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1. Abklrzungsverzeichnis

ATP =
BHMT =
B6 =
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CGL =
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Kohlenstoffdioxid ,
Dulbecco’s modified Eagle s medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsidure
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Flavin-Mononukleotid
v-Glutamylcysteinsynthetase
Glutathion-Synthetase

Glutathion (reduziertes Glutathion)
Glutathion-Disulfid (oxidiertes Glutathion)
Homocystein
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ultraviolette Strahlung Typ A
Signifikanzniveau
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2. Einleitung

Eine der héufigsten neurologischen Erkrankungen ist das idiopathische Parkinson-Syndrom (IPS)
(s. 2.3.1.), in dessen Pathogenese der Dopaminstoffwechsel und der damit verbundene
Homocysteinstoffwechsel eine wichtige Rolle spielen. In dieser Arbeit soll die Frage beantwortet
werden, ob es sinnvoller wire, den erhohten Homocysteinspiegel bei Patienten mit IPS durch
eine vermehrte Transsulfurierung mittels Vitamin-Bs-Gaben oder durch eine vermehrte
Remethylierung mittels Folsduregaben und Vitamin-B;,-Gaben zu senken.

Die L-Dopagabe fiihrt bei Parkinsonpatienten u.a. zu einer Hyperhomocysteindmie (s. 2.3.3.),
welche einen Risikofaktor fiir kardiovaskulédre, neurologische sowie fiir andere Erkrankungen
darstellt (s. 2.2.3.). Deshalb versucht man, die Homocysteinkonzentration bei Parkinsonpatienten
zu senken. Dieses ist durch zwei unterschiedliche Stoffwechselwege moglich: entweder iiber die
Transsulfurierung oder liber die Remethylierung (s. 2.1.3.). Derzeit liberlegt man einige Parkin-
sonpatienten mit Folsdure zu behandeln (s. 2.3.4.), mit dem Ziel die Remethylierung zu unterstiit-
zen. Bei der Transsulfurierung entsteht Glutathion, welches u.a. den oxidativen Stress senkt (s.
2.1.4.2.), der bei Parkinsonpatienten vermehrt entsteht (s. 2.3.5.). Deshalb wird vermutet, dass es
besser wire, die Transsulfurierung zu unterstiitzen, da dabei nicht nur der Hyperhomocysteindmie
sondern auch dem oxidativem Stress entgegengewirkt wird. Um diesen Weg zu unterstiitzen
konnte man den Patienten Vitamin B geben.

In der vorliegenden Arbeit soll die Vitaminwirkung auf die beiden Stoffwechselwege genauer
untersucht werden und geklart werden, welche Vitamine man den Parkinsonpatienten am besten
substituiert um der Hyperhomocysteindmie vorzubeugen.

Zunichst soll deshalb an PC12—-Zellen untersucht werden, inwieweit die Vitamine Bj,, B¢ und
Folsdure die Homocysteintoxizitét beeinflussen. Wiirde nun festgestellt, dass ein oder mehrere
dieser Vitamine die Homocysteintoxizitét giinstig beeinflussen, wire es sinnvoll, den Parkinson-
patienten das bzw. diese Vitamine zu geben, um der Hyperhomocysteindmie entgegen zu wirken.
Weiter soll festgestellt werden, inwieweit die Homocysteingabe die L-Dopatoxizitéit beeinflusst.
So soll geklért werden, ob Homocystein vor einer L-Dopatoxizitét schiitzen kann oder ob es diese
verstérkt.

Danach sollen die Homocysteinwirkung und die L-Dopawirkung auf unterschiedliche
Fibroblastenlinien bestimmt werden, um zu erkennen, ob die Zellen mit MTHFR- oder CBS-

Defekten eine geringere oder hohere Homocysteintoxizitit aufweisen als normale Fibroblasten.
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Bei den MTHFR-Mutanten muss das Homocystein fast vollstdndig liber die Transsulfurierung
verstoffwechselt werden, bei den CBS-Mutanten {iber die Remethylierung.

Wiirde nun z.B. festgestellt, dass die MTHFR-Mutanten eine geringere Homocysteintoxizitit
aufweisen als die CBS-Mutanten, wiirde das fiir die Transsulfurierung als effektiveren Abbauweg
zur Bekdmpfung der Hyperhomocysteindmie sprechen. Dann wére eine Vitamin-Be-Gabe bei
Parkinsonpatienten giinstig um der durch den L-Dopaabbau entstandenen Hyperhomocysteindmie
entgegen zu wirken, da durch die Vitamin-Be-Gabe das Homocystein dann vermehrt iiber die
Transsulfurierung abgebaut wiirde. Bei diesem Abbauweg wiirde auch mehr Glutathion gebildet,
welches den oxidativen Stress, der bei Parkinsonpatienten vermehrt entsteht, senken konnte.
Wiirde die CBS-Mutante eine geringere Homocysteintoxizitdt aufweisen, spriache das fiir die
Remethylierung als effektiveren Abbauweg zur Bekimpfung der Hyperhomocysteindmie. In die-
sem Fall erscheint eine Vitamin-B,,- und Folsduregabe giinstig, damit mehr Homocystein iiber
die Remethylierung abgebaut wird. Hierbei kdme es jedoch zu einer Verringerung des schiitzen-
den Glutathions.

Die hier vorliegende Arbeit soll kldren, welcher Stoffwechselweg besser geeignet ist den erhoh-
ten Homocysteinspiegel bei Patienten mit M. Parkinson zu senken. Es stellt sich die Frage, ob
durch eine vermehrte Transsulfurierung mittels Vitamin-Be-Gaben oder ob durch eine vermehrte
Remethylierung mittels Folsdure- und Vitamin-B;,-Gaben besser das schiddliche Homocystein
angebaut werden kann. Aufgrund der protektiven und zentralen Rolle des Glutathions wird die
Hypothese aufgestellt, dass bei IPS-Patienten die Transsulfurierung der geeignetere Weg zur Re-

duktion des erhohten Homocysteinspiegels ist.



11

2.1. Homocysteinstoffwechsel

Methionin

e

/ THF \

5,10-MTHF| [B12 (MS MT)

5.MTHF /

Homocystein
+ B6
Cystathionin
<4
Cystein

+
Glutathion

@g@

Abbildung 1: Homocysteinstoffwechsel

B6 = Vitamin B¢

B12 = Vitamin B,

CBS = Cystathionin-p-Synthase

CGL = Cystathionin-y-Lyase

GS = Glutathion-Synthetase

MS = Methionin-Synthase

MT = Methyltransferase

5-MTHF = 5-Methyl-Tetrahydrofolat

5,10-MTHF = 5,10-Methylen-Tetrahydrofolat
MTHEFR = Methylentetrahydrofolatreduktase

SAH = S-Adenosylhomocystein

SAM = S-Adenosylmethionin

THF = Tetrahydrofolat

-> = wird verstoffwechselt zu

[] = Substrat oder Produkt, welches weiter verstoffwechselt wird
o = Enzym, welches die Reaktion katalysiert

] = Vitamin, welches von dem Enzym benétig wird

Beim Homocysteinstoffwechsel wird die Aminosdure Methionin iiber S-Adenosylmethionin und S-
Adenosylhomocystein in Homocystein umgewandelt. Die Methyltransferase katalysiert die Umwandlung von S-
Adenosylmethionin in S-Adenosylhomocystein.

Homocystein wird zum einen durch die Transsulfurierung iiber Cystathionin und Cystein in Glutathion umgewan-
delt, die beteiligten Enzyme sind die Vitamin B¢ abhéngige Cystathionin-3-Synthase und die ebenfalls Vitamin Bg
abhingige Cystathionin-y-Lyase.

Zum anderen kann Homocystein iiber die Remethylierung durch die Vitamin B, abhingige Methionin-Synthase
zuriick in Methionin verwandelt werden, bei dieser Reaktion wird 5-Methyl-Tetrahydrofolat in Tetrahydrofolat um-
gewandelt. Tetrahydrofolat wird zunéchst in 5,10-Methylen-Tetrahydrofolat umgewandelt und danach durch die
Methylentetrahydrofolatreduktase wieder zu 5-Methyl-Tetrahydrofolat verstoffwechselt.
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Der Homocysteinstoffwechsel beschreibt den Kreislauf zwischen den schwefelhaltigen Amino-
sdauren Methionin und Homocystein. Methionin wird durch eine Transmethylierung in
Homocystein umgewandelt. Homocystein kann auf unterschiedliche Weise weiter
verstoffwechselt werden. Zum einen kann es durch die Remethylierung, die von Vitamin B, und
Folsdure abhéngig ist, wieder zu Methionin zuriickverwandelt werden, zum anderen kann es
durch die Transsulfurierung, die von Vitamin Bg abhéngig ist, zu Cystein abgebaut werden (Fin-
kelstein und Martin, 2000).

Die Regulation des Homocysteinstoffwechsels ist abhéngig von dem Gewebe, in dem die Reakti-
onen ablaufen, von der Kinetik der beteiligten Enzyme sowie von den Konzentrationen der Sub-

strate und Cofaktoren (Finkelstein, 2007).

2.1.1. Homocystein

Homocystein ist ein Derivat der essentiellen, vom Menschen nicht ausreichend synthetisierbaren
Aminosdure Methionin (Fowler, 2005). Homocystein selbst ist eine nicht proteinogene Amino-

sdure (Tchantchou, 2006), die schwefelhaltig ist (Selhub, 1999).

Methionin

o
[
H3C-S-CH2-CH2-CH-C -OH
I
NH2

Homocystein

o)
[l
HS -CH2 -CH2 -CH - C - OH
I
NH2

Abbildung 2: Strukturformeln von Methionin und Homocystein
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2.1.2. Transmethylierung

'Methionin|

L
@ l\»Methyl-x

ATP

Homocystein| Adenosin

Abbildung 3: Transmethylierung

ATP = Adenosintriphosphat

H,O = Wasser

Methyl-X = Methyl-Gruppe

MAT = Methionin-Adenosyltransferase

MT = Methyltransferase

SAH = S-Adenosyl-Homocystein

SAHH = S-Adenosyl-Homocystein-Hydrolase
SAM = S-Adenosyl-Methionin

- = wird verstoffwechselt zu

[] = Substrat oder Produkt, welches weiter verstoffwechselt wird
o = Enzym, welches die Reaktion katalysiert

Bei der Transmethylierung wird Methionin durch die ATP abhingige Methionin-Adenosyltransferase zunéchst in S-
Adenosyl-Methionin, danach durch die Methyltransferase unter Abspaltung einer Methylgruppe in S-Adenosyl-
Homocystein umgewandelt. Schlielich werden S-Adenosyl-Homocystein und Wasser iiber die S-Adenosyl-
Homocystein-Hydrolase zu Homocystein und Adenosin verstoffwechselt.

Die Transmethylierung beschreibt die Umwandlung von Methionin in Homocystein. Methionin
wird durch die Methionin-Adenosyltransferase (MAT) in S-Adenosylmethionin (SAM) umge-
wandelt. Die MAT benoétigt Adenosintriphosphat (ATP) und kommt in zwei unterschiedlichen

Isoenzymformen vor. Die MAT Ia wird vor allem in der Leber exprimiert, die MAT Ila in extra-
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hepatischen Geweben (Lu und Mato, 2008). Die MAT ist das Schliisselenzym der
Transmethylierung (Ubagai et al., 1995).

SAM ist ein wichtiges Molekiil fiir die Zellfunktion und das Uberleben der Zelle. SAM wird fiir
die Transmethylierung, die Transsulfurierung und die Polyamidsynthese benétigt. Die Methyl-
gruppe von SAM wird abgegeben an DNA, an Phospholipide und an Proteine und ist wichtig fiir
die Genexpression sowie flir die Membranstabilitdt. Bei der Transsulfurierung entsteht iiber
Cystein das Antioxidans Glutathion. Das mit Hilfe von SAM synthetisierte Polyamid spielt eine
Rolle im Zellwachstum (Lu, 2000).

SAM ist der Hauptmethylgruppendonator in der Zelle und somit ein Schliisselregulator des Me-
tabolismus, der Proliferation, der Differenzierung und des Zelltodes (Matinez-Lopez et al., 2008).
SAM verstirkt seine eigene Synthese, die Transsulfurierung und die Reaktion der
Glycinmethyltransferase, es inhibiert die Remethylierung (Finkelstein, 2007).

Eine Methyltransferase katalysiert die Reaktion von SAM zu S-Adenosylhomocystein (SAH)
unter Abgabe einer Methylgruppe (Chiang, 1998). Die S-Adenosylhomocysteinhydrolase
(SAHH) hydrolysiert SAH zu Adenosin und Homocystein. Hohe SAH-Konzentrationen hemmen
durch einen negativen Feedbackmechanismus die Methylierung, das fiihrt zu einem Anstieg der
SAM-Konzentrationen. Das Enzym SAHH nimmt Einfluss auf die Methylierung von
Phospholipiden, Proteinen, kleinen Molekiilen, DNA und RNA (Chiang, 1998).
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2.1.3. Verstoffwechselung des Homocysteins

2.1.3.1. Remethylierung

Homocystein

m

5,10-MTHF (MS)

CMSR>
THF /

v v

./

Dimethylglycin

Methionin

Abbildung 4: Remethylierung

B12 = Vitamin B,

BHMT = Betain-Homocystein-Methyltransferase
MS = Methionin-Synthase

MSR = Methioninsynthasereduktase

5-MTHF = 5-Methyl-Tetrahydrofolat

5,10-MTHF = 5,10-Methylen-Tetrahydrofolat
MTHFR = Methylentetrahydrofolatreduktase

THF = Tetrahydrofolat

- = wird verstoffwechselt zu

[] = Substrat oder Produkt, welches weiter verstoffwechselt wird
o = Enzym, welches die Reaktion katalysiert

] = Vitamin, welches von dem Enzym benétig wird

Bei der Remethylierung wird Homocystein wieder in Methionin umgewandelt. Zum einen ist dies durch die Betain-
Homocystein-Methyltransferase moglich, bei dieser Reaktion wird Betain in Dimethylgycin umgewandelt.

