Uberschreiten. In wdtrakturellen Details entspricht ein
Mikrokern einem typischen Interphasekern, seine g@bpembran gleicht im Aufbau

mit Nukleoporen und Lamina der Struktur der Kernrbean (Schiffmann 1991).
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Mikrokerne entstehen wahrend der Zellteilung dur@lusschluss von ganzen
Chromosomen oder Chromosomfragmenten, wobei diesegavig unabhangig vom
Zeitpunkt der Genomschadigung nur wahrend der Mitostattfindet. Die
zugrundeliegenden Mechanismen sind nur ansatzwgeléart, diskutiert werden
sowohl Stdérungen des Spindelapparats mit nachfdere@hromosomenfehlverteilung
als auch eine Absonderung genetischen Materialshe® durch Mutationen verandert
wurde (Tucker 1986; Schmuck 1988).

Mikrokerne werden vermehrt in prakanzerbésen Lasiogefunden (Benner 1993;
Garewal 1993; Rosin 1993), die Mikrokernfrequenz vamcht behandelten
Krebspatienten ist ebenfalls erhdht (Fenech 1998% Weiteren besteht eine positive
Korrelation zwischen genotoxischen, Mikrokern-indugnden Agentien wie
ionisierender oder ultravioletter Strahlung und Kenogenitat (Chang 1997; Bettega
2003). AulRerdem ist eine inverse Korrelation zwestiMikrokernfrequenz und dem
Blutspiegel beziehungsweise der Nahrungsaufnahme Rolsaure, Calcium und
Vitamin E, welche mit einem reduzierten Krebsrisikssoziiert werden, bekannt
(Fenech 2005). Diese Hinweise auf einen Zusammenparschen Mikrokernfrequenz
und Krebsentstehung sind kirzlich durch eine grpRespektive epidemiologische
Studie verstarkt worden: bei mittelgradig bis stathohten Mikrokernfrequenzen
besteht ein signifikant erhéhtes Risiko fir einetey Krebserkrankung. Hierbei ist
besonders das Risiko fur Karzinome des Urogenikaftraind im Speziellen fir
Karzinome von Blase und Niere erhdht (Bonassi 20D&.Inzidenz von Karzinomen
dieser beiden Organe ist bei Dialysepatienten detitlich gesteigert.

Es ist allerdings noch unklar, ob Mikrokerne eihi&t in der Kanzerogenese oder nur
ein Marker hierfur sind. Die Bildung von Mikrokern&ann, da Teile des genetischen
Materials in der nachsten Mitose nicht mehr reptiziwerden, als Teilschritt zur
Entwicklung einer Aneuploidie verstanden werdenlcive wiederum in der Karzinom-
entstehung involviert ist. Nach der Theorie von \Hoff konnten Mikrokerne aber
sogar der Elimination genetischer Schaden dienehsamit eine mogliche maligne
Entartung verhindern (Von Hoff 1992). Die Rolle diéikrokerne in der Karzinogenese
ist auch deshalb nur zum Teil verstanden, weil imneeh nicht bekannt ist, was mit

Mikrokernen im weiteren Verlauf des Zellzyklus dgeistit. Sowohl ein enzymatischer
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Abbau (Obe 1982) als auch eine Reintegration in deltkern (Gustavino 1994)

werden diskutiert.

2.5 Bestimmung der Homocysteinwerte

Die Plasma-Homocysteinspiegel wurden bei Frau Dlesgandra Pernan der

Forschungsabteilung fir Nephrologie der Univet$it@&apel, Italienbestimmt.

2.6 Probandenkollektiv

Alle teilnehmenden Patienten wurden vor Beginn dedi® ausfuhrlich mindlich und
durch ein Patienteninformationsschreiben aufgeklértd gaben schriftlich ihr

Einverstandnis fur die Teilnahme an der Studie.sBiear von der Ethikkommission
der Medizinischen Fakultat Wirzburg am 09.05.208%eimigt worden.

28 Patienten des Kuratoriums fir Heimdialyse in ¥iirg nahmen an der Studie teil.
Es wurden nur stabile Langzeitdialysepatienten ewéglt, Ausschlusskriterien waren
floride Infekte, Herzinsuffizienz und Karzinome. ¢fa Bestimmung des Ausgangs-
wertes der Mikrokernfrequenz wurden die PatienieereSubstitutionsgruppe, welche
durch die Verabreichung von Folsaure oder Fols&ur€itamin B12 noch weiter

unterteilt war, und einer Kontrollgruppe zugewiesetierfir wurden Paare von
Patienten gebildet, die sich in ihrer Mikrokernamzaglichen. Die Einteilung in

Kontroll- oder Substitutionsgruppe erfolgte danrchhalem Zufallsprinzip. Ob die
Patienten nur Folsaure oder zusatzlich Vitamin BlRietten, wurde durch den
Wochentag ihrer Dialyse festgelegt.

Von den 28 teilnehmenden Patienten beendeten 26 Shedie. Aus der

Substitutionsgruppe Folsaure + Vitamin Bl2musstee diatientin wegen haufiger
stationarer Krankenhausaufenthalte und den damitbunelenen Substitutions-
unregelmafigkeiten von der Studie ausgeschlossetlewesie wird in den folgenden
Beschreibungen und Auswertungen nicht mehr berlckgic Eine weitere Patientin
der Substitutionsgruppe Folsdure + Vitamin B12 eebskurz vor Studienende. Nach
Auskunft der behandelnden Arzte steht der Tod (Mydinfarkt) wahrend der
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Interventionsperiode in keinem Zusammenhang mit d#amin-Substitution. Bei
keinem Patienten wurden im Studienverlauf Nebenwigen beobachtet.

Alle Probanden wurden dreimal wochentlich mit Polfgnmembrandialysatoren
hamodialysiert. Das durchschnittliche Alter betig Beginn der Studie 64,6 £ 12,7
Jahre (Folsaure: 64,4 = 10,9; Folsaure + Vitamin:BB2 + 16,4; Kontrolle: 60,3 +
8,6 Jahre), die jingste Person war 29, die al&stéahre alt. 8 Frauen und 19 Manner
nahmen an der Studie teil, sie wurden durchscluhitdeit 8,2 + 5,5 Jahren dialysiert
(Folséaure: 9,0 £ 7,5; Folsaure + Vitamin B12: 6,8,%; Kontrolle: 9,1 + 5,5 Jahre). Bei
22 Patienten war eine Hypertonie diagnostiziertPa8enten litten an einer chronischen
Herzerkrankung, bei 11 war eine Hyperlipidamie lbekkaund 9 waren an Diabetes
mellitus Typ 2 erkrankt.

Die Anzahl der Patienten, das Geschlechterverisaltdas Alter bei Dialysebeginn und
die durchschnittliche Dauer der Dialysebehandlunggmteilt nach Studiengruppen gibt
Tabelle 1 wieder.

Tabelle 1: Charakteristika der drei Studiengruppen

Charakteristika Folsaure Folsaure + Kontrollgruppe
Vitamin B12

Zahl der Patienten 9 10 8

Weiblich/ménnlich | 1/8 3/7 4/4

Alter (in Jahren) 64,4 +10,9 68,2+ 16,4 60,3 & 8,

Dialyse (in Jahren)| 9,0+7,5 6,6+29 9,1+55

Beziglich Alter und Dialysedauer gab es keine sikgiften Unterschiede zwischen
den drei Studiengruppen.

Die Tabellen 24 beschreiben das Patientenkolledeivdrei Studiengruppen bezlglich
der Parameter Geschlecht, Alter, Grund und Dauar Drmlysetherapie sowie
Erkrankung an Diabetes mellitus.

Tabelle 2: Beschreibung der Substitutionsgruppedtioés

Geschlecht| Alter | Priméare Dialyse (in| Diabetes
Nierenerkrankung Jahren) mellitus

M 49 Glomerulonephritis 4 nein

M 62 Diabetische Nephropathig 5 ja

wW 67 Diabetische Nephropathig 1 ja

M 65 Interstitielle Nephropathie| 18 nein
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M 73 Diabetische Nephropathig 1 ja
M 51 Glomerulonephritis 5 nein
M 67 Andere 15 nein
M 60 Interstitielle Nephropathie| 11 nein
M 85 Interstitielle Nephropathie| 21 nein

Tabelle 3: Beschreibung der Substitutionsgruppedeoésund Vitamin B12

Geschlecht| Alter | Primare Dialyse (in| Diabetes
Nierenerkrankung Jahren) mellitus
M 68 Glomerulonephritis 5 nein
M 79 Nephrosklerose 7 nein
M 59 Glomerulonephritis 10 nein
M 65 Glomerulonephritis 8 nein
M 29 Glomerulonephritis 7 nein
W 61 Chron. Pyelonephritis 12 nein
M 82 Nephrosklerose 5 nein
M 81 Diabetische Nephropathig 5 ja
w 73 Diabetische Nephropathie 5 ja
W 82 Diabetische Nephropathie 2 ja
Tabelle 4: Beschreibung der Kontrollgruppe
Geschlecht| Alter | Priméare Dialyse (in| Diabetes
Nierenerkrankung Jahren) mellitus
M 69 Glomerulonephritis 4 nein
M 54 Glomerulonephritis 10 nein
W 57 Schrumpfniere 20 ja
M 54 Glomerulonephritis 12 nein
wW 53 Polyzystische Niere 4 nein
M 53 Glomerulonephritis 5 ja
w 74 Chron. Pyelonephritis 12 nein
W 68 Diabetische Nephropathig 6 ja

Tabelle 5 stellt, unterschieden nach Studiengruppen und Haufigkeit der arztlich

verordneten Medikation dar.

Tabelle 5: Medikation der Patienten, unterschieurh Studiengruppen

Medikament Folsaure Folsaure + Kontrollgruppe
(n=9) Vit. B12 (n = 10) (n=8)

ACE-Hemmer 2 2 1

AT 1-Antagonist 0 1 1

3-Blocker 7 3 4

Calciumantagonist | 1 5 2

Diuretikum 3 5 2
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Statin 5 3 2
Erythropoetin 8 10 8
Multivitamine 5 4 8

Zusatzlich wurde einer Kontrollgruppe nicht-dialyehtiger Probanden im gleichen
Zeitraum zu zwei Zeitpunkten Blut abgenommen. Tabélgibt einen Uberblick tber
die Eigenschaften dieser Kontrollgruppe. Bei 5 desbBnden waren eine Hyperli-

pidamie und eine Hypertonie bekannt, 4 litten ueteer chronischen Herzerkrankung.

Tabelle 6: Eigenschaften der nicht-dialysenpfligat Kontrollgruppe

Anzahl der Probanden 7
Durchschnittliches Alter (in Jahren) 63,9+21,2
Geschlechterverhaltnis 5 Frauen / 2 Manner
Diabetes mellitus 5 Erkrankte / 2 Gesunde
Arztlich verordnete Medikamente ACE-Hemmer: 3
AT -Antagonist: 3
3-Blocker: 4
Calciumantagonist: 3
Diuretikum: 3
Statin: 3

Um einen Einblick in die aktuelle Kreislauf— und tEimdungssituation gewinnen zu
konnen, wurden Blutdruck und CRP-Werte mitbestimme Blutdruckwerte wurden
vom Pflegepersonal des Kuratoriums fur Heimdialy8&rzburg vor Dialysebeginn
mittels einer elektronischen Blutdruckmessgeréats Bema Datascopenach der
Methode von Riva-Rocci ermittelt. Die CRP-Werte liels déuratorium fur Heim-

dialyse Wirzburg in regelméaf3ige Abstanden im RahdesnRoutinelabors ermitteln.

2.7 Vitaminsubstitution und Blutentnahme

Den Patienten der Substitutionsgruppen wurde na@nddgung der Dialyse dreimal
wochentlich Folgamma forte intravends applizies (hg Folsdure + 10Qg Cyano-

cobalamin). Die Probanden der Substitutionsgruppedisre + Vitamin B12 erhielten
zusatzlich einmal pro Woche Vitamin B12 forte Hevajekt als intravendse Injektion
(1000 g Cyanocobalamin). Beide Praparate werden von WoRVegma (Boblingen)

vertrieben.
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Die Blutproben wurden vom Pflegepersonal des Kumatws flir Heimdialyse
Wirzburg vor Dialysebeginn abgenommen, um Lymplezyus dem pradialytischen
Stoffwechsel gewinnen zu kénnen.

2.8 Statistische Methoden

Bei der Auswertung der Daten wurden Mittelwert undn8ardabweichung berechnet,

fur die Signifikanzanalysen wurde SPSS oneway An@ravendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Mikrokernrate vor Substitutionsbeginn

Vor Substitutionsbeginn wurde im Abstand von jewediner Woche bei jedem
Patienten dreimal die Mikrokernfrequenz bestimmin wWen Ausgangswert der
Mikrokernraten zu detektieren (Messpunkte 1-3)sBiaVert — im Gesamtdurchschnitt
37,1 Mikrokerne pro 1000 doppelkerniger Lymphozyterdiente als Grundlage der
spateren Gruppeneinteilung. Abbildung 1 zeigt did&i&rokernraten unterschieden
sowohl nach Messpunkt als auch nach Studiengruppe.
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Abb. 1: Mikrokernraten in den Studiengruppen vob&itutionsbeginn, gemessen zu

drei verschiedenen Zeitpunkten (Mittette + Standardabweichung)

Zwischen Kontrollgruppe, Substitutionsgruppe Fotsawnd Substitutionsgruppe
Folsdure + Vitamin B12 gab es bezuglich der Ausgaiigsokernfrequenz keine
signifikanten Unterschiede. Auch konnten keine i§ikgnten Unterschiede zwischen

den drei Messzeitpunkten festgestellt werden.
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Dagegen bestand — wie in Abbildung 2 dargestetiin-signifikanter Unterschied in der
mittleren Mikrokernfrequenz vor Substitutionsbegirewischen weiblichen und
mannlichen Probanden: Dialysepflichtige Frauenematturchschnittlich 62,1 % héhere
Mikrokernfrequenzen als dialysepflichtige Manneraiien: 50,8 + 23,9; Manner 31,4 +
6,7 Mikrokerne). Berucksichtigt man zuséatzlich zun d&alysepatienten auch die nicht
dialysepflichtigen Studienteilnehmer, so lag diekidkernrate der Frauen um 53,6 %
hoher verglichen mit der Mikrokernrate der Manrferaen: 48,1 £+ 21,8; Manner: 31,1
* 6,6 Mikrokerne). Auch dieser Unterschied ist gigant.
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Abb. 2: Mittlere Mikrokernraten der dialysepflichén Probanden vor
Substitutionsbeginn, unterschiederhnvaeiblichem oder mannlichem
Geschlecht (Mittelwert + Standardatnlieng)

** p < 0,01 vs. Mikrokernrate der Fesu

Bei weiterer Analyse der Mikrokernfrequenzen zeigjteh eine geringe Zunahme der
Mikrokernrate mit dem Alter und eine Abnahme der kidkernrate mit der
Dialysedauer (s. Abbildung 3 und 4). Zwischen datighten, die bereits im Rahmen
ihrer Standardmedikation Vitaminpraparate erhielterd den Patienten ohne bisherige
Vitaminsubstitution gab es keinen Unterschied bbealighrer Mikrokernfrequenz (mit
Vitaminen: 37,6 £ 16,9; ohne Vitamine: 36,3 + 1B6]krokerne)

25



Mikrokerne/1000 doppelkernige Lymphozyten

90

80

70

60

50

40

30

20

10

L 4

y =0,1631x + 26,586 &

R2=0,016 *
* > ¢

* * o * ‘
* o
»

*

20

80
Alter (Jahre)

40 60

100

& Mittlere Mikrokernfrequenz

Linear (Mittlere
Mikrokernfrequenz)

Abb.

3: Mittlere Mikrokernfrequenz der dialysepfittgen Probanden vor

Substitutionsbeginn in Abhangigkeitrvbebensalter

Mikrokerne/1000 doppelkernige Lymphozyten

90

80

70

60

50

40

30

20

10

2

*

*

T~

y =-1,3384x + 48,029
R2=0,2011

& Mittlere Mikrokernfrequenz

Linear (Mittlere
Mikrokernfrequenz)

* *
$ o ¢
* $ . ¢ o \
L 2K 4
Ps *
L 4
*
0 5 10 15 20

Dialysedauer (Jahre)

25

Abb. 4: Mittlere Mikrokernfrequenz der dialysepfitigen Probanden vor

Substitutionsbeginn in Abhangigkeit\aer Dialysedauer
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3.2 Veranderung der Mikrokernrate unter Vitaminsubstitution

Nach Bestimmung des Grundwertes wurde mit der Vitaobstitution begonnen. Die
erste Messung erfolgte nach 4 Wochen Substituveitere Messungen fanden nach 12
und 17 Wochen statt (Messpunkte }—6

Die Veranderung der Mikrokernfrequenz nach Gabe Fofsdure oder Folsaure +
Vitamin B12 sind in den Abbildungen 5 und 6 dargéiste beiden Gruppen kam es zu
einer deutlichen, wenn auch nicht signifikanten lRe&idn der Mikrokernfrequenz. In
der Substitutionsgruppe Folsaure nahm die mittistikrokernfrequenz nach 17
Wochen Substitution von ursprunglich 35,4 + 12,%idkernen auf 26,4 = 7,5 ab. Die
minimale Mikrokernfrequenz anderte sich hierbei hhic(vor Substitution: 21
Mikrokerne; nach 17 Wochen Substitution: 21 Mikmole), wahrend die maximale
Mikrokernfrequenz nach 17 Wochen Substitution vorsptiinglich 63 auf 44
Mikrokerne pro 1000 doppelkerniger Lymphozyten alisaUnter Substitution mit
Folsdure + Vitamin B12 nahm die mittlere Mikrokeedquenz von 40,3 + 19,0
Mikrokernen vor Substitutionsbeginn auf 23,7 + 1RJikrokerne nach 17 Wochen
Substitution ab. Im Gegensatz zur Substitutiongggulpolsdure &nderte sich nicht nur
die maximale Mikrokernfrequenz (vor Substitutior¥ Mikrokerne; nach 17 Wochen
Substitution: 46 Mikrokerne), sondern auch die male Mikrokernfrequenz (vor
Substitution: 20 Mikrokerne; nach 17 Wochen Substih: 14 Mikrokerne). In der
Substitutionsgruppe Folsdure kam es schneller zwerei Reduktion der
Mikrokernfrequenz. Nach 4 Wochen waren bereits 74,der maximalen Reduktion
nach 17 Wochen erreicht. Dagegen trat der Rickgangvikkrokernfrequenz in der
Substitutionsgruppe Folsaure + Vitamin B12 vor allemden Wochen 5-12 nach
Substitutionsbeginn ein, nach 4 Wochen hatten hier 27,7 % des maximalen
Ruckgangs nach 17 Wochen stattgefunden. ZwischerMdsesung nach 12 Wochen
und der Messung nach 17 Wochen fand keine weitgrefikante Veranderung der

Mikrokernrate statt.
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Abb. 7: Relative Reduktion der Mikrokernfrequenz na@hWochen Substitution von
Fols&ure oder Folséaure + Vitamin B12

** p < 0,01 vs. Reduktion der Mikrokémuenz unter Folsduresubstitution

Vergleicht man die Reduktion der Mikrokernfrequeracim 17 Wochen Substitution

von Folsdure oder von Folsaure + Vitamin B12 mit damsgangswert (Mittelwert der

drei Messpunkte vor Substitutionsbeginn), so z&ight — wie in Abbildung 7 graphisch

dargestellt — eine signifikant starkere Abnahmehr@abe beider Vitamine (41,2 %) als
nach alleiniger Folsauregabe (25,3 %). Die minimRiduktion betrug 0 % in der

Substitutionsgruppe Folsaure und 13 % in der Switistnsgruppe Folsaure + Vitamin

B12. Die maximale Reduktion lag bei alleiniger Fote@abe bei 37 %, bei zusatzlicher
Verabreichung von Vitamin B12 bei 51 %.