Zum anderen kann Homocystein durch die Vitamin B, abhéngige Methionin-Synthase zuriick in Methionin verwan-
delt werden, bei dieser Reaktion wird 5-Methyl-Tetrahydrofolat in Tetrahydrofolat umgewandelt. Tetrahydrofolat
wird zunéchst in 5,10-Methylen-Tetrahydrofolat umgewandelt und danach durch die
Methylentetrahydrofolatreduktase wieder zu 5-Methyl-Tetrahydrofolat verstoffwechselt.
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Die Remethylierung ist ein Vorgang, bei dem Homocystein in Methionin zuriickverwandelt wird,
Methionin wird also bewahrt. Die Remethylierung bendétigt entweder Betain oder
Methyltetrahydrofolat (MTHF) als Methylgruppendonator (Finkelstein, 2007).

Ein Weg lauft iiber die Betain-Homocystein-Methyltransferase (BHMT), dieses Enzym transfe-
riert eine Methylgruppe von Betain auf Homocystein, dabei werden Demethylglycin und Methio-
nin gebildet (Miller et al., 2005). Die BHMT wird durch SAM gehemmt, SAH und Homocystein
machen diese Inhibition riickgdngig (Finkelstein und Martin, 1984).

Der andere Weg ist komplexer und bendtigt zwei Vitamine, Folat und Cobalamin sind fiir die
Remethylierung essentiell (Hustad et al., 2007). Die Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR)
katalysiert die Reaktion von 5-10-Methylentetrahydrofolat (5-10-MTHF) zu 5-
Methyltetrahydrofolat (5-MTHF) (Goyette et al., 1994). MTHF stellt eine Methylgruppe fiir die
Remethylierung bereit (Tchantchou, 2006). MTHF ist die hiufigste Form von Folat im Korper
(Chen et al., 2001). Die Methioninsynthase (MS), die Vitamin B, abhéngig ist, katalysiert die
Reaktion von MTHF und Homocystein zu Methionin und Tetrahydrofolat (THF). THF wird in
einem weiteren Schritt zu 5-10-MTHF regeneriert (Matthews et al., 1998). Damit die MS die
Reaktion von Homocystein zu Methionin katalysieren kann, muss sie in ihrer reduzierten aktiven

Form vorliegen, die Methioninsyntethasereduktase (MSR) ist hierzu nétig (Jacques, 2003).

2.1.3.2. Vitamin B>

Ein Vitamin-B;,-Mangel kann eine makrozytdre Andmie hervorrufen (Molby et al., 1992) und zu
kognitiven Defiziten im Alter fithren (Smith und Refsum, 2008). Der Vitamin-B,-Spiegel kann
jedoch sehr niedrig sein, ohne dass Ausfille auftreten. Die gewohnliche Tagesdosis liegt bei 1-10
ng, jedoch kommt es bei Tagesdosen von unter 500 pg kaum zu einer Erhhung des Vitamin-B,-
Spiegels bei alten Menschen. Die Bioverfiigbarkeit von Vitamin By, ist limitiert, ein Intrinsic-
Faktor-Mangel kann eine Rolle spielen. Im Alter ist die Resorption jedoch auch allgemein ver-
schlechtert und die Haufigkeit eines Mangels an Vitamin B;; nimmt zu (Carmel, 2008). Von den
65-74jahrigen hat jeder Zwanzigste einen Mangel, bei den {iber 75jdhrigen jeder Zehnte. Ein Vi-

tamin-B,-Defizit liegt bei Konzentrationen von < 150 pmol/l im Serum vor (Clarke et al., 2004).
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2.1.3.3. Folsaure

Ein Folsduredefizit liegt ab einer Konzentration von < 5 nmol/l im Serum vor, bei den 65-
74jahrigen hat jeder Zwanzigste einen Mangel, bei den iiber 75jdhrigen jeder Zehnte (Clarke et
al., 2004). Folsdure senkt das Auftreten von Neuralrohrdefekten, Down Syndrom, Krebs, Demenz
und Gefiihlsschwankungen. Die Senkung des Homocysteinspiegels ist einer der zugrunde liegen-
den Mechanismen. Folat wird bendtigt fiir die Nukleotid- und Methioninbiosynthese (Lucock,
2000). Ebenfalls schiitzt Folsdure vor einer retrobulbidren Neuropathie (De Silva et al., 2008),
sowie vor einer megaloblastischen Anidmie, Herzfehlern und vorgeburtlichen Missbildungen
(Ifergan und Assaraf, 2008). Nicht Schwangeren wird eine Folatzufuhr von 400 pg téglich,
Schwangeren eine Zufuhr von 600 pg tiaglich empfohlen (Ryan-Harshman und Aldoori, 2008).
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2.1.3.4. Transsulfurierung

Homocystein

\J'

Cystathionin

[Homoserin| 4

Cystein

Abbildung 5: Transsulfurierung

B6 = Vitamin B¢

CBS = Cystathionin-p-Synthase

CGL = Cystathionin-y-Lyase

SAH = S-Adenosylhomocystein

- = wird verstoffwechselt zu

[J = Substrat oder Produkt, welches weiter verstoffwechselt wird
o = Enzym, welches die Reaktion katalysiert

] = Vitamin, welches von dem Enzym benétig wird

Bei der Transsulfurierung katalysiert die Vitamin B4 abhdngige Cystathionin-f-Synthase zunichst die Reaktion von
Serin und Homcystein zu Cystathionin. Danach wird Cystathionin durch die ebenfalls Vitamin By abhéngige
Cystathionin-y-Lyase in Homoserin und Cystein umgewandelt.

Die Transsulfurierung stellt die Umwandlung von Homocystein in Cystein dar. Das Cystein kann
u.a. zur Glutathionsynthese verwendet werden (Tchantchou, 2006). Die Cystathionin-B-Synthase
(CBS) ist das erste Enzym der Transsulfurierung, es katalysiert die Umwandlung von Serin und
Homocystein zu Cystathion und Wasser. Das Enzym, ein Hamprotein (Kery et al., 1999), ist von
Pyridoxal abhédngig (Jhee und Kruger, 2005). Die CBS-Reaktion ist irreversibel und findet nur in
der Leber, der Niere, dem Diinndarm, dem Pankreas und dem Gehirn statt (Finkelstein, 2000).

Die Cystathion-y-Ligase katalysiert die Reaktion von Cystathion zu Cystein und ist ebenfalls von
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Vitamin B abhingig (Lima et al., 2006). Cystein ist der limitierende Faktor der
Glutathionsynthese (Garg et al., 2006).

2.1.3.5. Vitamin Bg

Ein Vitamin-Bs-Defizit kann kognitive Beeintrachtigungen und Demenz verursachen (Malouf et
al., 2003). Des Weitern setzt ein Vitamin-B¢-Defizit die Dopamineffizienz herab (Ebadi et al.,
1982) und steigert die hepatische Glutathionkonzentration (Lima et al., 2006). Pyridoxal-5-
Phosphat setzt die Wirkung von Cyaniden, Gentamin und Dopamin herab, da es Komplexe mit
diesen Substanzen bildet (Keniston et al., 1987).

Die Vitamin-Be-Gabe ist weit verbreitet, oft in einer hoheren Dosis als empfohlen (Zempleni,
1995). Nebenwirkungen der Vitamin-Be-Gabe sind Kopfschmerzen, Depressionen, chronische
Schmerzen und periphere Neuropathien, eine Gabe von bis zu 100 mg am Tag gilt als unbedenk-
lich (Bernstein, 1990). Eine Vitamin-Be-Gabe scheint das Risiko fiir Parkinson {iber einen Me-
chanismus unabhidngig vom Homocysteinstoffwechsel zu senken, wahrscheinlich durch

antioxidative Effekte und durch seine Rolle in der Dopaminsynthese (de Lau et al., 2006).
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2.1.4. Glutathion

2.1.4.1. Glutathionsynthese

Cystein
Glutamat (GCS>

y-Glutamylcystein

Glycin @

Glutathion

Abbildung 6: Glutathionsynthese

GCS = y-Glutamylcysteinsynthetase

GS = Glutathionsynthetase

- = wird verstoffwechselt zu

[ = Substrat oder Produkt, welches weiter verstoffwechselt wird
o = Enzym, welches die Reaktion katalysiert

Bei der Glutathionsynthese werden Cystein und Glutamat durch die y-Glutamylcysteinsynthetase in v-
Glutamylcystein umgewandelt. Die Glutathionsynthetase katalysiert die Reaktion von y-Glutamylcystein und Glycin
zu Glutathion.

Glutathion wird liberwiegend in der menschlichen Leber gebildet (Mosharov et al., 2000). Die
Glutamylcysteinsynthetase (GCS) katalysiert die Synthese von Glutamylcystein aus den Amino-
sduren Cystein, Glutamat und ATP. Dieses Enzym sowie die Verfiigbarkeit von Cystein limitie-
ren die Glutathionsynthese (Lu, 2008). Die GSC wird durch Glutathion iiber einen nicht alloster-
ischen Feedback-Mechanismus gehemmt (Richman und Meister, 1975). Die Glutathionsynthetase
(GS) benétigt ATP und die Aminosdure Glycin sowie Glutamylcystein zur Synthese von

Glutathion (Huang et al., 1995).
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Glutathion spielt eine Rolle bei der Detoxifikation, als mitochondriales Antioxidans und in der
Modulation der Zellproliferation. Oxidativer Stress erhoht die Expression der Gene fiir die En-
zyme der Glutathionsynthese. Bei Dysfunktion der Synthese kann es zu Diabetes, zur

Lungenfibrose, zur cholestatischen Leberschidigung und zu Tumoren kommen (Lu, 2008).

2.1.4.2. Glutathion als Antioxidans

Glutathion-
Peroxidase

H202 2 H20
\/
2 GSH| ¢ —— » [GSSG
NADP+ NADPH+H+

Glutathion-
Reduktase

Abbildung 7: Entgiftungsfunktion des Glutathions

GSH = Glutathion (reduziertes Glutathion)

GSSG = Glutathion-Disulfid (oxidiertes Glutathion)

H,O = Wasser

H,0, = Wasserstoffperoxid

NADP" = Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (oxidierte Form)
NADPH H' = Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (reduzierte Form)
- = wird verstoffwechselt zu

[J = Substrat oder Produkt, welches weiter verstoffwechselt wird

o = Enzym, welches die Reaktion katalysiert

Die Wirkung des Glutations als Antioxidans kommt dadurch zustande, dass die Glutathion-Peroxidase reduziertes
Glutathion und Oxidantien z.B. Wasserstoffperoxid in Wasser und oxidiertes Glutathion umwandelt. Die Glutathion-
Reduktase katalysiert in einer NADPH'H' abhiingigen Reaktion oxidiertes Glutathion wieder zu reduziertem
Glutathion und NADP".
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Glutathion liegt in zwei unterschiedlichen Formen, der reduzierten (GSH) und der oxidierten
(GSSG) Form, vor (Leeuwenburgh und Ji, 1995). Glutathion ist eines der bedeuteten Antioxidan-
tien im Korper (Ji und Fu, 1992) und beeinflusst das mitochondriale Redoxpotential (Seyfried
und Wiillner, 2007), welches eine wichtige Rolle in der Kaskade des Zelltodes spielt (Hall, 1999).
Das Enzym Glutathionperoxidase (GP) reduziert Oxidantien wie z.B. Wasserstoffperoxid (H,O5)
zu Wasser (H,0), indem es Glutathion (GSH) zu Glutathiondisulfid oxidiert (GSSG) (Heyob et
al., 2008). Die Regeneration reduzierten Glutathions erfolgt durch die Glutathionreduktase (GR)
aus Glutathiondisulfid (GSSG), die Glutathionreduktase benétigt hierfiir NADP 'H', welches sie
zu NADP" oxidiert (Kussmaul et al., 1999).

Das Gehirn bendtigt 20 % des Sauerstoffes (O,), der dem menschlichen Korper zu Verfligung
steht und ist somit der Hauptsauerstoffverbraucher. Der oxidative Metabolismus ist dort sehr
hoch, es fallen viele toxische O,-Metaboliten an, die entgiftet werden miissen. Das Tripeptid
Glutathion als Antioxidans ist deshalb im Gehirn besonders wichtig (Dringen, 2000). Im Alter
entstehen vermehrt neuronale Defizite, induziert durch oxidativen Stress, moglicherweise durch

unzureichende Glutathionspiegel (Bains und Shaw, 1997).

2.1.5. Verhaltnis der Homocysteinabbauwege

2.1.5.1. Verhaltnis der Homocysteinabbauwege unter normalen Bedingungen

Der Homocysteinzyklus kann in jedem Gewebe iiber die Transmethylierung ablaufen, die
Transsulfurierung findet jedoch nur in der Leber, dem Pankreas, der Niere, dem Diinndarm und
dem Gehirn statt (Finkelstein, 1998). In kardiovaskuldren Geweben werden die CBS und die
BHMT nicht exprimiert, die Verstoffwechselung von Homocystein lduft hier ausschlielich iiber
die MS. Kardiovaskuldre Gewebe sind so bei hohen Homocysteinkonzentrationen besonders
verwundbar, da der Abbau von Homocystein eingeschriankt ist (Chen et al., 1999). Die Leber
besitzt ein Isoenzym von MAT, so ist sie in der Lage, besonders viel Methionin zu
verstoffwechseln (Finkelstein, 1998).

SAM ist ein Inhibitor der MTHFR und ein Aktivator der CBS, so wird bei hohen SAM Konzent-
rationen die Remethylierung gehemmt und die Transsulfurierung gefordert. SAM wird irreversi-

bel zu Cystein abgebaut und dadurch dem Kreislauf entzogen. Bei niedrigen SAM Konzentratio-
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nen wird die Remethylierung nicht gechemmt. Methionin und somit auch SAM konnen vermehrt

regeneriert werden (Selhub, 1999).

2.1.5.2. Verhéltnis der Homocysteinabbauwege unter oxidativem Stress

Oxidativer Stress, z.B. durch H,O,, fordert die Transsulfurierung und hemmt die Remethylierung,
da die CBS aktiviert wird (Persa et al., 2004). Homocysteingabe induziert die GCL, dies ist ein
Mechanismus, der dem oxidativem Stress bei einer Hyperhomocysteindmie entgegenwirkt (Bea
et al., 2008). Die Transsulfurierung ist redoxsensitiv, das kann als autokorrektive Antwort ange-
sehen werden, so wird die Glutathionsynthese bei Zellen die vermehrtem oxidativem Stress aus-
gesetzt sind gefordert (Mosharov et al., 2000).