3.3 Mikrokernraten der Kontrollprobanden wahrend des Studienverlaufs

Um Veranderungen durch andere Faktoren als dienMitubstitution zu erfassen,
wurde parallel zu den Untersuchungen der Substitstjruppen immer auch die
Mikrokernfrequenz der Dialyse-Kontrollgruppe ausgewt. Wie aus Abbildung 8
ersichtlich, lag der Mittelwert im Verlauf der gesen Studie bei 34,3 + 16,9. Der
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Mittelwert der Messpunkte 1-3 betrug 35,1 + 18il,die Messpunkte 4—6 wurde ein
Mittelwert von 33,5 + 15,9 ermittelt. Zwischen demzelnen Messpunkten gab es

keinerlei signifikante Unterschiede.
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Abb.8: Mikrokernrate der Kontrollgruppe, bestimmtsechs Messzeitpunkten

(Mittelwert £ Standardabweichung)

Weiterhin wurde vor Beginn der Studie einer gesunientrollperson (weiblich, 22
Jahre) einmal Blut abgenommen und aus den hierau®ngenen Lymphozyten
zahlreiche Praparate angefertigt. Wahrend derredsts Messreihen zur Ermittlung des
Grundwerts wurden davon drei Praparate pro Messrespater funf Praparate pro
Messreihe in verschlisselter Form ausgewertet. Beinre Mittelwert von 9,8 £ 3,0
Mikrokernen pro 1000 doppelkerniger Lymphozytenrigt— wie in Abbildung 9
dargestellt — die minimale Mikrokernrate 5 Mikrokerund die maximale Mikrokern-
frequenz 16 Mikrokerne. Die Mittelwerte der einzsin Messpunkte waren 10,7
(Messpunkt 1), 11,0 (Messpunkt 2), 8,7 (Messpunki@,0 (Messpunkte 4 und 5) und
8,8 (Messpunkt 6). Zwischen den einzelnen Messpunkib es keine signifikanten
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Unterschiede. Das 95 %-Konfidenzintervall fur deas@mt-Mittelwert lag zwischen
8,5 und 11,0 Mikrokerne pro 1000 doppelkerniger pinoeyten.

18

>

16
12 .
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—e— Mikrokernrate

—— Mittelw ert gesamt

—aA— Mittelw erte der Messpunkte 1-
6

Mikrokerne/1000 doppelkernige Lymphozyten

11122233344444555556666¢6
Messpunkte 1-6

Abb.9: Im Studienverlauf bezuglich der Mikrokerduenz ausgewertete Praparate
aus einer Blutprobe einer gesunden iddperson (Mikrokernrate, Gesamt-
Mittelwert und Mittelwerte der Messtm 1-6)

AulRRerdem wurden die Lymphozyten nicht-dialysepfigér Kontrollpersonen zu zwei
Zeitpunkten im Abstand von 3 Monaten auf ihre MKe@mraten untersucht. Zwischen
diesen beiden Messpunkten kam es zu keiner signiféa Anderung in der Mikrokern-
frequenz: Zum Zeitpunkt 1 betrug die Mikrokernfrega 39,3 = 18,0, zum Zeitpunkt 2
35,7 £ 16,7 Mikrokerne pro 1000 doppelkerniger Lyropyten. Die in Abbildung 10
veranschaulichte Mikrokernfrequenz dieser Gruppe, id ihrer Altersstruktur der
Dialysegruppe gleicht, entspricht der Mikrokernrateder Dialysegruppe (Mittelwert
Nicht-Dialysegruppe: 37,5 £+ 16,8; Mittelwert Diaggruppe vor Substitution: 37,43 +
17,01). Hierbei ist allerdings zu bericksichtigdass in der Nicht-Dialysegruppe bei
prozentual mehr Probanden Diabetes mellitus, Hypeédmie und chronische

Herzerkrankung diagnostiziert sind (s. Kapitel 2.6)
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Abb. 10: Mikrokernrate in der Kontrollgruppe niatialysepflichtiger Probanden,

gemessen zu zwei Zeitpunkten (Mitegt + Standardabweichung)

3.4 Veranderung der Mikrokernraten in Abhangigkeit von Diabeteserkrankung,
Dialysedauer, Alter, Ausgangsmikrokernwerterund bisheriger

Vitaminsubstitution

Im folgenden Kapitel wurde die Abh&ngigkeit der kikernreduktion von den
Parametern Diabeteserkrankung, Dialysedauer, ARersgangsmikrokernwerte und
bisherige Vitaminsubstitution untersucht. Zur Bestinmg der Mikrokernreduktion
wurden hierfur die Mikrokernwerte nach 17 WocherbSitution mit dem Mittelwert
an Mikrokernen vor Substitutionsbeginn verglichen.

Beim Vergleich von Diabetikern und Nicht-Diabetikerieel in der Folsaure-
substitutionsgruppe eine starkere, wenn auch n&lgnifikante Abnahme der
Mikrokernfrequenz bei den diabetischen Patienteh(a0,3 % versus 19,5 %). Wie
Abbildung 11 zeigt, bestatigte sich dieser Zusanimaeg nicht in der
Substitutionsgruppe Folsdure + Vitamin B12 (39,0é&fsus 39,2 %). Bei Betrachtung
der gesamten Substitutionsgruppe (Folsédure undidr@st+ Vitamin B12) konnte eine

ebenfalls nicht signifikante gesteigerte Mikrokewdhuktion bei Diabetikern festgestellt
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werden (34,6 % versus 30,0 %). In beiden Subgiitstiruppen waren allerdings bei
den an Diabetes erkrankten Patienten verglicherdemitnicht an Diabetes erkrankten
Patienten hohere Ausgangsmikrokernwerte gemessedewdFolsaure: 41,9 versus
32,3 Mikrokerne; Folsaure + Vitamin B12: 50,6 ver86s9 Mikrokerne).
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Abb. 11: Reduktion der Mikrokernfrequenz bei an @i&is mellitus erkrankten und
nicht an Diabetes mellitus erkrankiBatienten, unterteilt nach Fols&aure- oder

Folsaure + Vitamin B12-Substitutidittelwert + Standardabweichung)

Analysiert man die Mikrokernreduktion in Abhangigkeon der Dauer der Dialyse, so
zeigt sich bei Betrachtung der gesamten Substitsgiappe eine verminderte Abnahme
der Mikrokernfrequenz mit zunehmender L&nge derlyBeauer. Abbildung 12
veranschaulicht diesen Zusammenhang. Diese negé#toreclation gilt — wie in
Abbildung 13 ersichtlich — auch fir die Folsaurds§titutionsgruppe. Dagegen kam es
in der Substitutionsgruppe Folsaure + Vitamin B12 minehmender Dialysedauer zu
einer starkeren Reduktion der MikrokernfrequenzAbbildung 14 ist diese positive

Korrelation dargestellt.
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Abb.13: Reduktion der Mikrokernfrequenz in Abhangighk/on der Dialysedauer bei

der Substitutionsgruppe Folsaure
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Abb. 14: Reduktion der Mikrokernfrequenz in Abhangig von der Dialysedauer bei
der Substitutionsgruppe Folsaure taiviin B12

Bei diesen Ergebnissen ist zu beriicksichtigen, daster Folsaure + Vitamin B12-
Substitutionsgruppe nur 10 % der Patienten lan¢gerzehn Jahre dialysiert wurden,
wahrend in der Folsdure-Substitutionsgruppe 44 déevoPatienten seit mehr als zehn
Jahren dialysepflichtig waren.

Beobachtet man die Reduktion der MikrokernfrequendeinSubgruppe der Patienten,
die seit maximal zehn Jahren mittels Dialyse beblinderden, so ist nicht nur in der
Substitutionsgruppe Folsdure + Vitamin B12, sondarch in der Substitutionsgruppe
Folsaure und in der gesamten Substitutionsgrupp&ummahme der Dialysedauer eine
vermehrte Reduktion der Mikrokernfrequenz zu vetzegn. Diese positive Korrelation
zwischen Dialyseldnge und Mikrokernabnahme in desagiten Substitutionsgruppe
zeigt die Abbildung 15.
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Abb. 15: Reduktion der Mikrokernfrequenz in Abhargi von der Dialysedauer bei
Patienten der Substitutionsgrupplsd&ure und der Substitutionsgruppe
Folsaure + Vitamin B12, die seitkJahre dialysiert wurden

Bei Untersuchung der Zusammenhéange zwischen Lelbensahd Reduktion der
Mikrokernfrequenz fiel auf, dass mit zunehmendemte’l die Abnahme der
Mikrokernrate zuriickging. Dies galt — wie die Althihgen 16 und 18 zeigen — fir die
Substitutionsgruppe Folsaure + Vitamin B12 und afichdie gesamte Substitutions-
gruppe. Dagegen war — wie in Abbildung 17 dargksteh der Folsaure-Substitutions-
gruppe kein Zusammenhang zwischen PatientenalteRiilckgang der Mikrokernrate

zu erkennen.
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Abb.16: Reduktion der Mikrokernfrequenz in Abhanggk/om Alter der Patienten in
der gesamten Substitutionsgruppe

Substitutionsgruppe Folsiure
0,4
.

% 0,35
=] *
E,' 0,3 . TS
IS
2 02 N R ¢ Reduktion der
o \ g "
= Mikrokernfrequenz
s 0,2 S . .
= —— Linear (Reduktion der
3 0,15 Mikrokernfrequenz)
5 .
% 01
O
Q
& 0,05

0 ‘ ‘ —e ‘

0 20 40 60 80 100
Alter (Jahre)

Abb.17: Reduktion der Mikrokernfrequenz in Abhangigk/om Alter der Patienten in

der Substitutionsgruppe Folsaure
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Abb. 18: Reduktion der Mikrokernfrequenz in Abharkgih vom Alter der Patienten in
der Substitutionsgruppe Folsauretariin B12

Analysiert man die Reduktion der Mikrokernfrequene KAbhangigkeit vom
Mikrokernausgangswert (Mittelwert der drei Messwevbr Substitutionsbeginn), so
war bei Betrachtung der gesamten Substitutionsgrupgee hoheren Mikrokern-
frequenzen eine starkere prozentuale Reduktionkaneen. In Abbildung 19 ist dieser
Sachverhalt graphisch dargestellt. Allerdings wsdeieden sich hierbei — wie in
Abbildung 20 und 21 gezeigt — die beiden Substihggruppen. In der Substitutions-
gruppe Folsaure bestand eine positive Korrelatimschen Mikrokernausgangswert
und Reduktion der Mikrokernfrequenz. Dagegen warder Substitutionsgruppe
Folsaure + Vitamin B12 kein Zusammenhang zwischenHi#ghe der Ausgangswerte
und der Reduktion der Mikrokernrate zu verzeichnen.
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Abb. 21: Reduktion der Mikrokernfrequenz in Abhangig vom
Mikrokernausgangswert in der Substhsgruppe Folséaure + Vitamin B12

Bereits vor Beginn der Studie hatten 55,6 % der R@tnein der Substitutionsgruppe
Folsaure und 40 % der Paienten in der Substitigioppe Folsdure + Vitamin B12
einmal taglich oral Multivitaminpréaparate eingenoerm Die Gabe dieser Praparate
wurde als Teil der Standardmedikation auch wéhrdad Studie beibehalten. Die
entsprechenden Tabletten enthielten neben andetemiwen 100Qug Folséure und 6
ug Vitamin B12.