Ein reduzierter Glutathionmetabolismus hingegen verhindert die Inaktivierung von Hydrogenper-
oxid und scheint die Formation von toxischen Hydroxylradikalen anzuregen (Jenner et al., 1992).
Eine reduzierte Transsulfurierung fiithrt zu einer verminderten Zellvitalitit unter oxidativen Be-

dingungen (Vitvitsky et al., 2006).

2.2. Hyperhomocysteinamie

2.2.1. Allgemeines

Totales Homocystein (tHcys) ist definiert als die Summe aller Homocysteinarten im Plasma und
im Serum inklusive der freien und der gebundenen Formen (Ueland et al., 1993). Die totale
Homocysteinkonzentration im Plasma (tHcys) hdngt von dem Geschlecht, dem Alter und der
Herkunft ab. Die durchschnittlichen Werte in den USA betragen fiir weile Méanner 9,6 pmol/l,
fiir weile Frauen 7,9 pmol/l, fiir schwarze Ménner 9,8 umol/l und fiir schwarze Frauen 8,2
umol/l (Jacques et al., 1999). Bei Kindern sind die tHcys Werte deutlich niedriger: bei weillen
Jungen 6,2 umol/l, bei weilen Médchen 5,8 pmol/l, bei schwarzen Jungen 6,4 pmol/l und bei
schwarzen Médchen 6,1 pumol/l (Must et al., 2003).

Ein normaler Homocysteinspiegel liegt im Bereich zwischen 5-10 pmol/l (Yang et al., 2005). Ab

einer Konzentration von iiber 10 pmol/l beginnt das Risiko fiir das Auftreten von kardiovaskula-
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ren Erkrankungen anzusteigen. Ab Werten von iiber 12 pmol/l spricht man von einer moderaten
Hyperhomocysteindmie. Diese Konzentrationen werden als zytotoxisch angesehen und treten bei
5 bis 10 % der Bevolkerung auf. Empfohlen werden Konzentrationen von kleiner als 10 pmol/l
(Stanger et al., 2003).

Folsdure-, Vitamin-B,,- und Vitamin-Bg-Defizite und reduzierte Enzymaktivititen inhibieren den
Abbau von Homocystein, es folgt eine erhohte Homocysteinkonzentration. Eine
Hyperhomocysteindmie ist assoziiert mit einer Verdnderung in der vaskuldren Morphologie, dem
Verlust der endothelialen antithrombotischen Funktion und der Induktion von

prokaogulatorischen Prozessen (Stanger et al., 2004).

2.2.2. Ursachen der Hyperhomocysteindmie

2.2.2.1. Vitaminmangelerscheinungen

Mogliche Ursachen der Hyperhomocysteindmie sind Folatdefizite, Vitamin-B;,-Defizite und Vi-
tamin-Bg-Defizite. Durch einen Mangel dieser Vitamine kann Homocystein nicht mehr in ausrei-
chender Menge tiber die Transsulfurierung und die Remethylierung verstoffwechselt werden, es
resultiert eine Hyperhomocysteindmie. So fiihrt ein selektives Folsduredefizit zu einer zwei- bis
vierfachen Erh6hung des tHcys (Lin et al., 1989). Niedrige zirkulierende Folatspiegel und Vita-
min-Be-Spiegel erhohen das Risiko fiir das Auftreten eines Schlaganfalls, einer KHK, einer peri-
pheren vaskuldren Erkrankung und einer Arteriosklerose (Robinson et al., 1998). Ein Vitamin-Be-
Defizit kann vaskulire kognitive Schiden infolge eines erhohten Homocysteinspiegels verursa-
chen (Troen et al., 2008). Auch bei einem Vitamin-B,,-Defizit ist das tHcys erhoht, es kann zu
endothelialen Dysfunktionen (Zittan et al., 2007) und vaskuldren Erkrankungen kommen
(Brattstrom et al., 1988).

2.2.2.2. Enzymdefekte

Eine weitere Ursache der Hyperhomocysteindmie sind Defekte der am Homocysteinstoffwechsel

beteiligten Enzyme. Durch Genmutationen entstehen Enzymen, die entweder gar nicht mehr ihre

Funktion ausiiben oder die ihre Funktion nur noch eingeschréinkt ausfiihren konnen.
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Ein CBS-Defizit ist der Hauptgrund fiir die erbliche Hyperhomocysteindmie, derzeit sind iiber
100 unterschiedliche Mutationen im CBS-Gen bekannt (Fowler, 2005). Héufig wird der CBS-
Mangel autosomal-rezessiv vererbt (Gaustadnes et al., 2002). Man unterscheidet bei den CBS-
Mutationen zwischen Vitamin Bg responsiven und nichtresponsiven Formen. Die Vitamin-Be-
Responsiven sprechen auf eine Substitutionstherapie mit Vitamin Bg an, ihre Symptome verbes-
sern sich. Bei Nonresponsiven zeigt sich keine Verdnderung nach einer Vitamin-Bg-Substitution.
Die beiden Hauptmutationen sind 1287T, welche Vitamin B¢ responsiv ist, und G307S, die nicht
Vitamin B¢ responsiv ist (Kraus, 1998). Unbehandelte Responsive haben im Durchschnitt einen
hoheren 1Q als Nonresponsive, auch die typischen Symptome wie Dislokation der optischen Lin-
se, thrombotische Ereignisse, Osteoporose und Tod treten bei unbehandelten Responsiven in ei-
ner geringeren Anzahl auf als bei Nonresponsiven (Mudd et al., 1985). Bei einem CBS-Defizit
kann der Homocysteinspiegel auf bis zu 100-500 pmol/l ansteigen (Yang et al., 2005), und es
konnen geistige Retardierung und epileptische Anfille auftreten (Ramakrishnan et al., 2006).

Ein weiterer hdufiger Enzymdefekt liegt im MTHFR-Gen und wird autosomal-rezessiv vererbt.
Typische Merkmale dieser Mutation sind erhdhte Homocysteinlevel im Plasma, Homocystinurie,
Progressive Ataxie, Dysarthrie, Tremor und geistige Verdnderungen (Bishop et al., 2008). Die
héufigsten Mutationen sind 677C>T und 1298A>C Polymorphismen, wobei die 677 Mutation
schwerwiegender ist. Bei der 677 Mutation ist das Folat im Serum erniedrigt, das tHcys im Plas-
ma ist erhoht. Bei der Mutation 1298 ist das auch der Fall, jedoch ein einem geringeren Ausmalf}
(Ulvik et al., 2007). Auch eine Inhibition der an der Remethylierung beteiligten BHMT kann eine
Hyperhomocysteindmie verursachen (Collinsova et al., 2006).

Ebenfalls kann einer Hyperhomocysteindmie eine Mutation der MAT zugrunde liegen
(Linnebank et al., 2005). Bei diesem Defekt treten neurologische Probleme, -eine
Demyelinisierung sowie eine milde kognitive Beeintrdchtigung auf (Chamberlin et al., 2000).
Deutlicher als die Hyperhomocysteindmie ist bei einer MAT-Mutation die Hypermethionindmie,
da Methionin nicht weiter verstoffwechselt werden kann (Ubagai, 1995).

Weitere Mutationen kénnen in der MS (2756A>G) und in der MSR (66A>G) auftreten. Diese
Defekte zeigen jedoch keine Verdnderungen der Homocysteinkonzentration in Plasma (Jacques et
al., 2003). Bei einer MSR-Mutation konnen Embryonen kleiner als normal sein und ein geringe-
res Gewicht haben, héufiger als normalerweise konnen Herzseptumdefekte und Neuralrohrdefek-
te auftreten (Deng et al., 2008). Andere Autoren berichten iiber das Auftreten von milden

Hyperhomocysteindmien auch bei MS- und MSR-Mutationen (Rozen, 2000).



26

2.2.2.3. Weitere Ursachen der Hyperhomocysteindmie

Auch Medikamente konnen eine Hyperhomocysteindmie verursachen. Eine L-Dopamedikation
erhoht das tHcys, da L-Dopa u.a. liber die SAM-abhidngige COMT methyliert werden kann
(s.2.3.3.) (Allain et al., 1995). Ebenfalls verursachen einige antiepileptische Medikamente eine
Hyperhomocysteindmie (Obeid et al., 2007), besonders Phenytoin, Phenobarbital und Primidon
(Apeland et al., 2001). Auch eine Valproat- oder Carbamazepin-Therapie erhohen die Plasma-
spiegel von Homocystein (Karabiber et al., 2003), ebenso wie die Gabe von Methotrexat und
Sulfasalazin (Wei et al., 2007).

Eine Hyperhomocysteindmie kann auch als Begleiterscheinung bei anderen Krankheiten auftre-

ten, so z.B. bei dem Marfan-Syndrom und dem Diabetes (Ramakrishnan et al., 2006).

2.2.3. Folgen der Hyperhomocysteinamie

2.2.3.1. Kardiovaskulare Folgen

Die Hilfte aller Todesfidlle geht derzeit auf kardiovaskulédre Erkrankungen und ihre Komplikatio-
nen zurlick (Stanger et al., 2004). Erhohtes tHcys entspricht dem allgemeinen Risiko von Rau-
chen und Hyperlipiddmie fiir vaskulidre Erkrankungen und gilt als ein unabhédngiger Risikofaktor
(Graham et al., 1997). Eine Hyperhomocysteindmie erhoht die kardiovaskuldre Mortalitdt und ist
assoziiert mit chronischem Herzversagen (Selhub, 2008). Erhdhtes tHcys stellt einen Risikofaktor
fiir die koronare Herzkrankheit (KHK) dar (Nielsen et al., 2000). Die MTHFR-Mutation 677 er-
hoht das Risiko fiir das Auftreten einer KHK sogar um 16 % (Klerk et al., 2002). Bei diesem
Mangel tritt die KHK deutlich friither auf als bei ansonsten Gesunden (Kluijtmans et al., 1996).

Ebenso ist die Hyperhomocysteindmie ein unabhéngiger Risikofaktor fiir die Entwicklung einer
Arteriosklerose (Yang et al., 2005), 20-30 % der Patienten mit Arteriosklerose haben erhohte
Homocysteinspiegel (Tsai et al., 1994). Eine weitere Komplikation ist das Auftreten eines Hyper-
tonus, so kann es bei einem Vitamin-Bg-Defizit und der Mutation MTHFR 677 zu der Ausbil-
dung eines Bluthochdruckes kommen (Lin et al., 2008). Hohe Homocysteinwerte stehen in einer
unabhingigen Beziehung zu isolierten systolischen Hypertension bei élteren Menschen (Sutton-

Tyrrell et al., 1997).
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Eine weitere schwerwiegende Folge der Hyperhomocysteindmie ist die Schidigung der Gefal3-
wand und des Gerinnungssystems (Selhub und D’Angelo, 1998). So treten bei der
Hyperhomocysteindmie vermehrt thrombotische Ereignisse auf (Sachdev, 2005), bei der CBS-
Mutation 833 werden mehr Thromboembolien verzeichnet (Linnebank et al., 2003). Eine
MTHFR-Mutation und das Faktor 5 Leiden erhdhen das Risiko der vendsen Thromboembolie
leicht (Eldibany und Caprini, 2007). Bei dem MTHFR-Defizit 677 und niedrigen Folatwerten
steigt das Auftreten von arteriellen Nierenthrombosen (Queffenlou et al., 2002). Ferner ist eine
Hyperhomocysteindmie assoziiert mit venosen Thrombosen und zerebralen Venenthrombosen bei
Neugeborenen (Nagaraja et al., 2008). Polymorphismen des Homocysteinmetabolismus und ein
vermehrtes Auftreten von intrakraniellen Aneurysmen wurden beschrieben (Semmler et al.,
2008). Eine Erhohung des tHcys sowie ein Vitamin-Be- und Folsduremangel sind assoziiert mit
Carotisstenosen bei dlteren Menschen (Selhub et al., 1995).

Viele biologische Mechanismen werden derzeit in Bezug auf die kardiovaskuldre Pathologie von
Homocystein diskutiert. Homocystein schidigt das vaskuldre Endothel bei defizitiren MTHFR-
Triagern und CBS-Tragern (Wang et al., 1992). In den dysfunktionalen Epithelien kann es bei
Homocysteindmie zu toxischen schwefelhaltigen Ansammlungen in den zerstorten Zellen kom-
men (de Groot et al., 1983).

Die Hyperhomocysteindmie flihrt z.B. zur endothelialen Dysfunktion, welche durch oxidativen
Stress verursacht wird (Chambers et al., 1999). Durch das Homocystein kommt es zur Produktion
von Oxidantien, die Aminosdure kann auflerdem mit der Schwefelgruppe von Proteinen reagieren
und so Disulfide bilden. Ebenfalls kann Homocystein in ein sehr reaktionsfreudiges Thiolacton
umgewandelt werden, welches mit Proteinen und Enzymen interagieren und diese veréndern
kann (Ramakrishnan et al., 2006).

Auflerdem stimuliert Homocystein die Cholesterin- und Triglyceridsynthese (O K et al., 1998).
Ebenfalls wird durch Homocystein das vaskuldre Muskelzellwachstum stimuliert und eine
Hemmfunktion auf das Endothelzellwachstum ausgeiibt (Tsai et al., 1994). Eine Erhéhung des
tHcys verringert die Dilatation der Skelettmuskelzellen durch NO-Mangel (Ungvari et al., 1999).
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2.2.3.2. Neurologische Folgen

Neben kardiovaskuldren Folgen treten bei einer Hyperhomocysteindmie auch neurologische Fol-
gen auf. Ein erhohter tHcys Spiegel ist ein unabhéngiger Risikofaktor fiir das Auftreten eines
Schlaganfalls bei idlteren Personen (Boston et al., 1999). So steigt bei einer MTHFR-Mutation
677 das Risiko an, einen ischdmischen Schlaganfall zu erleiden (Harmon et al., 1999). Die
MTHFR-Mutation erhoht bei Kindern nicht nur das Risiko fiir Schlaganfille, sondern auch fiir
eine transitorische ischdmische Attacke (TIA) und fiir weitere zerebrovaskuldre Erkrankungen
(Prengler et al., 2001).

Erhohte tHeys Werte sind assoziiert mit kognitiven Schidden im Frontallappen, die Hauptkompo-
nente liegt bei kleineren oder groferen Schlaganfillen, auch ein nicht vaskuldrer neurotoxischer
Effekt von Homocystein scheint eine Rolle zu spielen (Sachdev et al., 2003). Ein Folatdefizit und
die resultierende Hyperhomocysteindmie fithren zu einem erhohten Schlaganfallrisiko, zu einem
erhohten oxidativen DNA-Schaden und zu zerebralen ischimischen Gehirnverletzungen (Endres
et al., 2005).

Auch ist eine Hyperhomocysteindmie ein unabhéngiger Risikofaktor fiir ein Gedédchtnisdefizit im
Alter (Nurk et al., 2005). Es existiert eine gegensétzliche Beziehung zwischen erhohtem tHcys
und verschiedenen kognitiven Bereichen (Elias et al., 2005). Erhohte Homocysteinwerte steigern
das Risiko an einer Demenz zu erkranken (Seshadri et al., 2002). Viele alte Menschen haben ein
Vitamin-Bi,- und ein Folatdefizit und eine hohere Wahrscheinlichkeit an M. Alzheimer zu er-
kranken (Joosten et al., 1997). Eine Hyperhomocysteindmie ist ebenfalls assoziiert mit einer nied-
rigeren geistigen Leistung bei nicht dementen &lteren Menschen (Prins et al., 2002).

Eine Hyperhomocysteindmie und niedriges Folat sind Korrelate von depressiven Symptomen bei
mittelalten Patienten (Sachdev et al., 2005). Es besteht eine Assoziation zwischen einem niedri-
gen Vitamin-B-Status und dem Auftreten einer Depression (Obeid et al., 2007).

Ebenso scheint das tHcys eine Bedeutung bei der Schizophrenie zu haben, in der
Exazerbationsphase der Erkrankung ist das tHcys erhoht, in der Remissionsphase der Erkrankung
ist das tHcys erniedrigt (Petronijevic et al., 2008).

Eine Erhohung des tHcys scheint eine Rolle bei Epilepsie zu spielen (Obeid et al., 2007). Die
MTHFR-Mutationen 677 und 1298 traten bei Patienten mit Epilepsie signifikant hdufiger auf als

bei gesunden Menschen (Caccamo et al., 2004).
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Eine Verbindung zwischen Hyperhomocysteindmie und Multiple Sklerose wird diskutiert (Obeid
et al., 2007).

Auch bei M. Parkinson spielt die Hyperhomocysteindmie eine Rolle, erhohtes tHcys und niedrige
Folatspiegel verursachen eine Sensitivierung der dopaminergen Neurone gegeniiber Umweltein-
fliissen, welche zur Dysfunktion und zum Zelltod fithren (Duan et al., 2002).

Homocystein ist an der Pathogenese von mehreren neurodegenerativen Erkrankungen beteiligt,
wichtige Mechanismen der homocysteinbedingten Neurodegeneration sind folgende:
Homocystein verursacht oxidativen Stress, DNA-Schdden, triggert die Apoptose und wirkt direkt
toxisch (Sachdev, 2005). Homocystein erhoht die Vulnerabilitit in den Neuronen im
Hippocampus durch oxidativen Stress sowie durch direkte Toxizitdt, so induziert es die Apoptose
in Neuronen im Hippocampus (Kruman et al., 2000). Ein weiterer Pathomechanismus der durch
Homocystein verursachten Neurotoxizitit kommt zustande durch eine Uberstimulation der N-
Methyl-D-Aspertat-Rezeptoren (NMDA-Rezeptoren). Homocystein wirkt als Agonist an der
Glutamatbindungsstelle des Rezeptors und als Antagonist an der Glycinbindungsstelle (Lipton et
al., 1997).

2.2.3.3. Andere Folgen

Die Hyperhomocysteindmie erhoht das Risiko fiir osteoporotische Frakturen bei dlteren Men-
schen, es kommt zum Knochendichteverlust und zu Hiiftfrakturen, so setzen niedrige Vitamin-
spiegel der B Gruppe die Knochengesundheit herab (McLean et al., 2008). Ein Vitamin-B,-
Defizit gilt als Risikofaktor fiir Osteoporose und Knochendeformationen (Tucker et al., 2005).
Die Hyperhomocysteindmie steht in Verbindung mit Schwangerschaftskomplikationen und Ent-
wicklungsstorungen. Hinzu kommt, dass durch neonatale Hypoxie die Homocysteinkonzentration
ebenfalls erhoht werden kann (Blaise et al., 2005). Des Weitern ist ein erhohtes tHeys assoziiert
mit Priaeklampsie und Eklampsie, der Schweregrad nimmt mit steigendem Homocystein zu
(Hoque et al., 2008). Ebenso wird Homocystein als Risikofaktor fiir einen Neuralrohrdefekt dis-
kutiert (Selhub, 2008).

Auch in der Augenheilkunde spielt die Hyperhomocysteindmie eine Rolle, die MTHFR-Mutation
677 ist assoziiert mit einer Makroangiopathie (Maeda et al., 2006). Bei CBS-Mutationen kann

eine Abnahme von Cystein eine Abnahme von Glutathion bedingen und zu Augenerkrankungen
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filhren. Es kann zu einer Dislokation der Linse, zu sekunddren Glaukomen, zur Optikusatrophie
und zu Ablagerungen in der Retina kommen (Ramakrishnan et al., 2006).

Eine weitere Komplikation der Hyperhomocysteindmie ist eine Zunahme der Leberverfettung
und -fibrose bei chronischen Hepatitis C Patienten (Adinolfi et al., 2005). Bei Alkoholikern ist
eine Hyperhomocysteindmie assoziiert mit dem Auftreten einer Gehirnatrophie, bei der Alkohol-

entwohnung kommt es bei erhohtem tHcys zu vermehrten Krampfen (Bleich et al., 2004).

2.2.4. Vitamingabe bei Hyperhomocysteindmie

Folsduresubstitution senkt den Homocysteinspiegel und ist somit eine sinnvolle Therapieoption
bei einer Hyperhomocysteindmie (Mattson et al., 2002). Folsduregabe senkt bei Langzeitbehand-
lung und normalen Vitamin-Bi,-Spiegeln das tHcys bei Patienten mit KHK, ebenfalls nimmt bei
der Folatsubstitution die Karotiden-Intima-Media-Dicke ab (Fernandez-Miranda et al., 2007).
Das Risiko von kognitiven Einschriankungen im Alter kann durch Folatgabe reduziert werden
(Kado et al., 2005). Folsduretherapie kann bei Kindern nach einem Schlaganfall und bei Kindern,
die mit antiepileptischen Medikamenten behandelt werden, gegeben werden, wodurch der
Plasmahomocysteinspiegel sinkt (Cardo et al., 1999). Bei der Substitutionstherapie hat 5-MTHF
die gleich Wirkung wie Folsdure (Litynsti et al., 2002). Folsdurebehandlung und Vitamin-B;-
Behandlung senken das tHcys-Level bei Neugeborenen (Nagaraja et al., 2008).

Ebenfalls verdndern sich durch die Vitaminsubstitution die Plasmakonzentrationen von
endothelialen Markern wie Thrombomodulin, von Willebrandfaktor und Plasminogenaktivator
(PTA), so ist z.B. die PTA nach einem Schlaganfall und Vitaminsubstitution niedriger als ohne
Vitamingabe (Macko et al., 2002).

Niedrige Homocysteinkonzentrationen durch Folsdure-, Vitamin Bj,- und Vitamin-Be-Gabe sen-
ken das kardiovaskuldre Risiko bei CBS Patienten (Wilcken und Wilcken, 1997). Bei einem
CBS-Defizit ist die erste Therapieoption die Vitamin-B¢- und Cysteingabe (Ramakrishnan et al.,
2006). Betaintherapie ist eine sinnvolle Behandlungsoption bei den Nonresponsern (Wilcken et
al., 1983).

Bei Trigern der MTHFR-Mutation 677 senkt die Vitamin-Bj,- und Folséuresubstitution das

tHcys (Moriyama et al., 2002). Die Effizienz von der Vitamin-B;- und Folsduresubstitution in



31

Bezug auf das Plasmahomocystein ist jedoch abhéngig von dem jeweiligen MTHFR Genotyp
(Nakamura et al., 2002).

Eine {iberwachte orale Substitution mit Vitamin By, gilt als erste Therapieoption bei neurologi-
schen Fehlfunktionen durch ein Vitamin Bi,—Defizit (Wellmer et al., 2006).

Vitamin C kann gegen, durch Homocystein induzierten, oxidativen Stress gegeben werden um
der endothelialen Dysfunktion entgegenzuwirken (Chambers et al., 1999). Eine SAM-
Substitutionstherapie kann bei der Behandlung der Depression eingesetzt werden (Bressa, 1994),

ebenso scheint die SAM-Gabe gegen Osteoarthritis zu helfen (Soeken et al., 2002).
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2.3. M. Parkinson

2.3.1. Allgemeines

M. Parkinson ist eine der hiufigsten neurodegenerativen Erkrankungen mit altersabhingiger Pré-
valenz (Eggert et al., 2008). Juveniler Parkinson ist sehr rar und meist genetisch bedingt (Schrag
und Schott, 2006). Die Hauptsymptome der Erkrankung sind Bradykinesie, Rigor und Tremor
(Gelb et al., 1999). Haufig werden auch eine Verdnderung der Sprache, ein abnormaler Gang
(Mutch et al., 1986), sowie Schluck- und Kaustérungen beobachtet (Hartelius und Svensson,
1994). Im Verlauf der Krankheit kommt es zu nicht motorischen Symptomen wie Depression,
Verlust der Motivation, Passivitit und Demenz (Miyasaki et al., 2006). Des Weiteren wird iiber
Angst, Miidigkeit und Schlafstérungen berichtet (Shulman et al., 2002).

Es existiert kein spezifischer Diagnosetest fiir M. Parkinson, man muss die klinischen Zeichen
genau beachten um den M. Parkinson von den Differenzialdiagnosen, die auch als Parkinson plus
Syndrome bezeichnet werden, unterscheiden zu kdnnen. Die Differenzialdiagnosen sind die Pro-
gressive Supranukledre Lihmung (PSP), die Multisystem Atrophie (MSA), die kortikobasale De-
generation (CBD), der vaskuldre Parkinsonismus (VP) und der Parkinsonismus mit Demenz
(Lewy bodies, LBD) (Bhat und Weiner, 2005).

Die Pathologie zeigt den Verlust von Neuromelanin enthaltenden Monoaminneuronen, besonders
von Dopaminneuronen in der Substantia nigra pars compacta (Fahn, 2003). Uber 80 % der
dopaminergen nigrostriatalen Neuronen sind bei M. Parkinson Patienten bereits untergegangen
wenn es zu Symptomen kommt (Spina und Cohen, 1989). In diesen Dopaminneuronen finden
sich zytoplasmatische eosinophile Einschiisse, so genannte Lewy bodies (Fahn, 2003). Lewy
bodies finden sich in der Substantia nigra, dem Hypothalamus, dem Hypocampus, in autonomen
Gliazellen und im olfaktorischen Trakt (Nussbaum und Polymeropoulos, 1997).

Die genaue Atiologie des M. Parkinson ist ungeklirt (Corti et al., 2005), Umweltfaktoren und
genetische Faktoren scheinen eine Rolle zu spielen (Warner und Schapira, 2003). Vier Genloci
wurden bislang mit dem neuronalen Zelltod bei M. Parkinson in Verbindung gebracht, ein Gen-
produkt ist a-Synuklein, ein Bestandteil der Lewy bodies (Riess et al., 2000). Mutationen im
Synuklein-Gen fiihren zu einem familiiren Morbus Parkinson mit hoher Penetranz (Xu et al,

2002). Eine weitere Komponente ist die autosomal-dominant erbliche Mutation fiir die Ubiquitin-
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Hydrolase (Polymeropoulos, 2000). Entziindlich immune und autoimmune Zeichen konnten in
post mortem Gehirnen festgestellt werden (Wersinger und Sidhu, 2006).

Mogliche Therapieoptionen sind die L-Dopa-Behandlung, die Dopa-Agonisten-Therapie, die
Gabe von COMT- und MAO-Hemmer, die Amantadin-Behandlung sowie die tiefe Hirnstamm-
stimulation (Weiner, 2006).

Die Krankheit ist ein fortschreitender Prozess (Fahn, 2003), die Progression von M. Parkinson ist

individuell jedoch sehr unterschiedlich (Shulman et al., 2008).

2.3.2. Nebenwirkungen der L-Dopa Medikation bei M. Parkinson

L-Dopa wurde 1967 in die Parkinsontherapie eingefiihrt (Fahn, 2006) und stellt nach wie vor die
effektivste Behandlung von M. Parkinson dar (Thanvi und Lo, 2004).

Es ist bis heute nicht geklart ob L-Dopa neurotoxisch oder neuroprotektiv wirkt (Fahn, 2006). L-
Dopa erzeugt in Zellkulturen freie Radikale und hat so einen toxischen Effekt (Halkias et al.,
2007). L-Dopa fiihrt in vitro bei katecholinergen Zellen zur Apoptose und somit zu neuronalen
Schiden, dies wiirde die Progression von M. Parkinson beschleunigen (Walkinshaw und Waters,
1995). Andererseits wird L-Dopa jedoch auch ein neuroprotektiver Effekt zugesprochen (Bhat
und Weiner, 2005).

Nach einigen Jahren treten L-Dopa-resistente Phanomene auf. Infolge der Krankheit kommt es zu
Versteifungen, zu Sprachschidden, zur autonomen Dysfunktion, zu Stimmungsschwankungen und
kognitiven Einschrinkungen (Thanvi und Lo, 2004). Ebenso kommt es zu Gang-, Balance- und
Schlafproblemen (Rascol et al., 2003).