Bei der in Abbildung 22 dargestellten Untersuchumg dusammenhange zwischen
Reduktion der Mikrokernfrequenz und bisheriger Vita@mnahme fiel auf, dass es im
Durchschnitt bei den Patienten, die bereits oraaine einnahmen, zu einer etwas
starkeren Abnahme der Mikrokernrate kam. In dersBullionsgruppe Folséure betrug
die Mikrokernreduktion bei zusatzlicher Einnahme Mleiltivitaminpraparate 27 % und
ohne bisherige Vitamineinnahme 19 %. In der Suligihsgruppe Folsaure + Vitamin
B12 war die Mikrokernreduktion bei schon bestehendiésmineinnahme mit 43 %
gegenuber 37 % ohne bisherige Vitamineinnahme abgnéicht erhoht. Beide Unter-

schiede sind allerdings nicht signifikant.
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Abb. 22: Reduktion der Mikrokernfrequenz in Abhargi von der vorherigen
Einnahme von Vitaminen (MittelwerGtandardabweichung)

3.5 Weitere untersuchte Lymphozytenparameter

Bei der Auswertung der Lymphozytenpréaparate wurdeeneder Mikrokernrate auch
die Anzahl von Lymphozyten mit einem, zwei oder malls zwei Zellkernen bestimmt,
ferner die Haufigkeit von Mitosen und Apoptosen. BRkin Mikrokernen wurde
unterschieden, ob ein einzelner oder multiple Mierme in einem doppelkernigen
Lymphozyten vorlagen. Fur die Bestimmung der Mikrokate war es bedeutungslos,
wie viele Mikrokerne der Lymphozyt enthielt, da lwkir Mikrokernfrequenz nur das
Vorhandensein von Mikrokernen, nicht aber derenahhberiicksichtigt wurde. Unter
der Kategorie Sonstiges wurden die Lymphozytenwubsiert, die entweder destruiert
waren oder nicht sicher einer der anderen Kategaugeordnet werden konnten.
Durchschnittlich 16,4 % der mikrokernhaltigen Zelleenthielten mehr als einen
Mikrokern. Fur die einzelnen Praparate lag das &émis von doppelkernigen Lympho-
zyten mit mehreren Mikrokernen zu doppelkernigenmpiiozyten mit einem

Mikrokern zwischen O und 0,45.
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Das Verhaltnis von doppelkernigen zu einkernigempfiozyten — im Folgenden als
Proliferationsrate bezeichnet — betrug minimal 0,84d maximal 2,69. Die

Proliferationsrate aller dialysepflichtigen Studeimehmer lag Uber die sechs
Messpunkte gemittelt bei 1,16 + 0,41. Hierbei wadsm Unterschiede zwischen den
drei Studiengruppen gering (Folsaure: 1,17 + OP&saure + Vitamin B12: 1,10 £

0,37; Kontrolle: 1,22 = 0,41). Betrachtet man dielfrationsraten zu den einzelnen
Messzeitpunkten, so gab es nur zum Messzeitpumttidchen der Substitutionsgruppe
Folsaure und der Substitutionsgruppe Folsdure amMit B12 einen signifikanten

Unterschied in der Proliferationsrate. Beim Verdieiter Mittelwerte der Messpunkte 1
bis 3 vor Substitutionsbeginn und der Messpunkigis46 nach Substitutionsbeginn
konnte in den Studiengruppen Folsdure und Kontrollime Zunahme der

Proliferationsrate verzeichnet werden (Folsdur@®11+ 0,31 versus 1,34 %= 0,50;
Kontrolle: 1,09 £+ 0,33 versus 1,36 = 0,44), wobsarbei lediglich die Zunahme der
Proliferationsrate in der Substitutionsgruppe RaisaSignifikanzniveau erreichte. In
der Folsaure + Vitamin B12-Substitutionsgruppe kasn zel keiner signifikanten

Veranderung der Proliferationsrate unter Vitamimdementierung (Folsaure + Vitamin
B12: 1,10 £ 0,29 versus 1,11 *+ 0,44). In Abbildung i8t die jeweilige mittlere

Proliferationsrate der Studiengruppen zu den skEsspunkten dargestellt.

Zwischen der Hohe der Proliferationsrate und deuddaler Dialysebehandlung war
kein Zusammenhang festzustellen. Dagegen nahm diéfelPationrate — wie aus

Abbildung 24 ersichtlich — bei zunehmendem Lebdasab.

Die durchschnittliche Anzahl an Lymphozyten mit melfs zwei Zellkernen lag bei
34,7 + 21,4 pro tausend ausgewerteter Zellen (Bms&a38,4 + 18,1; Folsaure +
Vitamin B12: 29,4 £ 22,1; Kontrolle: 37,0 £ 23,0)ieDhéchste Anzahl mehrkerniger
Zellen betrug 108, die niedrigste 1.

Pro tausend ausgewerteter Zellen wurden zwischand010 Apoptosen gezahlt, der
Mittelwert aller sechs Messpunkte lag bei 1,3 + (Félsaure: 1,3 + 1,3; Folsaure +
Vitamin B12: 1,3 + 1,3; Kontrolle: 1,3 £ 1,7).
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Abb. 23: Verhaltnis von doppelkernigen zu einkeenig.ymphozyten, gemessen zu
sechs Messpunkten, unterteilt ealsBiden Substitutionsgruppen und die
Kontrollgruppe (Mittelwert + Starrdabweichung)

* p < 0,05 vs. Proliferationsrate @elsaure-Gruppe zum Messpunkt 1
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Abb. 24: Proliferationsrate (Verhaltnis von dopgetkgen zu einkernigen

Lymphozyten) in Abh&ngigkeit vombemsalter
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Die Anzahl von Mitosen pro tausend ausgewertetenfglyozyten schwankte zwischen
1 und 25, wobei der Gesamt-Mittelwert 8,4 + 4, 5lgtFolsaure: 8,8 £ 5,3; Folsaure +
Vitamin B12: 8,3 £ 4,3; Kontrolle: 8,3 + 4,0).

In die Rubrik Sonstiges wurden zwischen 5 und 9&Aeatingeordnet, der Durchschnitt
lag bei 27,3 + 16,8 (Folsaure: 26,5 = 16,1; FolsdurVitamin B 12: 28,8 + 16,8;
Kontrolle: 26,5 + 17,7).

Auch in der Kontrollgruppe der nicht dialysepflijen Probanden wurden die
Praparate hinsichtlich Anzahl der Zellkerne, Apgeto und Mitosen sowie der Rubrik
Sonstiges untersucht. Im Folgenden wird zum Vecblénmer der entsprechende Wert
der Dialysepatienten in Klammern angegeben. DielifBrationsrate hatte einen
Mittelwert von 1,11 + 0,28 (1,16 £ 0,41), das Minim war hierbei 0,69, das Maximum
1,73. Die weiteren Mittelwerte lagen fur die mehrkgen Zellen bei 30,7 £ 12,8 (34,7
+ 21,4), fur die Apoptosen bei 1,2 + 1,3 (1,3 *)1fdr die Mitosen bei 8,4 + 3,9 (8,4
4,5) und in der Rubrik Sonstiges bei 24,0 £ 11,132716,8).

Alle ermittelten Daten sind im Anhang aufgefuhrt.

3.6 Homocystein-Werte

Die Homocysteinplasmaspiegel wurden von Frau Desgéandra Perna vor und nach
Substitutionsbeginn aus tiefgefrorenen Plasmaprblestmmt.

Vor Substitutionsbeginn betrug der mittlere HomoeysPlasmaspiegel 24,1 + 9,2
umol/l, es existierten bezuglich der Hohe des Plapmegels keine signifikanten
Unterschiede zwischen den drei Gruppen von Diabtsepten (Folsaure: 24,5 + 11,8
umol/l; Folsdure + Vitamin B12: 24,0 + 6mol/l; Kontrolle: 24,0 + 10,lumol/l).
Unter Vitaminsubstitution kam es, wie aus Abbilduztg ersichtlich, in der Folsaure-
Substitutionsgruppe zu einer Homocystein-Reduktion3d2,7 %, in der Substitutions-
gruppe Folsaure + Vitamin B12 um 47,1 %. Allerdingar auch in der Dialyse-
Kontrollgruppe eine Abnahme des Homocysteinspiegefs 23,3 % zu verzeichnen.
Wahrend die Veranderungen in der Substitutionsgruppolsdure und der
Kontrollgruppe nicht signifikant waren, war die Hoaystein-Reduktion in der

Substitutionsgruppe Folséure + Vitamin B12 hochifikant. Die einmalig bestimmten
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Homocystein-Werte der Nicht-Dialyse-Kontrollgrupparen mit 13,6 £ 4,5 deutlich
niedriger als die Homocysteinspiegel der Dialysiepétn vor Substitution.
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Abb. 25: Plasma-Homocysteinspiegel vor und nachriibsubstitution, unterteilt in die
Substitutionsgruppe Folsaure diesBtttionsgruppe Folsaure + Vitamin B12
und die Kontrollgruppe (MittelwertStandardabweichung)

*** 1 < 0.001 vs. Homocysteinspiegelr Substitutionsgruppe Folsaure
+ Vit. B12 vor Substitution

3.7 Blutdruck und CRP-Werte

Die Blutdruckwerte wurden vom Pflegepersonal desakuiums fur Heimdialyse
Wirzburg vor Dialysebeginn nach der Methode von Hweaci bestimmt. Den
Vergleich zwischen einem Messzeitpunkt vor Subsbiisbeginn und einem
Messzeitpunkt zu Studienende zeigt Abbildung 26 Sobstitutionsbeginn betrug der
durchschnittliche Blutdruckwert 135 + 26 / 70 £ 1%nhlg, zwischen den einzelnen
Gruppen gab es weder bei systolischen noch beitotishen Blutdruckwerten

signifikante Unterschiede (Folsaure: 132 + 27 /4615 mmHg; Folsdure + Vitamin
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B12: 144 £ 15/ 74 + 11 mmHg; Kontrolle: 129 + 3%8 + 21 mmHg). Auch zu

Studienende unterschieden sich die systolischerdiastolischen Blutdruckwerte nicht
signifikant von einander (Folsaure: 118 + 22 / 703tmmHg; Folsaure + Vitamin B12:
143 £ 15/ 74 £ 11 mmHg; Kontrolle: 118 + 29 / 64.& mmHg). Insgesamt war eine
leichte Abnahme der systolischen und diastoliscB&ndruckwerte zu beobachten,
wobei es beim Vergleich der Blutdruckwerte vor urathn Substitution in keiner der
Studiengruppen zu einer signifikanten Veranderuagsystolischen oder diastolischen

Blutdruckwerte kam.