Hauptnebenwirkung der L-Dopatherapie sind Fluktuationen und Dyskinesien (Fahn, 2003). Zu
den durch L-Dopa induzierten Dyskinesien gehdren Chorea und Dystonien, auch Myoklonien
konnen auftreten (Fahn, 2000). Nach Jahren tritt bei L-Dopa ein Wirkungsverlust auf und die
Akinesie nimmt zu, dieses Phdnomen wird als "end of dose” oder "wearing off” bezeichnet (Wei-
ner, 2006). L-Dopa verursacht gastrointestinale und neuropsychische Nebenwirkungen (Halkias
et al., 2007), so kann dieses Medikament z.B. Psychosen induzieren (Thanvi und Lo, 2004).
Erhohte Homocysteinspiegel und erniedrigte Folatspiegel kommen bei Patienten mit Parkinson,
die mit L-Dopa behandelt werden, gehéuft vor (Obeid et al., 2007). Die Hyperhomocysteindmie
bei M. Parkinson ist vermutlich Folge der Methylierung von L-Dopa durch die COMT (Qureshi
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et al., 2008). Bei einer L-Dopatherapie sind die Cystein- und Schwefelkonzentrationen im Plasma
normal (Allain et al., 1995), auch Cysteinglycinspiegel sind nicht erhdht (Kuhn et al., 1998). Eine
chronische Gabe von L-Dopa steigert das tHcys, die dann zum Fortschreiten der Erkrankung

durch neuropsychische Symptome und vaskulidre Nebenwirkungen fiihrt (Miiller, 2008).

2.3.3. Wirkung von L-Dopa auf den Homocysteinstoffwechsel

L-Dopa
SAM
SAH
h 4
3-OMD

Abbildung 8: L-Dopaabbau

COMT = Catechol-O-Methyl-Transferase

L-Dopa = Levo-Dopa

3-OMD = 3-O-Methyl-Dopa

SAM = S-Adenosylmethionin

SAH = S-Adenosylhomocystein

- = wird verstoffwechselt zu

[J = Substrat oder Produkt, welches weiter verstoffwechselt wird
o = Enzym, welches die Reaktion katalysiert

Die Catechol-O-Methyl-Transferase katalysiert die Reaktion von Levo-Dopa und S-Adenosylmethionin zu S-
Adenosylhomocystein und 3-O-Methyl-Dopa.

Levo-Dopa (L-Dopa) wird im Gastrointestinaltrakt, in der Niere und in der Leber durch die
Dopa-Decarboxylase, welche Vitamin Bg als Cofaktor braucht, zu Dopamin metabolisiert. Die

zentrale Umwandlung von L-Dopa in Dopamin geschieht an dopaminergen, an serotonergen und
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an adrenergen Nervenendigungen durch die Decarboxylase. Dopamin wird iiber die Catechol-O-
Methyl-Transferase (COMT) und iiber die Monoaminoxidase (MAO) metabolisiert. Die Haupt-
abbauprodukte von Dopamin sind Homovanillinsdure und Dihydroxyphenylessigsdure. 70-80 %
der Abbauprodukte werden iiber den Urin ausgeschieden (Halkias et al., 2007).

Die Verstoffwechselung von L-Dopa verbraucht SAM, die COMT Kkatalysiert die Reaktion von
L-Dopa und SAM zu SAH und 3-O-Methyl-Dopa (3-OMD) (Heider et al., 2004). Die
Methylierungsrate ist bei L-Dopa 4-5 mal hoher als bei Dopamin (Liu et al., 2000). L-Dopa indu-
ziert die Enzyme MAT und COMT, so beschleunigt L-Dopa seinen eigenen Abbau (Zhao et al.,
2001).

Bei einem alternativen Abbauweg der Desaminierung von Dopamin entsteht durch die
Monoaminoxidase (MAO) neben Dihydroxyphenylessigsdure und Homovanillinsdure auch Was-

serstoffperoxid, ein schiadliches Oxidans (Spina und Cohen, 1989).

2.3.4. Folsauregabe bei M. Parkinson

Derzeit befiirworten einige Autoren eine Folsduresubstitutionstherapie zur Behandlung der
Hyperhomocysteindmie bei Patienten mit M. Parkinson (dos Santos et al., 2009). Eine Folat- und
Cobalaminsubstitution  kann  bei  einer durch eine L-Dopatherapie  erzeugten
Hyperhomocysteindmie den Homocysteinspiegel wieder senken (Lamberti et al., 2005). Ebenfalls
wird eine Zusatzmedikation mit COMT-Hemmer befiirwortet, da dadurch der L-Dopaabbau, bei
dem vermehrt Homocystein entsteht, gehemmt wird (Miiller, 2008). Der COMT-Inhibitor
Tolcapone senkt das tHcys und SAH-Konzentrationen im Plasma. Tolcapone kann jedoch auch
zur Lebertoxizitit fiihren (Miiller und Kuhn, 2006). Werden die Patienten zusitzlich zur L-
Dopatherapie mit einem COMT-Inhibitor behandelt, treten jedoch noch niedrigere Folat- und
Vitamin-B;-Werte im Plasma auf. Deshalb ist die Folat- und Vitamin-B,,-Gabe besonders wich-
tig (Triantafyllou et al., 2007).

Vergleicht man Patienten mit einer Hyperhomocysteindmie, die mit L-Dopa therapiert werden,
mit Parkinsonpatienten, welche nicht mit L-Dopa therapiert werden, féllt auf, dass man bei den
Patienten mit L-Dopatherapie mehr Vitamine der B-Gruppe substituieren muss um den
Homocysteinspiegel im Referenzbereich zu halten, als bei nicht mit L-Dopa therapierten Patien-

ten (Miller et al., 2003).
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2.3.5. Oxidativer Stress bei M. Parkinson

Oxidativer Stress wird als ein Hauptrisikofaktor in Bezug auf den Beginn und das Fortschreiten
von M. Parkinson und M. Alzheimer angesehen (Kedar, 2003). So fiihrt oxidativer Stress unter
anderem zu oxidativen Produkten, zu 4-Hydroxynonenal (HNE), zu NO vermitteltem Stress, zu
Entziindungsreaktionen, zu mitochondrialen Dysfunktionen und zu einer veridnderten Proteolyse.
Diese Mechanismen kdnnten zu einer dopaminergen Zelldegeneration bei M. Parkinson fiihren
(Jenner und Olanow, 2006).

Glutathion ist bei M. Parkinson Patienten in der Substantia nigra erniedrigt, in anderen Gehirnre-
gionen ist es jedoch unverindert (Sian et al., 1994). Die Spiegel von reduziertem Glutathion sind
erniedrigt (Dexter et al., 1994), die von oxidiertem Glutathion sind erhdht (Spina und Cohen,
1988). Da reduziertes Glutathion in der Substantia nigra nicht mehr geniigend vorhanden ist,
kann es dort seiner Funktion als Antioxidans nicht mehr ausreichenden nachkommen. So kommt
es bei niedrigen Glutathionleveln zur Degeneration von dopaminergen Neuronen. (Li et al.,
1997). Gamma-Glutamyltranspeptidase, ein Enzym, das Glutathion aus den Gliazellen heraus
transportiert, ist bei M. Parkinson selektiv in der Substantia Nigra erhoht. Gamma-Glutamyl-
Cysteinsynthetase, ein Enzym der Glutathionsynthese, ist unverdndert, ebenso wie die
Glutathionperoxidase und die Glutathiontransferase unverdndert sind. So ist reduziertes
Glutathion zum einen erniedrigt, weil es aus der Zelle vermehrt hinaustransportiert wird und zum
anderen dadurch, dass es zu oxidiertem Glutathion umgewandelt wird, da bei M. Parkinson Pati-
enten mehr Oxidantien wie Hydrogenperoxid vorhanden sind (Sian et al., 1994).

Glutathion-Gabe wire eine Mdglichkeit um den oxidativen Stress zu senken, jedoch kann
Glutathion die Blut-Hirn-Schranke nicht iiberwinden, deshalb muss man andere Mittel finden, die

dem oxidativem Stress entgegenwirken.
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3. Material und Methoden

3.1. Zellkultur

3.1.1. Allgemeines

Alle Arbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen unter einer Werkbank. Benutzt wurde eine
Werkbank der Klasse 2 nach DIN 12950 (Heraeus Instruments, hera safe, Kendro Laboratory
Products, Hanau, Deutschland). Das Arbeiten in der Zellkultur muss besonders sorgféltig und
prizise erfolgen, da die Zellen sehr empfindlich und leicht in ihrem Wachstum beeinflussbar
sind. Besonders gefiirchtet ist die Verunreinigung der Zellkultur mit Pilzen. Deshalb wurde die
Arbeitsflaiche der Werkbank vor und nach jeder Benutzung mit 70 % Alkohol gereinigt. Bei der
Arbeit wurden Einmalhandschuhe getragen, die vor jeder Arbeit unter der Hood desinfiziert wur-
den. Alle dort verwendeten Materialien waren steril und wurden erst unter der Werkbank aus
threr Verpackung geldst. Die Medium-Flasche, die PBS (Phosphate buffered saline)-Flasche und
alle verwendeten Falcons mit den Losungen der Chemikalien wurden vor jeder Benutzung eben-

falls mit 70 % Alkohol desinfiziert.

3.1.2. PC12-Zellen

3.1.2.1. Allgemeines

PC12-Zellen sind Phdochromozytomzellen aus dem Nebennierenmark der Ratte. 1976 wurden sie

von Greene und Tischler erstmals aus einem Nebennierentumor einer bestrahlten Ratte gewon-

nen. Sie enthalten 40 Chromosomen und synthetisieren und speichern die Kathecholamine Do-

pamin und Noradrenalin.
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3.1.2.2. Zellmedium

Als Medium wurde RPMI 1640 (PPA Laboratories, Pasching, Osterreich) mit einem Zusatz von
10 % Horseserum (HS), 5 % inaktiviertes fetales Kélberserum (FCSi) und 1 % Penicillin und
Streptomycin (P/S) verwendet. Das Medium wurde in einem Kiihlschrank bei 8 °C gelagert und

vor jedem Gebrauch mindestens zehn Minuten lang in einem Wasserbad bei 37 °C erwarmt.

3.1.2.3. Wachstumsbedingungen

Die Zellen reagieren sehr empfindlich auf Umgebungseinfliisse. Um optimale Wachstumsbedin-
gungen zu schaffen, wurden sie, nachdem sie in der Zellkultur bearbeitet wurden, immer im Brut-
schrank aufbewahrt. Dort wurden die Zellen bei 37 °C, 95 % Luftfeuchtigkeit und 10 % CO; be-
briitet.

PC12-Zellen wachsen semi-adhédrent. Gab man sie direkt nach dem Auftauen (s.u.) in 75 cm?-
Kulturflaschen (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland), schwammen sie zunichst frei im
Medium. Das Wachstum der Zellen in den Kulturflaschen wurde unter dem Mikroskop (Axiovert
25, Firma Zeiss) kontrolliert. Schon nach wenigen Stunden hatten sich einige der Zellen an dem

Boden der Kulturflasche abgesetzt.

3.1.2.4. Auftauen und Einfrieren

Die hier verwendeten PC12-Zellen waren in 1 ml Kryoréhrchen bei —80 °C eingefroren. So kon-
nen sie liber mehrere Monate gelagert werden, ohne dass man sie stindig Passagieren muss. Lin-
gere Lagerungen sollten in —196 °C Stickstoff erfolgen.

Beim Auftauen wurden die Kryos in ein 37 °C warmes Wasserbad gehalten, bis der Inhalt begann
aufzutauen. Jetzt war ziigiges Arbeiten notig, um die Zellen durch die Toxizitdt des Einfriermedi-
ums nicht zu gefdhrden. Der Inhalt des 1 ml Kryos wurde zu 9 ml Medium in ein 15 ml Falcon
pipettiert. Danach wurde der Inhalt des Falcons bei 20 °C und 1500 Umdrehungen/min 5 min

lang zentrifugiert. Nun wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet am Boden des Falcons
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mit 10 ml frischem Medium resuspendiert. Zum Schluss wurden die Zellen in 75 cm?- Kulturfla-
schen ausgesit.

Zum Einfrieren der Zellen wurde RPMI 1640 Medium mit 50 % inaktiviertem fetalem Kilberse-
rum und 10 % DMSO (Dimethylsulfoxid, Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe, Deutschland)
verwendet. Nach Passagierung mit Trypsin (s.u.) und anschlieBender Zentrifugation wurde der
Uberstand aus dem 15 ml Falcon abgesaugt. Das Zellpellet wurde in 1 ml des Einfriermediums
resuspendiert und in ein 1 ml Kryo tberfiihrt. Dieser Vorgang erforderte, wie auch schon das
Auftauen ziigiges Arbeiten. Um die toxischen Einfluss des DMSO so gering wie moglich zu hal-

ten wurden die Kryos sofort auf Eis gestellt und danach bei —80 °C gelagert.

3.1.2.5. Passagierung

Nach ca. 3-4 Tagen waren die 75 cm?- Kulturflaschen voll, d.h. der Boden der Flasche war kom-
plett mit einem Zellrasen iibersdt. Daneben fanden sich immer noch Zellen, die frei im Medium
schwammen, da die PC12-Zellen ein semi-adhdrentes Wachstumsverhalten zeigen. Wenn der
Boden der Kulturflaschen mit einem Zellrasen bedeckt war, mussten die Zellen passagiert wer-
den, da die Zellen sonst aus Platz- und Néhrstoffmangel absterben. Hierbei wurde zunéchst das
Medium mit einer Pasteurpipette abgesaugt. Danach wurde der Zellrasen mit 10 ml PBS (PAA
Laboratories, Pasching, Osterreich) gewaschen, welches anschlieBend direkt wieder abgesaugt
wurde. Das PBS wurde zunéchst wie das folgende Trypsin im Wasserbad bei 37 °C erwdrmt. Als
nichstes wurde 1 ml Trypsin (Trypsin EDTA 1:250, PAA Laboratories, Pasching, Osterreich)
dazugegeben, die Kulturflasche wurde hin- und hergeschwenkt, damit sich das Trypsin gleich-
malig verteilt und dann fiir 5 min in den Brutschrank gestellt, da Trypsin bei 37 °C sein Wir-
kungsoptimum hat. Trypsin bewirkt die Losung von adhdrenten Zellen am Boden der Kulturfla-
sche. Unter dem Mikroskop sah man, dass sich die Zellen vom Boden der Kulturflasche
abgekugelt hatten und frei in dem Trypsin schwammen. AnschlieBend wurden die evtl. noch rest-
lichen adhidrenten Zellen durch Zugabe von 9 ml Medium mit der Pipette in die nach unten schriag
gehaltene Flasche abgespiilt. Das Medium wurde so mehrmals resuspendiert, um alle Zellen mit-
zunehmen. Zuletzt wurden die insgesamt 10 ml in ein 15 ml Falcon iiberfiihrt und zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet zunéichst mit nur 2 ml frischem Medium mit

Hilfe einer Pasteurpipette, welche zuvor durch mehrfaches Durchziehen durch eine
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Bunsenbrennerflamme verengt worden war, resuspendiert. Durch die verengte Pasteurpipette
konnen Zellklumpen beim mehrfachen Resuspendieren vereinzelt werden. Danach wurden 8 ml
frisches Medium hinzugegeben. Entweder wurden die Zellen nun in einem 1:5 Split (2 ml Zell-
suspension und 8 ml frisches Medium) in eine neue Kulturflasche gefiillt oder die Zellen wurden

gezéhlt und fiir Versuche in 96-Well-Platten ausgesit (s.u.).
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3.1.2.6. Zellzahlbestimmung

Um Versuche mit den PC12-Zellen durchfiihren zu kénnen, mussten diese gezahlt werden, damit
man spéter eine bestimmt Menge an Zellen in die einzelnen Wells aussidhen konnte. Hierbei wur-
den die Zellen aus den Kulturflaschen zunéchst wie in 3.1.2.5. erklért passagiert, danach hat man
in einem 15 ml Flacon 10 ml Zellsuspension, in welcher man die Zellzahl bestimmen wollte. Die
Zellzahlbestimmung erfolgte mit Hilfe der Neubauerzahlkammer. Ein Deckglas wurde ange-
haucht und auf die Zellkammer gelegt, bis so genannte Newtonringe sichtbar wurden. An den
Rand des Deckglases wurden 10 pul von der Zellsuspension aus dem Falcon gegeben, diese 10 pl
wurden durch Kapillarkrifte in den Raum zwischen Kammer und Deckglas gezogen. Nun wur-
den die 4 duBeren GroBBquadrate (s. Abbildung 9, Darstellung in Grau) unter dem Mikroskop aus-
gezihlt. Der Mittelwert multipliziert mit 10° ergibt die Zellzahl pro 10 ml.

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Neubauerzéhlkammer

Mit Hilfe der Neubauerzéhlkammer ist eine Zellzahlbestimmung moglich, in Grau sind die auszuzdhlenden Quadrate
dargestellt.
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3.1.2.7. Kollagenbeschichtung der 96-Well-Platten

Um die Adhdrenz der PC12-Zellen zu verbessern, wurden die 96-Well-Platten (Greiner Bio—one)
zundchst mit Kollagen beschichtet. Das hierbei verwendete Kollagen (Kollagen Typ 1) stammt
aus Rattenschwanzsehnen (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) und wurde bei 2-8 °C
gelagert. Das Kollagen aus dem Gefidl wurde in 5 ml Essigsdure geldst, so dass die
Kollagenlosung eine Konzentration von 2 mg/ml hatte. Diese Stammlosung wurde mit Aqua dest.
verdiinnt (0,875 pl Kollagenstammlosung und 19,125 pl Aqua dest.), von der Verdiinnung wur-
den jeweils 30 pl in ein Well pipettiert, um somit jedes Well mit einer Endkonzentration von 5
ul/em? Kollagen zu beschichten (da die Well-GréBe 0,35 cm? entspricht, ergaben sich so 1,75 pg
Kollagen pro Well). Die duflersten Reihen der 96-Well-Platten wurden nicht mit Kollagen be-
schichtet, da dort die Messergebnisse auf Grund des Randeffektes ungenau werden. Deshalb blie-
ben die dullersten Reihen bei den Versuchen leer. Die mit Kollagen beschichteten Platten mussten
fiir 12 h unter der sterilen Werkbank getrocknet werden, bevor mit den Versuchen begonnen

wurde.

3.1.2.8. Aussdhen in 96-Well-Platten

PC12 |PC12 |PC12 |PC12 |PCl12 |PC12 |PCl12 |PC12 |PCI12 |PCI2

PC12 |PC12 |PC12 |PC12 |PCl12 |PC12 |PCl12 |PC12 |PCI12 |PCI12

PC12 |PCI12 [PC12 |PCI12 |PC12 |PCI12 |PCl12 |PC12 |PCI2 |PCI2

PC12 |PC12 |PC12 |PC12 |PCl12 |PC12 |PCl12 |PC12 |PCI12 |PCI2

PC12 |PC12 |PC12 |PC12 |PCl12 |PC12 |PCl12 |PC12 |PCI12 |PCI12

PC12 |PCI12 [PC12 |PCI12 |PC12 |PCI12 |PCl12 |PC12 |PCI2 |PCI2

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Aufbringens der PC12-Zellen auf eine 96-Well-Platte
PC12=PC12-Zellen
Die PC12-Zellen wurden wie in der Abbildung auf die 96-Well-Platte aufgebracht.
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In die mit Kollagen vorbehandelten 96-Well-Platten wurden die ausgezdhlten PC12-Zellen aus-
gesit. Es wurden jeweils nur die inneren 60 Wells verwendet, die duBBersten Wells blieben leer
um dem Randeffekt vorzubeugen (aullen wachsen die empfindlichen Zellen meist schlechter).
Pro Well wurden jeweils 10000 Zellen in 100 ul Medium ausgesit. Die Wellplatten wurden da-
nach fiir 24 h in den Brutschrank gestellt, damit sich die PC12-Zellen am Boden ablagern konn-

ten.

3.1.3. Chemikalien

3.1.3.1. Homocystein

3.1.3.1.1. Allgemeines

Verwendet wurde in allen Versuchen DL-Homocystein (Sigma, St. Louis, USA, Produktnummer
H4628). Das Molekulargewicht des weiBllichen Pulvers betrdgt 135,18. Das Pulver wird bei —20
°C aufbewahrt.

3.1.3.1.2. Herstellung der Stockldsung

Das Molekulargewicht von dem verwendeten Homocystein betrdgt 135,18, d.h. einer 1 molare
Losung entsprechen 135,18 g des Pulvers in 1000 ml Fliissigkeit gelost. Um eine Stockldsung
von 100 mmol/l zu erzeugen, sind also 135,18 mg, gelost in 10 ml notig. Das abgewogene Pulver
wurde in 10 ml Kulturmedium gelost, die Losung trug die Farbe des Mediums. Danach wurde die
Losung mit einer 10 ml Spritze aufgezogen und {iber einen sterilen Filter in ein neues Falcon
iiberfiihrt, dies ist notwendig um etwaige Verunreinigungen des Pulvers zu beseitigen. Von dieser
Stocklosung aus konnten alle weiteren Verdiinnungen hergestellt werden, z.B. ergab sich eine

Konzentration von 20 mmol, wenn man 20 pml der Stockldsung mit 80 pml Medium mischte.
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3.1.3.1.3. Bestimmung der LD-50 von Homocystein

Die LD-50 von Homocystein, d.h. die Konzentration, bei der noch 50 Prozent der PC12-Zellen
leben, wurde bereits in der Arbeitsgruppe bestimmt, sie betrug 10 mM (Jarre, 2008). Diese Ver-
suche wurden wiederholt, um zu gewéhrleisten, dass die ermittelte LD-50 auch auf den hier ver-
wendeten PC12-Zell-Klon zutrifft.

Nachdem die PC12-Zellen wie in 3.1.2.8. beschrieben in 96-Well-Platten ausgesét und fiir 24 h in
den Brutschrank gestellt worden waren, wurde zunédchst das Medium vorsichtig am Rand von
jedem Well abgesaugt ohne den Zellrasen zu beschddigen. In den beiden Kontrollreihen wurden
in jedes Well 100 pl frisches Medium pipettiert. In den anderen Reihen wurden in jedes Well 100
ul einer Losung mit der jeweils angegebenen Homocysteinkonzentration (s. Abbildung 11)
pipettiert. AnschlieBend wurde die 96-Well-Platte wieder fiir 24 h in den Brutschrank gestellt und

nach diesem Zeitraum mit Alamar-Blue gemessen (s.u.).

Kont. |Kont. |Kont. |Kont. |Kont. |Kont. |Kont. |Kont. |Kont. |Kont.

Kont. |Kont. |Kont. |Kont. |Kont. |Kont. |Kont. |Kont. |Kont. |Kont.

S5SmM |5mM |5SmM |[5SmM |[5SmM [5SmM |SmM |5SmM [5SmM | SmM

10mM | 10mM | 10mM | 10mM | I0mM | 10mM | 10mM | 10mM | 10mM | 10mM

I5SmM | I5mM | 1I5mM | 1I5SmM | ISmM | 15mM | 15 mM | ISmM | 15mM | 15mM
20mM | 20mM | 20mM | 20mM | 20mM | 20mM | 20mM | 20mM | 20mM | 20mM

Abbildung 11: Schematische Darstellung der Versuchsreihe zur Bestimmung der LD-50 von Homocystein
auf einer 96-Well-Platte

Kont. = Kontrolle

5 mM =5 mM Hcys
10 mM = 10 mM Hcys
15 mM = 15 mM Hcys
20 mM =20 mM Hcys

24 h nach dem Aussdhen der PC12-Zellen wurde das Medium aus den einzelnen Wells entfernt. In die Wells der

Kontrollreihen wurden je 100 pl frisches Medium, in die anderen Wells wurden je 100 pl einer Losung der angege-
benen Homocysteinkonzentration pipettiert.
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3.1.3.2. L-Dopa

3.1.3.2.1. Allgemeines

Verwendet wurde in allen Versuchen L-3,4-Dihydroxphenylalanin Methyl Ester Hydrochlorid
(Sigma, St. Louis, USA, Produktnummer D1507). Das Molekulargewicht des weillichen Pulvers
betrigt 247,68. Das Pulver wird bei —20 °C gelagert.

3.1.3.2.2. Herstellung der Stocklésung

Das Molekulargewicht von dem verwendeten L-Dopa betriagt 247,68, d.h. einer 1 molaren L&-
sung entsprechen 247,68 g des Pulvers in 1000 ml Fliissigkeit gelost. Um eine Stocklosung von 5
mmol/l zu erzeugen, sind also 18,5774 mg, gelost in 15 ml, nétig. Das abgewogene Pulver wurde
in 10 ml PBS gel0st, es entsteht eine klare, farblose Losung. Danach wurde die Losung mit einer
10 ml Spritze aufgezogen und iiber einen sterilen Filter in ein neues Flacon tliberfiihrt. Da die L-
Dopaldsung lichtempfindlich ist, wurden alle verwendeten Falcons mit Alufolie umhiillt, da diese
lichtundurchléssig ist kann so die Losung vor Lichteinflufl geschiitzt werden. Von dieser Stocklo-
sung aus konnten alle weitern Verdiinnungen hergestellt werden, z.B. ergab sich eine Konzentra-

tion von 500 pmol, wenn man 10 ul der Stocklosung mit 90 ul Medium mischte.

3.1.3.2.3. Bestimmung der LD-50 von L-Dopa

Der Versuchsaufbau zur Bestimmung der LD-50 von L-Dopa erfolgte analog der Bestimmung
von der LD-50 von Homocystein, nur das in diesem Versuch L-Dopaldsungen mit Konzentratio-
nen zwischen 50 uM und 500 uM ansteigend mit jeweils 50 uM Unterschied verwendet wurden.
Beim Autfbringen der L-Dopaldsung wurde das Licht unter der Hood ausgeschaltet, um die licht-

empfindliche L-Dopaldsung nicht zu beeinflussen.
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3.1.3.2.4. Wirkung von Homocystein auf die L-Dopatoxizitat

Nachdem ermittelt wurde, dass die LD-50 von Homocystein bei 10 mM und die von L-Dopa zwi-
schen 300-350 uM lag (s. 4.1.1.1. und 4.1.1.2.), sollte bestimmt werden, inwieweit die gleichzei-
tige Gabe von Homocystein und L-Dopa die Zellvitalitit beeinflusst. Hierzu wurden die PC12-
Zellen zundchst wieder 24 h bebriitet. Danach wurde das Medium abgesaugt. In der
Homocystein- und der L-Dopakontrollreihe wurde in jedes Well 100 pl der entsprechenden Lo-
sung (10 mM Hcys oder 350 uM L-Dopa) pipettiert, in die anderen Wells wurden 100 pl einer
Losung pipettiert, die 10 mM Homocystein und 350 uM L-Dopa gemeinsam enthielt. Danach
wurden die Zellen weitere 24 h bebriitet und nach diesem Zeitraum mit Alamar-Blue gemessen.
Bei dem vorherigen Versuch ldsst sich jedoch nicht ausschlieBen, dass das Homocystein und das
L-Dopa in der gemeinsamen Lésung miteinander extrazelluldr reagieren, sodass bei den Ergeb-
nissen nicht sicher von einer intrazelluldren Reaktion der Stoffe ausgegangen werden kann. Des-
halb erfolgte zusédtzlich zu der gemeinsamen Gabe von Homocystein und L-Dopa eine aufeinan-
der folgende Inkubation.

Untersucht wurde, wie eine Priainkubation der Zellen mit Homocystein die L-Dopatoxizitit beein-
flusst. Hierzu wurden die ausgesiten PC12-Zellen zunichst 24 h bebriitet (s. 3.1.2.8.). Danach
wurde das Medium abgesaugt, in der Kontrollreihe und in der L-Dopakontrollreihe wurde in je-
des Well 100 pl frisches Medium und in alle anderen Reihen 100 pl der Homocysteinlosung mit
einer Konzentration von 10 mM (LD-50) pipettiert. Danach wurden die Platten wieder fiir 24 h
bebriitet. Am folgenden Tag wurde das Medium wieder komplett abgesaugt und in der Kontroll-
reihe und in der Homocysteinkontrollreihe in jedes Well 100 pl frisches Medium pipettiert. In
alle anderen Reihen wurden jeweils 100 pl der L-Dopaldsung mit einer Konzentration von 350
uM pipettiert. Danach wurden die Zellen weitere 24 h bebriitet und nach diesem Zeitraum mit

Alamar-Blue gemessen.
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3.1.3.3. Vitamin Bg

3.1.3.3.1. Allgemeines

Verwendet wurde in allen Versuchen Pyridoxal Hydrochlorid (Sigma, St. Louis, USA, Produkt-
nummer P6155). Das Molekulargewicht des weilichen Pulvers betrdagt 203,62. Das Pulver wird
bei —20 °C gelagert.