180
(@2}
I
E O Folsaure
k= W Folséaure + Vit. B12
é O Kontrolle
§ O Gesamt
=
m
RR syst RR syst | RR diast | RR diast
vor nach vor nach
O Folséaure 132 119 67 70
W Folsaure + Vit. B12 144 143 74 74
O Kontrolle 129 118 68 64
O Gesamt 135 127 70 69

Abb. 26: Systolische und diastolische Blutdruckwedeund nach Substitution,
unterteilt in die Gruppen Folsalelsaure + Vitamin B12, Kontrolle und
Gesamt (Mittelwert £ Standardabwaiui)

Die CRP-Werte lieR das Kuratorium fur Heimdialyse Wirg in regelmalRligen
Abstdnden im Rahmen des Routinelabors bestimmen. ginBealer Studie lag der
CRP-Wert im Durchschnitt bei 9,6 £ 9,8 mg/l, wobei 2gischen den einzelnen
Studiengruppen keinen signifikanten Unterschiedlen Hohe des CRP-Spiegels gab
(Folsaure: 8,2 + 11,0 mg/l; Folsaure + Vitamin BI2 + 6,1 mg/l; Kontrolle: 14,0 +
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11,8 mg/l). Nach Substitution betrug der CRP-Wertie-w Abbildung 27 dargestellt —
durchschnittlich 14,5 + 22,1 mg/l, auch hierbeiarathieden sich die Studiengruppen
nicht signifikant (Folsaure: 23,4 + 35,5 mg/l; Raolse + Vitamin B12: 8,6 + 7,4 mg/l,
Kontrolle: 12,3 = 14,7 mg/l). Die Veranderungen dé®P-Werts zwischen dem
Messzeitpunkt vor und dem Messzeitpunkt nach Sulistisbeginn waren bei keiner
der drei Studiengruppen signifikant.
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20,0 =
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O Gesamt 9,6 14,5

Abb. 27: CRP-Werte vor und nach Substitution, uniertedie Gruppen Folsaure,
Folsdure + Vitamin B12, Kontrolle uGésamt

(Mittelwert + Standardabweichung)
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4. Diskussion

Folsduremangel gilt als Risikofaktor fur die Krelsézhung. Die Gabe von Folsdure
verringert sogar das Auftreten von Karzinomen lobs bestehenden Vorlauferstadien
(Zhu 2003). Da bei Dialysepatienten eine erhohtezidkaminzidenz vorliegt und sie
haufiger als die Normalbevolkerung von Vitaminmamgstdnden betroffen sind,
wurde in dieser Studie untersucht, inwieweit dicb&aon Folsdure und Vitamin B12
eine genomprotektive Wirkung in Dialysepatientema@glicht. Hierfir wurde der
Genomschaden mit Hilfe des Mikrokerntests quamifizund der Spiegel von
Homocystein, welches in vitro dosisabhangig genstbxist (Fink 2007), bestimmt.
Nach einer 2006 von Bonassi veroffentlichten Untemsag mit Uber 6700
Studienteilnehmern in zehn Landern korreliert diéhel der Mikrokernfrequenz mit

dem spateren Risiko einer Krebserkrankung (Bona$)20

Die zunachst bestimmte Mikrokernfrequenz der Dighadienten vor Substitutions-
beginn lag bei 37,1 Mikrokernen pro 1000 doppeliggnLymphozyten. Frauen hatten
hierbei deutlich hthere Werte als Mé&nner. Mit zunehdem Alter kam es zu einem
Anstieg, mit der Dauer der Dialysebehandlung zuereiAbnahme der Mikrokern-

frequenz. Eine bisherige orale Vitamingabe &aufl3esieh nicht in niedrigeren

Mikrokernfrequenzen.

Diese Mikrokernfrequenz erscheint zunadchst sehrhhagibt doch das Human
MicroNucleus Project als Normalfrequenz fir diegaftheine Bevdlkerung 6,5
Mikrokerne pro 1000 doppelkerniger Lymphozyten aBor(assi 2001). Unter
Beriicksichtigung altersangepasster Werte ist dierdkienfrequenz der Dialyse-
patienten gegenuber dem Referenzwert um das dreitatidht. Allerdings beschreiben
andere Untersuchungen ahnlich hohe Werte fir Deplysenten (Stopper 2001b;
Stopper 2004).

Auch die verglichen mit den mannlichen Studientimern signifikant erhdhten
Mikrokernfrequenzen bei Frauen decken sich mit esmdeMikrokernfrequenz-

untersuchungen, welche bei nicht-dialysepflichtigenauen um 32 % ("Nordic data
base on somatic chromosome damage in humans." ,190@% (Fenech 1994) und

29 % (Bonassi 1995) erhohte Werte fanden. Der imrsedieStudie festgestellte

48



Unterschied von Uber 50 % erscheint jedoch sehh,hinsbesondere da das Human
MicroNucleus Project in einer Metaanalyse von Dad®s 25 Laboratorien in zehn
Landern bei Frauen eine um 19 % erhdhte Mikrokemfenz fand (Bonassi 2001). Ein
potentieller Schwachpunkt der Studie ist hierbes dat 13 : 21 ungleiche Verhaltnis
zwischen Frauen und Mannern. Ein hoherer Fraueih&étée hier moglicherweise eine
grol3ere Aussagekraft ermoglicht.

Ahnlich wie die Abhangigkeit der Mikrokernfrequenom Geschlecht ist eine — in
dieser Studie ebenfalls beobachtete — Zunahme mih dAlter in zahlreichen
Verotffentlichungen beschrieben worden (Bolognesi 9198Bonassi 2001). Das
Erreichen eines Plateaus fur die hochste Alterggrumvie von Bolognesi postuliert
(Bolognesi 1997), konnte in dieser Studie nicht gd&n werden die Gruppe der Uber
Achtzigjahrigen hatte im Gegenteil die hochsten fdidernfrequenzen. Dies deckt sich
mit einer Untersuchung von Proietti de Santis, danen kontinuierlichen
Mikrokernanstieg in der Altersklasse grof3er 80 dahund sogar besonders hohe
Mikrokernwerte fur Uber hundertjahrige Personentstefite (vgl. Bonassi 2001).
Insgesamt fallt der Zusammenhang zwischen Mikrdkequenz und Alter in dieser
Studie schwéacher und inhomogener aus, als auf Gitanéllgemeinen Studienlage zu
erwarten gewesen ware. Eine Ursache hierfur kodieteingleiche Altersverteilung der
Patienten sein: 63,0 % sind zwischen 50 und 6Sdadit, nur 7,4 % sind junger als 50
und 29,6 % alter als 70 Jahre. AulRerdem ist zuchkseithtigen, dass bei den Patienten
die Mikrokernfrequenz nicht nur durch ihr Alter,mstern auch durch ihre Erkrankungen
und ihre Dialysepflicht beeinflusst wird.

Die Dauer der Dialysepflicht korreliert in diesertu@ie negativ mit der
Mikrokernfrequenz. Dieses Ergebnis widersprichteeirvon Stopper festgestellten
Zunahme der Mikrokernfrequenz mit der Dauer derlyB&behandlung (Stopper
2001b). Allerdings spiegelt es interessanterweise &arzinominzidenz von
Dialysepatienten wieder: Eine besonders hohe Inzidei Beginn und eine Abnahme
der Inzidenz mit der Dauer der Dialysebehandlunghawenn die Krebsinzidenz —
ebenso wie die Mikrokernfrequenz — verglichen et dNormalbevolkerung erhdht
bleibt.

Dass diejenigen Patienten, die bereits im Rahmear Btrandardmedikation eine orale

Vitaminsubstitution erhielten, sogar etwas hoherkrdkernfrequenzen aufwiesen, mag
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verwundern. Allerdings ist es kaum mdglich, hier&ehlussfolgerungen abzuleiten, da

die Mikrokernfrequenzen vor dieser oralen Vitamimaihme nicht bekannt sind.

Sowohl unter der Substitution von Folsaure als autkr der Substitution von Folsaure
und Vitamin B12 kam es zur Reduktion der Mikrokergtrenz. Diese war bei
zusatzlicher Vitamin B12-Gabe signifikant hoher dbei alleiniger Folséure-
supplementierung.

Eine erste Mikrokernreduktion zeigte sich nach 4 cWém Substitution, der
ausgepragteste Rickgang hatte nach 12 Wochen &iatlga. Da es zwischen dem
Messpunkt nach 12 Wochen und dem nach 17 Wochékeiner relevanten Veran-
derungen der Mikrokernfrequenzen mehr kam, erwigs der Beobachtungszeitraum
als ausreichend lange.

Erste Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen a&@sgersorgung und
Genomschaden ergaben Experimente in den siebzageen] die bei der Kultivierung
menschlicher Lymphozyten bei einer geringen Fokamzentration vermehrt
chromosomale Strangbriiche feststellten (Sutheld®7®). Bei Personen mit niedrigem
Folsdurespiegel sind mittlerweile erhohte MikroKerquenzen und vermehrte
chromosomale Strangbriche unter anderem fir hurbgnghozyten, Erythrozyten
und Knochenmarkzellen bekannt (MacGregor 1990).nkhs zu einer erhdhten
Mikrokernfrequenz fuhrt die unter Folsauremangeahrte zellulare Empfindlichkeit
fur genomschadigende ionisierende Strahlung (Beet3®05). Doch nicht nur der
Folsaurestatus, auch Vitamin B12 ist im Zusammenhangt erhohten
Mikrokernfrequenzen von Bedeutung. Eine grof3e distlee Bevolkerungsstudie
zeigte, dass der Plasmaspiegel von Folsdure umanifitB12 fir die Minimierung des
Genomschadens in doppelkernigen Lymphozyten entiatder ist als der Vitamin C-
und Vitamin E-Spiegel (Fenech 1994; Fenech 199%)f die wichtige Rolle von
Vitamin B12 deuten Fenechs Beobachtungen einer tiakissignifikanten negativen
Korrelation zwischen Mikrokernfrequenz und VitanBi2-Plasmaspiegel bei flunfzig-
bis siebzigjahrigen M&nnern hin (Fenech 1997). figmifikante Assoziation zwischen
niedrigen Folsaure- und Vitamin B12-Plasmaspiegaindar einen Seite und erhéhten
Mikrokernfrequenzen auf der anderen Seite ist dunehrere Studien belegt (Everson
1988; Fenech 1995; MacGregor 1997). Inwieweit digdlten Mikrokernfrequenzen
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nun durch Gabe von Folsdure oder Vitamin B12 zuriflessen sind, wurde in
verschiedenen Untersuchungen exploriert. Titenkadd konnte unter kontrollierten
Bedingungen zeigen, dass eine verminderte Folsduadaune zu einem Anstieg der
Mikrokernfrequenz fihrt und dass diese erhdhte &kkrnfrequenz durch eine
anschlieBende vermehrte Folsaurezufuhr wieder ldbgjhitenko-Holland 1998).
Interessanterweise war in dieser Studie fiur dieeHdér Mikrokernfrequenz nicht nur
der Folsaure-, sondern auch der nicht suppleméntiéitamin B12-Plasmaspiegel
entscheidend. Fenech beobachtete bei einer Fodsfymementierung Uber sechs
Monate in der Gruppe mit der hochsten Folsdurebimea einen Rlckgang der
Mikrokernfrequenz um 33 % (Fenech 2005). Nicht Mikrokernfrequenzen kdnnen
durch Folséure gesenkt werden, sondern auch Gessstpnsmuster kdnnen nach einer
Untersuchung von Ingrosso durch Folséaure korrigregtden (Ingrosso 2003). Wie
wichtig Vitamin B12 fir die Stabilitdt des menschien Genoms ist, zeigt eine Studie,
in der die Zellkulturen, welche zusatzlich zur Gales genotoxischen Ribavirins noch
mit Vitamin B12 behandelt wurden, signifikant gemng Mikrokernfrequenzen
aufwiesen als die Lymphozyten, welche nur mit Ribavbehandelt worden waren
(Joksic 2006). Diese Arbeiten stimmen alle mit Bepbachtung der hier vorliegenden
Studie uberein, dass die Gabe von Folsédure unanifit812 zu einer Reduktion der
Mikrokernfrequenz fuhrt. Allerdings existieren beshkeine weiteren Untersuchungen
Uber die Veranderung der Mikrokernrate bei Dialygemten unter Substitution von
Folsaure oder Folsaure und Vitamin B12. Auch isseliStudie der erste Vergleich von
alleiniger Folsduregabe oder der Kombination mittamiin B12 bezuglich der

Reduktion der Mikrokernfrequenz.

Die Mikrokernfrequenzen wurden nicht nur bei debSitutionsgruppen, sondern auch
bei dialysepflichtigen und nicht-dialysepflichtigeKontrollprobanden sowie bei
Praparaten, die zu einem Zeitpunkt aus den Lympgkozyeiner Kontrollperson
angefertigt worden waren, bestimmt. In keiner dezi &Kontrollen kam es zu einer
signifikanten Veranderung der Mikrokernfrequenz.

In der Kontrollgruppe der Dialysepatienten kam esszhen den Messpunkten 1 bis 3
und 4 bis 6 zu einem nicht signifikanten RuckgangMirokernfrequenz um 4,7 %.

Diese Reduktion ist verglichen mit den Substitutggngppen (28,7 % beziehungsweise
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41,2 %) gering. Des Weiteren verlief die Abnahme Blikrokernfrequenz zwischen
den Substitutionsgruppen und der Kontrollgruppentnigarallel. Wahrend es in den
Substitutionsgruppen zwischen den Messpunkten 45umdr starksten Abnahme der
Mikrokernfrequenz kam, nahm in der Kontrollgruppe Mikrokernfrequenz zu diesem
Zeitpunkt sogar zu. Ein verandertes Zahlverhaltenreint daher als mdgliche Ursache
eher unwahrscheinlich. Ein denkbarer Grund fiir BRéokgang der Mikrokernfrequenz
konnte ein verandertes Erndhrungsverhalten der rilgpgrsonen mit einer
vitaminreicheren Kost sein. Ein derartiger Effekéiree mdglicherweise durch eine
Placebogabe zu vermeiden gewesen.

Durch das Auswerten vieler Praparate, die alle den Lymphozyten einer einzelnen
Kontrollperson zu einem einzelnen Zeitpunkt stammkonnten Einblicke in die
Schwankungsbreite der zufallsbedingten Verteilunggrakernhaltiger Lymphozyten
auf die einzelnen Préparate gewonnen werden. Degevwm ermoglicht Ruckschlisse
darauf, wie viele Praparate ausgewertet werden enjilsgm die wahre Mikrokern-
frequenz zu ermitteln. Vergleicht man den Mitteliveweier zu einem beliebigen
Zeitpunkt hintereinander ausgewerteter Préparatelag von den so gebildeten 23
Praparate-Paaren nur ein Paar aullerhalb des Bereions Mittelwert =+
Standardabweichung. Es kann deswegen davon ausgggarerden, dass die wahre
Mikrokernfrequenz in dieser Studie durch das Aussvervon zwei Praparaten mit
ausreichender Genauigkeit ermittelt werden konbDteser Tatsache wurde Rechnung
getragen, indem pro Durchgang und Patient zweidPa#p ausgewertet wurden und vor
und nach Substitutionsbeginn die Mikrokernfrequenze jeweils drei Zeitpunkten
bestimmt wurden. Auf3erdem kann durch diese Metheideeventuell verédndertes
Zahlverhalten detektiert werden. In dieser Studmnkes zu keinerlei signifikanten
Unterschieden zwischen den Mittelwerten der seclsddunkte. Die Mittelwerte der
Messpunkte 4 sowie 5 entsprechen dem MittelwertMiesspunkte 1 bis 3. Lediglich
zum Messpunkt 6 kam es zu einer geringen RedukgorMikrokernfrequenz. Es kann
deshalb ausgeschlossen werden, dass der in denit@idrsgruppen beobachtete
Ruckgang der Mikrokernfrequenz auf ein veranderédgv@rhalten zurtckzufihren ist.
Die Gruppe der nicht-dialysepflichtigen Kontrollpanden tberraschte durch hohe
Mikrokernwerte. Madogliche Ursachen hierfir koénnterasd hohe Alter und die

zahlreichen Grunderkrankungen sein. Zwischen deai Messpunkten kam es zu

52



einem minimalen, nicht signifikanten Rickgang derkidkernfrequenz. Dieser ist

allerdings durch die intraindividuelle Schwankungsie erklarbar.

Insgesamt dienten die zahlreichen Kontrollen damgzuschliel3en, dass die Reduktion
der Mikrokernfrequenz in den Substitutionsgruppeniweder auf ein verandertes

Zahlverhalten oder auf andere exogene Faktoren,baispielsweise eine gesiindere
Ernahrung oder eine bessere medizinische Betretumgckzuflhren ist. Der gering-

fugige, nicht signifikante Rickgang der Mikrokermfuenz in den Kontrollen erklart

nicht die deutliche Reduktion in den Substitutionggen. Es ist deshalb davon
auszugehen, dass diese durch die Gabe der Vitararoesacht worden ist.

Die Reduktion der Mikrokernfrequenzen in den Substihsgruppen wurde bezlglich
Diabeteserkrankung, Dialysedauer, Alter der PaignAusgangsmikrokernfrequenzen
und bisheriger Vitaminsupplementierung auf eine @imigkeit untersucht. Hierbei
fielen bisweilen gegenlaufige Tendenzen in dené&dbstitutionsgruppen auf.

Die an Diabetes erkrankten Dialysepatienten pesfién in beiden Substitutionsgruppen
deutlich von der Vitamingabe, vor allem in der Bolsesubstitutionsgruppe kam es im
Vergleich mit den Nicht-Diabetikern zu einer stdede Mikrokernreduktion. Auffallig
war, dass die Diabetiker vor Substitutionsbeginrdeldend hoéhere Mikrokern-
frequenzen aufwiesen als die nicht an Diabetesapkken Dialysepatienten. Bei den
einerseits hohen Mikrokernwerten und dem andetsrggiten Ansprechen auf die
Supplementation von Folsaure und Vitamin B12 steitth die Frage, inwieweit
Diabetiker, die einer chronischen Entziindungssdnatinterliegen (Zozulinska 2006)
und vor allem dialysepflichtige Diabetiker, die dssermalen einer doppelten
Entziindungsreaktion ausgesetzt sind (Nasri 2008),Besonderen einer Vitamin-
substitution bedurfen, eventuell sogar in hoheressi®ungen als in dieser Studie
verwendet. Um diese Fragen zu klaren, ware einerdmthung, die einen hoheren
Anteil an Diabetes erkrankter Dialysepatientenahtisl3t, wiinschenswert.

Mit Zunahme der Dialysedauer kam es unter Vitaniiegau einer verminderten
Reduktion der Mikrokernfrequenz. Dies ist insoferichh verwunderlich, als es mit
zunehmender Dauer der Dialysetherapie zu einer Wherader Mikrokernfrequenz kam
und zwischen Ausgangsmikrokernfrequenz und RuckghergMikrokernfrequenz ein

positiver Zusammenhang besteht. Allerdings zeigté bei den Patienten, die seit
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maximal zehn Jahren ha&modialysiert wurden, untdarivingabe eine Zunahme der
Mikrokernreduktion mit ansteigender Dialysedauerpwohl auch in dieser
Patientengruppe eine negative Korrelation zwischaagangsmikrokernfrequenz und
Dialysedauer besteht. Eine mdgliche Konsequenzalgerkonnte eine frihzeitige
Substitution von Fols&ure und Vitamin B12 sein, dm zinen die Patienten zu Beginn
ihrer Dialysetherapie besonders hohe Mikrokernfemgen aufwiesen und zum anderen
in den ersten Jahren der Dialysetherapie besongiersauf eine Vitamintherapie
ansprachen.

Ein zunehmendes Lebensalter der Dialysepatientery gnit einer verringerten
Reduktion der Mikrokernfrequenz einher. Bei getrennBetrachtung der beiden
Substitutionsgruppen war dieser Effekt allerdings mn der Substitutionsgruppe
Folsdure + Vitamin B12 zu beobachten. Er ist denmrherkenswert, da mit Zunahme
des Alters die basale Mikrokernfrequenz anstieg -urix®i einer positiven Korrelation
zwischen Ausgangsmikrokernfrequenz und Reduktion Migrokernfrequenz — eine
verstarkte Reduktion der Mikrokernfrequenz zu erarargewesen ware. Da éaltere
Patienten auf der einen Seite hohere Mikrokernfeegan aufweisen und auf der
anderen Seite offensichtlich schlechter auf die éGabn Folsdure und Vitamin B12
ansprechen, wére es Uberlegenswert, die Dosisaltieingig zu steigern. Ob hierdurch
eine Verbesserung zu erreichen ist, kann nur duathfolgende Studien geklart
werden.