3.1.3.3.2. Herstellung der Stocklésung

Das Molekulargewicht von dem verwendeten Vitamin Bg betrdgt 203,62, d.h. einer 1 molaren
Losung entsprechen 203,62 g des Pulvers in 1000 ml Fliissigkeit gelost. Um eine Stockldsung
von 100 mmol/l zu erzeugen, sind also 203,62 mg, geldst in 10 ml, nétig. Das abgewogene Pulver
wurde in 10 ml PBS geldst, es entstand eine leicht gelbliche Losung. Danach wurde die Losung
mit einer 10 ml Spritze aufgezogen und iiber einen sterilen Filter in ein neues Falcon iiberfiihrt.
Von dieser Stocklosung aus konnten alle weiteren Verdiinnungen hergestellt werden, z.B. ergab
sich eine Konzentration von 10 mmol, wenn man 10 pl der Stockldsung mit 90 pul Medium

mischte.

3.1.3.3.3. Wirkung von Vitamin Bg auf PC12-Zellen

Der Versuchsaufbau zur Bestimmung der Wirkung von Vitamin B auf die PC12-Zellen erfolgte
analog der Bestimmung von der LD-50 von Homocystein, nur dass in diesem Versuch Vitamin-
Bs-Losungen mit Konzentrationen zwischen 1 nM und 10 mM, ansteigend mit jeweils 10 uM

Unterschied verwendet wurden.
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3.1.3.3.4. Wirkung von Vitamin Bg auf die Homocysteintoxizitat

Es sollte untersucht werden, inwieweit eine Prdinkubation der Zellen mit Vitamin Bg die
Homocysteintoxizitdt beeinflusst. Hierzu wurden die ausgesidten PC12-Zellen zundchst 24 h be-
briitet (s. 3.1.2.8.). Danach wurde das Medium abgesaugt und in der Kontrollreihe wurde in jedes
Well 100 pl frisches Medium pipettiert. In alle anderen Reihen wurden jeweils 100 ul pro Well
von der Vitamin-B¢-Losung in unterschiedlichen Konzentration von 10 nM bis 1 mM pipettiert.
In der letzten Reithe wurde in jedes Well 100 pl frisches Medium pipettiert
(Homocysteinkontrollreihe). Danach wurden die Platten wieder fiir 24 h bebriitet. Am folgenden
Tag wurde das Medium wieder komplett abgesaugt und in der Kontrollreihe in jedes Well 100 pl
frisches Medium pipettiert. In alle anderen Reihen wurden jeweils 100 pl der Homocysteinlosung
mit einer Konzentration von 10 mM pipettiert. Danach wurden die Zellen weitere 24 h bebriitet

und nach diesem Zeitraum mit Alamar-Blue gemessen.

3.1.3.4. Vitamin B>

3.1.3.4.1. Allgemeines

Verwendet wurde in allen Versuchen Vitamin B, (Sigma, St. Louis, USA, Produktnummer
V6629). Das Molekulargewicht des dunkelroten Pulvers betrégt 1355,37. Das Pulver wird bei 2-8
°C gelagert.

3.1.3.4.2. Herstellung der Stocklésung

Das Molekulargewicht von dem verwendeten Vitamin B, betrdgt 1355,37, d.h. einer 1 molaren
Losung entsprechen 1355,37 g des Pulvers in 1000 ml Fliissigkeit gelost. Um eine Stocklosung
von 10 mmol/l zu erzeugen, sind also 13,5537 mg, gelost in 1 ml, nétig. Das abgewogene Pulver
wurde in 1 ml PBS gel6st, es entstand eine dunkelrote Losung. Danach wurde die Losung mit

einer 10 ml Spritze aufgezogen und iiber einen sterilen Filter in ein neues Falcon iiberfiihrt. Von
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dieser Stocklosung aus konnten alle weiteren Verdiinnungen hergestellt werden, z.B. ergab sich

eine Konzentration von 1 mmol, wenn man 10 pl der Stocklosung mit 90 ul Medium mischte.

3.1.3.4.3. Wirkung von Vitamin By, auf PC12-Zellen

Der Versuchsaufbau zur Bestimmung der Wirkung von Vitamin B, auf die PC12-Zellen erfolgte

analog der Bestimmung von der LD-50 von Homocystein, nur dass in diesem Versuch Vitamin-

B,-Losungen mit Konzentrationen zwischen 0,1 nM und 1 mM, ansteigend mit jeweils 10 uM

Unterschied verwendet wurden.

3.1.3.4.4. Wirkung von Vitamin B, auf die Homocysteintoxizitat

Der Versuchsaufbau erfolgte analog dem der Wirkung von Vitamin B¢ auf die

Homocysteintoxizitdt. Nur das in diesem Versuch Vitamin-Bj,-Losungen anstatt der Vitamin-Bg-

Losungen verwendet wurden.

3.1.3.5. Folsaure

3.1.3.5.1. Allgemeines

Verwendet wurde in allen Versuchen Folsdure (Sigma, St. Louis, USA, Produktnummer F8758).

Das Molekulargewicht des gelblichen Pulvers betrigt 441,4. Das Pulver wird bei Raumtempera-
tur gelagert.
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3.1.3.5.2. Herstellung der Stocklésung

Das Molekulargewicht von der verwendeten Folsdure betragt 441,4, d.h. einer 1 molare Losung
entsprechen 441,4 g des Pulvers in 1000 ml Fliissigkeit gelost. Um eine Stocklésung von 10
mmol/l zu erzeugen, sind also 44,14 mg, geldst in 10 ml, ndtig. Das abgewogene Pulver wurde in
10 ml Natriumhydroxid (NaOH) (1M) geldst, es entstand eine gelbliche Losung. Danach wurde
die Losung mit einer 10 ml Spritze aufgezogen und iiber einen sterilen Filter in ein neues Falcon
iiberfiihrt. Da die Folsdurelosung lichtempfindlich ist, wurden alle verwendeten Falcons mit Alu-
folie umhiillt. Von dieser Stockldsung aus konnten alle weiteren Verdiinnungen hergestellt wer-
den, z.B. ergab sich eine Konzentration von 1 mmol, wenn man 10 pl der Stockldsung mit 90 pl

Medium mischte.

3.1.3.5.3. Herstellung der NaOH-L6sung

Das verwendete Natrium (Na') lag in Form von Kugeln vor, wird bei Raumtemperatur gelagert
und besitzt ein Molekulargewicht von 40, d.h. einer 1 molaren Losung entsprechen 40 g Kugeln
in 1000 ml H,O geldst. Um eine 1 molare Stockldsung zu erzeugen, sind also 4 g, geldst in 100

ml, notwendig.

3.1.3.5.4. Wirkung von Folsaure auf PC12-Zellen

Der Versuchsaufbau zur Bestimmung der Wirkung von Folsdure auf die PC12-Zellen erfolgte
analog der Bestimmung von der LD-50 von Homocystein, nur dass in diesem Versuch
Folsdurelosungen mit Konzentrationen zwischen 10 nM und 10 pM, ansteigend mit jeweils 10

uM Unterschied verwendet wurden.
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3.1.3.5.5. Wirkung der Folsaure auf die Homocysteintoxizitat

Es sollte untersucht werden, inwieweit eine Prdinkubation der Zellen mit Folsdure die
Homocysteintoxizitdt beeinflusst. Hierzu wurden die ausgesidten PC12-Zellen zundchst 24 h be-
briitet (s. 3.1.2.8.), Danach wurde das Medium abgesaugt und in der Kontrollreihe und in der
Homocysteinkontrollreihe in jedes Well 100 pl frisches Medium pipettiert. In alle anderen Rei-
hen wurden jeweils 100 ul pro Well von der Folsdure-Losung in der Konzentration von 10 nM
bzw. 100 nM pipettiert. Danach wurden die Platten wieder fiir 24 h bebriitet. Am folgenden Tag
wurde das Medium wieder komplett abgesaugt und in die Kontrollreihe und in die
Folsdurekontrollreihe wurden in jedes Well 100 pl frisches Medium pipettiert. In alle anderen
Reihen wurden jeweils 100 pl der Homocysteinlosung mit einer Konzentration von 10 mM
pipettiert. Danach wurden die Zellen weitere 24 h bebriitet und nach diesem Zeitraum mit

Alamar-Blue gemessen (s.u.).
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3.1.4. Fibroblasten

3.1.4.1. Fibroblastenzelllinien

Fibroblasten sind im Bindegewebe vorkommende Zellen, die eine wichtige Rolle bei der Synthe-
se der Interzellularsubstanz, der extrazelluldren Matrix, spielen. In dieser Arbeit wurden diese
Zellen verwendet, da es von den Fibroblasten humane Zelllinien mit Mutationen im MTHFR-
und CBS-Gen gibt. Bei den Fibroblastenzelllinien mit einer Mutation im MTHFR-Gen wird
Homocystein fast ausschlieflich iiber die Transsulfurierung abgebaut, bei den
Fibroblastenzelllinien mit einer Mutation in CBS-Gen wird Homocystein nahezu vollstindig {iber
die Remethylierung verstoffwechselt. So konnte bei Miusen mit einem CBS-Defizit eine erhdhte
Aktivitdt der MTFHR nachgewiesen werden (Alberto et al., 2007).

Verwendet wurden folgende humane Fibroblastenzelllinien: Wildtyp ID 278, Zellen mit
MTHFR-Defekt (Restaktivitdt unter 5 %) ID 928 und ID 1015 sowie Zellen mit CBS-Defekt
(Restaktivitit unter 5 %) ID 1069 und ID 1111. Diese Mutanten haben alle einen erh6hten basa-
len Homocysteinspiegel.

Fibroblasten wachsen im Unterscheid zu PC12-Zellen komplett adhdrent und bilden am Boden
von den Zellkulturflaschen langgestreckte Fortsdtze aus, die unter dem Mikroskop gut sichtbar

sind.

3.1.4.2. Zellmedium

Als Medium wurde DMEM (PAA Laboratories, Pasching, Osterreich) mit einem Zusatz von 20
% aktiviertem fetalen Kélberserum (FCSa) und 1 % Penicillin und Streptomycin (P/S) verwendet.
Das Medium wurde in einem Kiihlschrank bei 8 °C gelagert und vor jedem Gebrauch mindestens

zehn Minuten lang in einem Wasserbad bei 37 °C erwarmt.
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3.1.4.3. Wachstumsbedingungen

Die Wachstumsbedingungen entsprechen denen der PC12-Zellen (s. 3.1.2.3.). Allerdings wach-

sen die Fibroblasten adhérent.

3.1.4.4. Auftauen und Einfrieren

Das Auftauen und Einfrieren erfolgte analog der Behandlung der PC12-Zellen (s. 3.1.2.4.).

3.1.4.5. Passagierung

Der Passagierungsvorgang entspracht dem der PC12-Zellen (s. 3.1.2.5.), nur dass die mit Trypsin

behandelten Zellen 10 min anstatt 5 min im Brutschrank verblieben, da Fibroblasten stirker am

Boden der Zellkulturflaschen haften.

3.1.4.6. Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung erfolgte analog derer bei den PC12-Zellen (s. 3.1.2.6.).

3.1.4.7. Aussahen in 96-Well-Platten

Der Aussdhvorgang entsprach dem der PC12-Zellen (s. 3.1.2.7.). Eine Kollagenbeschichtung der
Platten war auf Grund des ausschlieBlich adhdrenten Wachstumsverhaltens der Fibroblasten nicht

notwendig. Auf einer 96-Well-Platte wurden immer Fibroblasten einer Linie ausgesit.
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3.1.5. Substanzzugabe bei den Fibroblastenlinien

3.1.5.1. Homocysteinwirkung auf die unterschiedlichen Fibroblastenlinien

Nachdem die Fibroblasten, wie in 3.1.4.7. beschrieben, in 96-Well-Platten ausgesét und fiir 24 h
in den Brutschrank gestellt worden waren, wurde zunédchst das Medium vorsichtig am Rand von
jedem Well abgesaugt, ohne den Zellrasen zu beschadigen. In die Kontrollreihen wurden in jedes
Well 100 pl frisches Medium pipettiert. In die anderen Reihen wurden in jedes Well 100 ul der
10 mM Homocysteinldsung pipettiert. AnschlieBend wurden die 96-Well-Platten wieder fiir 24 h

in den Brutschrank gestellt und nach diesem Zeitraum mit Alamar-Blue gemessen (s.u.).

3.1.5.2. L-Dopawirkung auf die unterschiedlichen Fibroblastenlinien

Die L-Dopaversuche erfolgten analog den Homocysteinversuchen, nur dass statt 10 mM Hcys

300 uM L-Dopa verwendet wurden.

3.2. Vitalitatsmessung

3.2.1. Allgemeines

3.2.2. Alamar-Blue-Behandlung

24 h nach ihrer letzten Behandlung wurden die Zellen auf die Alamar-Blue-Messung vorbereitet.

Das Medium wurde in allen Wells vorsichtig abgesaugt. Danach wurden in jedes Well je 100 pl

PBS und 10 pl Alamar-Blue™ (BioSource, Fleurus, Belgien) pipettiert. Das verwendete Alamar-

Blue™ wird im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert. Die 96-Well-Platte wurde fiir zwei weitere Stun-

den in den Brutschrank gestellt und nach diesem Zeitraum gemessen.
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3.2.3. Alamar-Blue-Messung

Die Fluoreszenz-Messung erfolgte im SpectraMax Gemini Reader (Molecular Devices Corpora-
tion, Sunnyvale, California, USA) bei einer Extinktion von 544 nm und einer Emissionswellen-
linge von 590 nm und mit dem dazugehdrenden Computerprogramm SOFTmax® pro. Das Prin-
zip dieses Verfahren beruht darauf, dass der in der oxidativen Form vorliegende Farbstoff
Alamar-Blue™ zunichst blau ist, sich in der reduzierten Form jedoch rot darstellt. Vitale Zellen
sind mit Hilfe ihrer Reduktionséquivalenten FAD, NADH, NADPH und FMNH in der Lage den
Alamar-Blue-Farbstoff zu reduzieren, so dass dieser sich von blau nach rot verfarbt. So kann mit
Hilfe dieser Fluoreszenzmessung (der rote reduzierte Farbstoff ist fluoreszierend, der blaue oxi-

dierte nicht) die Vitalitét der in den einzelnen Wells vorhandenen Zellen abgeschitzt werden.
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Abbildung 12: Fluoreszenz-Emissions-Spektrum von Alamar Blue

Die Fluoreszenz ist bei einer Anregungswellenlinge von 530-650 nm und einer Emissionswellenldnge von 590 nm
dargestellt (AlamarBlueTM Assay U.S. Patent No. 5, 501, 959; BioSource International, Camarillo, Ca, USA).
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3.2.4. PBS-Reaktion

Um auszuschliefen, dass die 100 pul PBS, die mit jeweils 10 pul Alamar-Blue in die Wells
pipettiert werden (s. 3.2.2.), mit diesem reagieren, wurden in leere 96-Well-Platten direkt 100 pl
PBS und 10 pl Alamar-Blue™ pipettiert und nach zwei Stunden im Brutschrank gemessen. Die
mittlere Fluoreszenz der Reaktion des PBS mit dem Alamarbluefarbstoff lag im Mittel bei
226,688. Dieser Wert wurde immer vom Wert der gemessenen Fluoreszenz abgezogen (s.u.), da
er nicht die Vitalitit der Zellen, sondern die Reaktion des PBS mit dem Alamar-Blue widerspie-

gelt.