Die Dbereits mehrfach erwéhnte positive Korrelatioowischen Ho6he der
Ausgangsmikrokernfrequenz und Ausmald der Redukigbimfder Substitutionsgruppe
Folsdure besonders deutlich aus. Einen derartigsardmenhang zwischen Basiswert
und Reduktion beschrieb auch Titenko-Holland inrt8tudie (Titenko-Holland 1998).
Moglicherweise ist dieser Effekt bei gesunden Smhilnehmern von gréferer
Bedeutung als bei Dialysepatienten, da — unter Amealeiner altersabhangigen
Mikrokern-Basalfrequenz — nur bei erhdhten Ausgamgtem auch eine signifikante
Senkung zu erwarten ist. Bei gesunden Probandendsnikrokernfrequenzen nur
selten deutlich erhoht, bei den Dialysepatientesseli Studie waren sie dagegen fast
ausnahmslos erhoht.

Dass die Patienten, die bereits im Rahmen ihrerd&tdmedikation oral Vitamine

einnahmen, von einer zuséatzlichen intravendsen ®aheFolsdure und Vitamin B12
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starker profitierten als diejenigen Patienten, bligher noch keine Vitaminpraparate
bekamen, verwundert. Zum einen scheint dies einwkis darauf zu sein, dass die
bisher verordneten Vitaminpraparate zu geringe BoBelsaure und Vitamin B12

enthalten, um eine Reduktion des Genomschadens reichan. Diese Uberlegung

stimmt mit der Beobachtung Fenechs uberein, dass dine Senkung der

Mikrokernfrequenz um 25 % eine Einnahme von Folsédurd Vitamin B12 Uber der

momentan empfohlenen taglichen Aufnahme notwendig (Fenech 2001). Zum

anderen wurde durch die doppelte Vitamineinnahmelictierweise ein additiver

Effekt verursacht. Dies wirft die Frage auf, obadueine hohere Vitamindosierung, als
in dieser Studie gewahlt, eine noch starkere Reolukier Mikrokernfrequenz méglich

ware.

Die Reduktion der Mikrokernfrequenz durch Gabe vofs&ure und Vitamin B12 wird

von verschiedenen Faktoren beeinflusst. Besondéesessant sind hierbei das gute
Ansprechen auf die Vitaminsubstitution in den ersfiahren einer Dialysetherapie,
welches die Bedeutung einer rechtzeitigen Subgtitutunterstreicht, sowie die

Hinweise, dass eine hohere Dosierung als in dig&e&tie mit einer starkeren Reduktion

der Mikrokernfrequenz einhergehen kdnnte.

Bei der Auswertung der Lymphozytenpraparate wurdeeneder Mikrokernfrequenz
und weiteren Parametern die Proliferationsrateinest welche mit dem Alter abnahm
und durch die Gabe von Folsaure und Vitamin B12tracdistieg.

Die in dieser Studie beobachtete Abnahme der Rratibnsrate mit dem Alter stimmt
mit einer Untersuchung, welche die Daten von Ul8$y Personen auswertete, Uberein
(Bolognesi 1999). Beim Vergleich der Proliferationsra vor und nach
Substitutionsbeginn  zeigte sich in der Substitggyoppe Folsdure eine
Proliferationszunahme. Allerdings kam es auch im #®ntrollgruppe zu einer
Zunahme, wahrend sich in der Substitutionsgruppésédbce + Vitamin B12 die
Proliferationsrate nicht veranderte. Es ist deshddvon auszugehen, dass die
Proliferationsrate nicht durch die Vitaminsubsgtwing beeinflusst wurde. Dieses
Ergebnis deckt sich mit der Beobachtung von TiteHkdland, dass weder durch
verminderte noch durch vermehrte Zufuhr eine Veeémag des replikativen Index
erreicht wird (Titenko-Holland 1998).
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Unter Vitaminsubstituierung sank in beiden Submiungsgruppen der Homocystein-
Plasmaspiegel ab, bei zusatzlicher Vitamin B12-Gabediese Reduktion sogar hoch
signifikant. Allerdings kam es auch in der Kontgolippe zu einer — wenn auch
geringeren und nicht signifikanten Abnahme des bloystein-Plasmaspiegels.

Die Dialysepatienten hatten nach der Definition Aemerican Heart Association von
Hyperhomocysteinamie durchschnittlich alle erhdMerte, wahrend die Plasmaspiegel
der nicht-dialysepflichtigen Studienteilnehmer inorhibereich lagen. Ein Uberblick
von Wilcox Uber verschiedene Untersuchungen, diecbosen zwischen 2,5 und 60 mg
Folsdure taglich arbeiteten, zeigt, dass HomoaysteiDurchschnitt um 30 % gesenkt
werden konnte, aber nur wenige der chronisch nkeasken Patienten normale
Homocysteinwerte erreichen konnten (Wilcox 2003)e Blomocysteinreduktion der
hier vorliegenden Studie lag mit 32,7 % in der@ien Groélienordnung, ebenso war mit
11,1 % der Anteil der Patienten, die durch die &alegabe normale Werte erzielen
konnten, gering. Da kontrollierte Studien bei Dsapatienten keine verbesserte
Homocysteinreduktion durch Folinsaure und 5-Mettydthydrofolat im Vergleich zur
Folsaure feststellen (Bostom 2000; Yango 2001; G@@@3), wurde auch in dieser
Studie Folséure verwendet. Des Weiteren wurdeasati Studie auf eine Bestimmung
des 5,10-Methyltetrahydrofolat-Genotyps verzichtdg eine grof3e Wiener Studie
feststellte, dass dieser keinen Einfluss auf dasrdphieansprechen hat (Sunder-
Plassmann 2000). Die bessere Homocysteinredukten zbsatzlicher Gabe von
Vitamin B12 — im Durchschnitt wurde der Normalwefir fPlasma-Homocystein
erreicht — stimmt mit dem Ergebnis einer Studie ¥myama Uberein, in welcher bei
hochdosierter Folsduretherapie durch additive MitarB12-Gabe alle Patienten
Normalwerte erzielten (Koyama 2002). Das Senken ldemocysteinwerts in den
Normbereich gelang in dieser Studie durch die pdealGabe von Vitamin B12 und
Folsaure zwar nicht bei allen Patienten, aber irhindsei 75 % der Patienten, die zuvor
unter einer Hyperhomocysteindmie gelitten hattenDiurchschnitt hatten die Dialyse-
patienten nach Substitution von Folséure + VitaBli2 sogar niedrigere Plasmaspiegel
als die Kontrollgruppe der nicht dialysepflichtig@atienten. Weshalb es auch in der
Kontrollgruppe zu einer Reduktion des HomocystemsRiaspiegels kam, ist unklar.
Moglicherweise konnte ein verandertes Essverhaitef-orm von vitaminreicherer

Ernahrung in der Kontrollgruppe hierbei eine Ropesten.
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Zusammenfassend scheint sich die Gabe von Vitami2 Bdlsatzlich zur
Folsaduresupplementierung nicht nur auf die Mikrokemguenz, sondern auch auf den

Homocysteinspiegel sehr glunstig auszuwirken.

Zu jeweils einem Zeitpunkt vor und nach Substitugizeginn wurden Blutdruck- und
CRP-Werte bestimmt. Die systolischen Blutdruckwerteewabei einem als normal
definierten systolischen Blutdruckwert von wenigés 430 mmHg (Herold 2005a)
durchschnittlich leicht erhoht. Der geringfugigeicht signifikante Rlckgang der
Blutdruckwerte scheint nicht mit der Vitaminsubdiida im Zusammenhang zu stehen,
da einerseits die Blutdruckwerte in der Kontrollgrasanken und es andererseits in der
Substitutionsgruppe Folsaure + Vitamin B12 nur smeeimarginalen Reduktion kam.
Wahrscheinlicher sind diese Anderungen durch digiriehen intraindividuellen
Blutdruckschwankungen zu erklaren. Ebenfalls dehglic Schwankungen unterlagen
die CRP-Werte, welche insgesamt — bei einem Referezizbevon kleiner 5 mg/l
(Herold 2005b) — erhdht waren. Bei Dialysepatiersérd erhthte CRP-Werte auch
ohne akute Infektionen jedoch bekannt. Bei eineretsnichung mit Uber 250
Dialysepatienten hatten 50 % der Probanden CRP-Wertenehr als 6,1 mg/l (Racki
2006). Der CRP-Anstieg zwischen erster und zweitesdrg lasst ausschliel3en, dass
die Mikrokernreduktion durch eine verbesserte Bmdzingssituation zu erklaren ist.
Allerdings sind nach einer Studie von Stigant dmzeCRP-Werte nur von bedingter
Validitat (Stigant 2005). Aussagekréftigere Ergebei waren moglicherweise durch

haufigere Messungen zu erreichen gewesen.

57



5. Zusammenfassung

Bei Dialysepatienten sind vermehrte Genomschadeangksie unterliegen auch einer
erhohten Karzinominzidenz. Erhdhte Genomschadennénin vivo durch die
Substitution von Folsdure reduziert werden, untab&von Vitamin B12 sinkt die
Empfindlichkeit gegeniiber genotoxischen Agentien.

27 Dialysepatienten nahmen an dieser Studie ted. DPatienten der Substitutions-
gruppe Folsaure erhielten dreimal wochentlich 15 Rodsdure intravends, den 10
Patienten der Substitutionsgruppe Folsaure + ViaBil2 wurde zusatzlich einmal
wochentlich 1000ug Vitamin B12 intravends verabreicht. 8 Dialysepaigé® und 7
nicht dialysepflichtige Probanden dienten als Kokt

Zu drei Zeitpunkten vor und drei Zeitpunkten naalbSitutionsbeginn wurden die
Mikrokernfrequenzen in peripheren, doppelkerniggnmphozyten bestimmt. Mikro-
kerne dienen als Marker fir Genomschaden, die Miethst gut erprobt und es ist ein
Zusammenhang zwischen erhdhten Mikrokernfrequennéreiner prospektiv erhéhten
Karzinominzidenz beschrieben. Weiterhin wurden ld@mocystein-Plasmaspiegel vor
und nach Substitutionsbeginn gemessen. Homocys#ilt zu den Uramietoxinen, in
vitro steigt bei erhohten Homocysteinwerten dosigalgig der Genomschaden in Form
von Mikrokernen an.

Vor Substitutionsbeginn wiesen die Dialysepatientenein mehrfaches gegentuber den
Referenzwerten erhohte Mikrokernfrequenzen auf, wdleeMikrokernfrequenzen der
Frauen deutlich Uber denen der Ménner lagen. Miekmender Dialysedauer kam es
zu einer Reduktion der Mikrokernfrequenz, wobei édi@®mer noch gegeniuber den
Referenzwerten erh6ht blieb. Unter Gabe von Folsaufgamin B12 kam es zu einem
signifikant starkeren Ruckgang der Mikrokernfrequersds unter alleiniger
Folsduregabe. Dieser Rickgang unter Vitaminsuhstituhahm mit zunehmendem
Dialysealter zunéchst zu, bei einer Dialysedauear kmger als 10 Jahren nahm er
wieder ab.

Die Homocysteinspiegel waren vor Substitutionsbegideutlich erhoht. Unter
kombinierter Gabe von Folsaure und Vitamin B12 kasnze einer signifikanten
Reduktion der Homocysteinwerte, so dass diese aagarhalb der im Normbereich

liegenden Homocysteinwerte der nicht dialysepfiggnh Kontrollgruppe lagen.
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Ob die in der Studie vielversprechende kombini&téstitution von Folsaure und
Vitamin B12 tatsachlich das Krebsrisiko von Dialyatgnten beeinflussen kann, wird
nur durch prospektive Langzeitstudien zu klaren.seébenfalls werden weitere Studien
notig sein, um die optimale Dosis, welche mogliglese in Abhangigkeit von Alter,

Geschlecht, Dialysedauer und Grunderkrankung vani&ann, zu ermitteln. Weitere
Vorteile einer therapeutischen Gabe von Folsduck Vitamin B12 liegen sicherlich

einerseits in den vergleichsweise geringen Kostad andererseits in der guten

Vertraglichkeit, welche fur die Compliance der Patie® von grof3er Bedeutung ist.
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7. Anhang

7.1 Daten der Substitutionsgruppe Folséaure
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2 510 427 13 8 4 0 8 30
1000 24 9
3 395 482 26 20 5 2 6 64
1000 34 9
4 529 405 3 14 6 0 16 27
1000 32 12
S 542 415 10 7 3 0 1 16
1000 25 9
6 405 504 36 15 7 2 16 15
1000 26 9
2 1 590 307 I 14 0 4 I 71
1000 31 1
2 514 400 18 8 1 3 10 46
1000 27 5
3 555 364 9 9 1 4 4 54
1000 32 4
4 492 414 16 9 0 5 19 45
1000 21 3
5 601 326 11 5 0 3 9 45
1000 14 5
6 513 430 13 8 3 0 9 24
1000 16 4
3 1 458 424 17 15 2 2 6 76
1000 28 5
2 424 531 17 9 0 3 4 18
1000 19 4
3 446 478 18 13 3 1 8 33
1000 27 3
4 414 538 6 12 1 1 9 19
1000 24 3
5 551 402 12 3 1 0 15 16
1000 9 3
6 o47 413 11 4 0 0 11 13
1000 13 1
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2| 2 Sl g g S| Z| g g | 2
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2 8 2| T| 5| 3| 3| g g ¢
a = L N = — A < = n
4 1 401 503 39 12 1 2 8 34
1000 22 2
2 403 530 32 7 1 1 11 15
1000 17 1
3 410 481 61 7 0 0 20 21
1000 19 0
4 404 509 42 8 2 1 5 29
1000 18 2
5 409 518 40 8 2 0 12 11
1000 15 3
6 305 610 41 6 1 2 13 22
1000 10 4
5 1 366 550 40 8 1 3 7 25
1000 23 1
2 365 517 62 16 2 1 8 29
1000 31 4
3 301 499 108 16 0 3 17 56
1000 27 0
4 290 583 69 11 5 0 18 24
1000 18 7
5 438 492 35 8 1 0 13 13
1000 16 2
6 281 626 57 6 1 0 6 23
1000 12 2
6 1 509 422 22 21 10 2 7 15
1000 57 17
2 457 477 14 19 8 0 5 20
1000 50 18
3 409 487 40 25 4 0 10 33
1000 57 11
4 443 481 16 13 8 4 8 27
1000 41 15
5 546 413 3 9 3 0 5 21
1000 29 8
6 417 521 16 14 7 1 8 16
1000 26 10
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2| 2 Sl g 2 S| Z| g g | 2
O ) o = = X = Q 0 0
= 8 £ s S| =| S| g & s
o = Ll N = - A < = N
7 1 382 522 70 11 1 1 2 11
1000 26 3
2 457 541 30 16 2 3 4 37
1000 31 3
3 452 466 26 7 1 2 5 41
1000 23 3
4 469 442 10 16 2 3 3 55
1000 26 6
5 572 392 9 3 0 1 12 11
1000 8 2
6 386 539 37 7 2 1 8 20
1000 16 2
8 1 510 524 30 13 0 0 7 16
1000 26 4
2 630 329 4 9 0 3 2 23
1000 29 4
3 584 355 13 5 0 0 4 39
1000 20 2
4 554 400 14 6 2 0 10 14
1000 17 3
5 610 361 1 6 0 0 7 15
1000 17 0
6 583 388 5 4 1 1 8 10
1000 10 5
9 1 358 482 70 24 3 2 7 54
1000 45 5
2 391 499 37 17 4 1 8 43
1000 38 10
3 371 472 72 17 2 3 6 55
1000 34 7
4 339 544 35 13 1 0 7 61
1000 29 3
5 472 454 30 15 2 1 5 21
1000 27 4
6 | Verstor| ben
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7.3 Daten der Dialyse-Kontrollgruppe

c
- <] o c o}
£ 8 €| €| g| g 3§ 2
= 2 £ g g S| g | 2
o 0 Q = P v = Q 0 %)
g & =| T g | 2| g| g| s
a = L N = — A < = n
1 1 358 529 35 22 5 1 6 44
1000 39 8
2 472 459 23 13 4 0 8 15
1000 30 10
3 440 494 24 13 5 0 10 14
1000 28 8
4 397 565 4 8 7 0 6 13
1000 24 15
S 440 491 14 18 6 1 15 15
1000 37 7
6 363 572 23 10 7 0 12 13
1000 21 14
2 1 387 501 73 14 0 1 9 15
1000 23 3
2 352 535 58 7 1 3 8 36
1000 23 1
3 346 542 66 7 1 1 9 28
1000 19 3
4 304 604 55 12 0 1 10 14
1000 19 2
5 326 585 56 10 0 1 13 9
1000 24 0
6 249 625 92 7 3 0 I 17
1000 15 5
3 1 654 227 12 3 1 1 6 96
1000 13 1
2 410 507 58 4 1 0 2 16
1000 10 2
3 387 521 55 8 0 2 6 21
1000 10 1
4 305 571 87 4 2 0 15 16
1000 12 3
5 451 482 41 6 0 0 14 16
1000 11 3
6 361 527 68 7 0 0 13 24
1000 11 2
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o 0 Q = P v = Q 0 %)
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a = L N = — A < = n
4 1 442 477 29 10 0 2 3 37
1000 22 4
2 453 472 37 16 2 0 7 13
1000 24 5
3 456 464 28 9 3 2 6 32
1000 23 7
4 343 534 o7 15 1 1 20 20
1000 25 2
S 482 452 26 9 4 0 S 22
1000 25 8
6 352 464 31 9 4 0 9 31
1000 21 5
S 1 411 458 67 31 S 1 7 20
1000 65 12
2 445 491 21 22 0 1 7 13
1000 42 3
3 408 492 54 18 5 10 10 13
1000 48 14
4 387 516 57 14 1 0 12 13
1000 51 6
5 487 441 13 19 3 3 9 25
1000 44 11
6 487 447 21 15 9 1 8 12
1000 40 19
6 1 679 267 16 8 1 0 4 24
1000 38 4
2 421 504 33 6 2 2 27
1000 28 4
3 460 482 12 15 1 4 10 16
1000 33 6
4 336 575 50 14 2 0 11 12
1000 29 5
5 408 518 12 15 3 1 18 25
1000 35 8
6 472 473 15 9 S 1 4 21
1000 22 8
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446
1000

423
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472
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1000

Brutaxyuig

487

433

433

438

520

311

434

508

529

421

563

418

pundssa

usiied

82



7.4 Daten der Nicht-Dialyse-Kontrollgruppe

e
— (©) @ c )
£ 8 €| €| g| B & 8
- = c o ) o X o S 2
S o )] X ~ T S =1 3 2
= D < %” S S — S 2 5
o = wl N = - A < = n
1 1 400 484 39 28 8 1 10 30
1000 56 14
2 436 495 29 18 5 0 3 13
1000 49 10
2 1 463 464 18 15 1 2 13 24
1000 41 7
2 409 533 13 18 4 1 10 12
1000 37 10
3 1 341 589 13 20 3 0 5 29
1000 43 5
2 430 501 21 16 6 1 6 19
1000 37 10
4 1 419 482 40 11 2 2 16 28
1000 29 5
2 382 532 56 8 5 0 5 12
1000 24 7
5 1 450 465 32 8 0 1 10 34
1000 14 2
2 422 513 51 4 0 1 3 6
1000 7 1
6 1 501 411 25 15 1 0 10 37
1000 34 2
2 529 391 33 8 0 2 9 28
1000 28 2
7 1 481 436 30 3 2 1 12 45
1000 18 5
2 551 378 30 9 2 5 6 19
1000 24 4
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Frau Prof. Dr. H. Stopper danke ich dafir, dass ihiir auch im tbertragenen Sinne
immer offen stand und ich mich jederzeit mit Fragem sie wenden konnte. lhr
Engagement und ihr Interesse an meinen Ergebnisdamn ich als grol3e Unterstlitzung

empfunden.

Herrn Prof. Dr. U. Bahner danke ich besonders fiitesBestarkung und Ermutigung in
den komplizierteren Phasen dieser Arbeit. Dassreklinischen Alltag trotz seiner
vielen Verpflichtungen immer Zeit fur ein Gespraoit mir fand, habe ich sehr hoch

geschatzt.

Herrn Prof. Dr. A. Heidland danke ich fir die irgssanten, informativen und
konstruktiven Gesprache. Die vielen wissenschagiicArtikel und Studien, auf die er
mich aufmerksam gemacht hat, erwiesen sich geranhe Schreiben dieser Arbeit als

sehr wertvoll.

Allen  Mitarbeitern der Arbeitsgruppe Stopper desikologischen Instituts der
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besonders danke ich Herrn M. Kessler, der mir aiéaAgerin mit sehr viel Geduld
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Dem pflegerischen und arztlichen Personal des Krtehs fur Heimdialyse in
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verpflichtet: Ohne ihr Interesse an dieser Studid inre Bereitschaft zur Teilnahme

hatte diese Arbeit nicht entstehen konnen.
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