3.3. Statistik

Die statische Auswertung erfolgte mit Excel, folgende Werte (s. Tabelle 1) wurden bei allen Ver-
suchen ermittelt und anschlieBend in Diagrammen dargestellt. Die einzelnen Versuche wurden
mehrfach wiederholt.

Uberpriift wurde bei den Phiiochromozytom-Zellen jeweils, ob es einen signifikanten Unterschied
zwischen der Vitalitidt der Zellen der Kontrollen (unbehandelte Zellen) gegeniiber der Vitalitit
der mit den unterschiedlichen Substanzen behandelten Zellen gibt.

Zuniachst wurde aus den einzelnen Fluoreszenzwerten der Kontrollen, welche mit dem
SpectraMax Gemini Reader bestimmt worden waren, ein Mittelwert bestimmt (s.Tabelle 1). Die-
ser Mittelwert, der die Vitalitit der Kontrollzellen widerspiegelt, wurde gleich 100 % gesetzt.
Nach dem gleichen Muster wurde ein Mittelwert fiir die behandelten Zellen erstellt. Dieser Mit-
telwert wurde ebenfalls in Prozent umgerechnet und im Bezug zum Kontrollwert dargestellt. Mit
Hilfe dieser Werte konnten die Diagramme im Ergebnissteil angefertigt werden.

Bei den Fibroblasten-Versuchen wurde die Vitalitit der unterschiedlichen Fibroblastenzelllinien
(Wildtyp, MTHFR-Mutanten und CBS-Mutanten) nach Behandlung mit Homocystein oder L-
Dopa miteinander verglichen. Fiir jede einzelne Fibroblastenzelllinie wurde aus der Vitalitét der
Kontrollzellen ein Mittelwert bestimmt. Dieser absolute Wert wurde gleich 100 % gesetzt. Fiir
die mit Homocystein- oder L-Dopagabe behandelten Zellen wurde ebenfalls ein Mittelwert er-

rechnet und prozentual zum Mittelwert der jeweiligen Kontrollmittelwerte gesetzt.
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Kontrolle |5mM Hcys |10mM Hcys | 15mM Hcys | 20mM Hcys
1938,1 1587,2 1057,9 826,59 555,90
2105,0 1772,4 985,84 1015,8 635,81
1957,7 1571,9 1010,6 910,43 749,76
1802,8 1618,5 976,29 886,11 830,84
1821,8 1659,5 1052,7 930,03 808,53
1812,4 1546,2 1032,9 890,32 751,10
2014,7 1706,5 1089.9 1003,8 678,13
2148,5 1667,6 803,29 550,77
2048,0 1531,3 554,28
21249
1945,8
2127,4
1804,7
1805,6
1952,2
2074,8
Mittelwert 1967,78 1629,01 1029,45 908,30 679,46
Mittelwert — 1741,08 1402,31 802,75 681,60 452,76
PBS-Reaktion
Standardabwei- 128,85 79,46 41,03 75,28 111,27
chung
Mittelwert [%0] 100 80,54 46,11 39,15 26,00
Standardabwei- 7,40 4,56 2,36 4,32 6,39
chung [%0]
Anzahl der Werte |16 9 7 8 9

Tabelle 1: Statistische Darstellung der Fluoreszenzwerte zur Bestimmung der LD-50 von Hcys

Aus den einzelnen Fluoreszenzwerten der unbehandelten Zellen (Kontrolle) und den Fluoreszenzwerten der Zellen
nach Zugabe der unterschiedlichen Homocysteinkonzentrationen wurde jeweils der Mittelwert, der Mittelwert minus
die PBS-Reaktion, die Standardabweichung, der Mittelwert in Prozent, die Standardabweichung in Prozent und die
Anzahl der Werte errechnent.
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Die weitere statistische Auswertung erfolgte iiber SPSS mittels Anova. Zundchst wurde in einem
Globaltest geklart, ob es einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen gibt. Anschlie-
Bend wurde durch einen Post-Hoc-Test nach Bonferroni untersucht zwischen welchen Gruppen

es einen signifikanten Unterschied gibt. Als Signifikanzniveau o wurden bei allen Tests 0,05 ge-

wahlt.

Quadratsumme | df | Mittel der Quadrate | F Signifikanz
Z.d.G. | 1,313E7 4 | 3281689,763 322,052 | 0,000
1.d.G. | 448357,062 441 10189,933
Gesamt | 1,358E7 48

Tabelle 2: One way Anova zur Bestimmung der LD-50 von Hcys

Z.d.G.: Zwischen den Gruppen

I.d. G.: Innerhalb der Gruppen

df = degrees of freedom, Freiheitsgrade der Anova
F = PriifgroBe der Anova

In der Tabelle 2 erkennt man, dass es einen signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen
Gruppen gibt. In diesem Fall handelte es sich um fiinf verschiedene Gruppen (die
Homocysteinkontrollgruppe, die Gruppe mit einer Konzentration von 5 mM Homocystein, die
Gruppe mit einer Konzentration mit 10 mM Homocystein, die Gruppe mit einer Konzentration
von 15 mM Homocystein und die Gruppe mit einer Konzentration von 20 mM Homocystein).
Dieser Test wurde bei allen Versuchen durchgefiihrt. Es zeigte sich jeweils ein signifikanter Un-
terschied zwischen den einzelnen Gruppen, sodass zur weiteren Differenzierung jeweils ein Post-

Hoc-Test nach Bonferroni angeschlossen wurde.
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Mittlere Standard- | Signifi- 95%o- 95%o-

Differenz fehler kanz Konfidenz- Konfidenz-

intervall intervall

Untergrenze Obergrenze
Kont. | 5mM | 338,7639 42,0605 0,000 214,453 463,075
Kont. | 10mM | 938,3279 45,7447 0,000 803,128 1073,528
Kont. | 15mM | 1059,4787 43,7106 0,000 930,291 1188,667
Kont. | 20mM | 1288,3172 42,0605 0,000 1164,006 1412,628
5mM | Kont. |-338,7639 42,0605 0,000 -463,075 -214,453
5SmM | 10mM | 599,5640 50,8716 0,000 449,211 749,917
SmM | 15mM | 720,7149 49,0505 0,000 575,744 865,685
5SmM | 20mM | 949,5533 47,5860 0,000 808,911 1090,195
10mM | Kont. | -938,3279 45,7447 0,000 -1073,528 -803,128
10mM | 5SmM | -599,5640 50,8716 0,000 -749,917 -449.211
10mM | 15mM | 121,1509 52,2441 0,251 -33,258 275,560
10mM | 20mM | 349,9894 50,8716 0,000 199,637 500,342
15mM | Kont. | -1059,4787 | 43,7106 0,000 -1188,667 -930,291
15mM | 5mM | -720,7149 49,0505 0,000 -865,685 -575,744
15mM | 10mM | -121,1509 52,2441 0,251 -275,56 33,258
15mM | 20mM | 228,8385 49,0505 0,000 83,868 373,809
20mM | Kont. |-1288,3172 | 42,0605 0,000 -1412,628 -1164,006
20mM | 5SmM | -949,5533 47,5860 0,000 -1090,195 -808,911
20mM | 10mM | -349,9894 50,8716 0,000 -500,342 -199,637
20mM | 15mM | -228,8385 49,0505 0,000 -373,809 -83,868

Tabelle 3: Post-Hoc-Test nach Bonferroni zur Bestimmung der LD-50 von Hcys

Kont. = Kontrolle

5 mM =5 mM Hcys

10 mM = 10 mM Hcys
15 mM = 15 mM Hcys
20 mM =20 mM Hcys

Der Post-Hoc-Test nach Bomferroni zeigt zwischen welchen der Gruppen es einen signifikanten
Unterschied gibt. Tabelle 3 zeigt die Ergebnisse des Post-Hoc-Testes zur Bestimmung der LD-50
von Homocystein. Zwischen der Gruppe 10 mM Homocystein und der Gruppe 15 mM
Homocystein besteht nach diesem Test kein signifikanter Unterschied. Zwischen allen anderen

Gruppen besteht ein signifikanter Unterschied. Der Test nach Bonferroni wurde bei allen Ergeb-

nissen in dieser Arbeit verwendet.
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4. Ergebnisse

4.1. PC12-Versuche

4.1.1. PC12-Versuche mit Homocystein und L-Dopa

4.1.1.1. Bestimmung der LD-50 von Homocystein

Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler PC12-Zellen in Prozent in Abhdngigkeit von der jeweili-

gen Homocysteinkonzentration. Die Zellen wurden 24 h nach der Aussaat mit Homocystein be-

handelt und nach weiteren 24 h mit Hilfe des Alamarblue-Assys gemessen.

Homocystein 24h

120 -

Anzahl vitaler Zellen [%]

Kontrolle 5mM 10mM 15mM 20mM

Homocystein

Abbildung 13: Ergebnisse der Bestimmung der LD-50 von Homocystein

Balken = Zellvitalitét

T = Standardabweichung

Signifikanz in Bezug auf die Kontrolle ( * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001)
5mM = SmM Homocystein, 10mM = 10mM Homocystein

15mM = 15mM Homocystein, 20mM = 20mM Homocystein

Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler Zellen [%] in Abhédngigkeit von den unterschiedlichen
Homocysteinkonzentratioen [mM]. Die Kontrollzellen wurden nicht mit Homocystein behandelt. Ermittelt wird die
letale Dosis von Homocystein bei der noch 50 % der Zellen leben.

Man erkennt, dass bereits ab einer Homocysteinkonzentration von 5 mM eine signifikante Toxi-
zitdt gegeniiber der Kontrolle vorliegt, hier liegt die Vitalitit bei 80,54 % * 4,56 %. Die LD-50

von Homocystein, d.h. die Konzentration, bei der noch 50 % der Zellen leben, liegt ungefdhr bei
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10 mM Hcys (46,11 % + 2,36 %). Diese Konzentration wurde bei allen weiteren Versuchen ver-

wendet, um sowohl positive wie auch negative Effekte gut beurteilen zu kénnen.

4.1.1.2. Bestimmung der LD-50 von L-Dopa

Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler PC12-Zellen in Prozent in Abhdngigkeit von der jeweili-
gen L-Dopakonzentration. Die Zellen wurden 24 h nach der Aussaat mit L-Dopa behandelt und

nach weiteren 24 h mit Hilfe des Alamarblue-Assys gemessen.

L-Dopa 24h
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Kk k%

*kk

100 -

80 -

60

40 ~

Anzahl vitaler Zellen [%]

20 -

*kok *okk kkok

Kontrole 50uM  100pM  150pM  200uM  250pM  300pM  350puM  400uM  450pM  500uM
L-Dopa

Abbildung 14: Ergebnisse der Bestimmung der LD-50 von L-Dopa

Balken = Zellvitalitét

T = Standardabweichung

Signifikanz in Bezug auf die Kontrolle ( n. s. = nicht signifikant, * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001)
50uM = 50uM L-Dpoa, 100uM = 100uM L-Dopa, 150pM = 150pM L-Dopa, 200pM = 200uM L-Dopa
250uM = 250uM L-Dopa, 300uM = 300uM L-Dopa, 350uM = 350uM L-Dopa, 400uM = 400uM L-Dopa

Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler Zellen [%] in Abhéngigkeit von den unterschiedlichen L-

Dopakonzentrationen [uM]. Die Kontrollzellen wurden nicht mit L-Dopa behandelt. Ermittelt wird die letale Dosis
von L-Dopa bei der noch 50 % der Zellen leben.

Man erkennt, dass bei einer L-Dopakonzentration von 50 uM keine signifikante Toxizitdt gegen-
iiber der Kontrolle vorliegt, hier liegt die Vitalitdt bei 98,09 % + 6,43 %. Ab einer Konzentration

von 100 uM liegt eine signifikante Toxizitdt gegeniiber der Kontrolle vor, die Vitalitét liegt hier
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bei 90,97 % + 2,66 %. Ab einer Konzentration von 400 uM sind keine vitalen Zellen mehr vor-
handen. Die LD-50 von L-Dopa, d.h. die Konzentration, bei der noch 50 % der Zellen leben, liegt
zwischen 300 uM (62,89 % + 9,23 %) und 350 uM (18,73 % £ 7.9 %). Diese Konzentrationen

wurden in den folgenden Versuchen verwendet, um sowohl positive als auch negative Effekte gut

beurteilen zu konnen.
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4.1.1.3. Gleichzeitige Gabe von Homocystein und L-Dopa

Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler PC12-Zellen in Prozent in Abhéngigkeit von den jeweili-
gen Homocystein- und L-Dopakonzentrationen. Die Zellen wurden 24 h nach der Aussaat mit
Homocystein oder mit L-Dopa oder mit Homocystein und L-Dopa gleichzeitig behandelt und

nach weiteren 24 h mit Hilfe des Alamarblue-Assys gemessen.

Homocystein und L-Dopa zusammen

120 -
100 -
80 -
60 -
40 -

20 -

Anzahl vitaler Zellen [%)]

Kontrolle 10mM Hcys 10mM Hcys+  350uM L-Dopa
350uM L-Dopa

Abbildung 15: Ergebnisse der gleichzeitigen Homocystein- und L-Dopagabe

Balken = Zellvitalitét

T = Standardabweichung

Signifikanz in Bezug auf die L-Dopakontrolle 350 uM ( n. s. = nicht signifikant, * = p<0,05, ** = p<0,01,
**% = p<0,001)

10mM Hcys = 10mM Homocystein

Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler Zellen [%] in Abhédngigkeit von den Homocysteingaben [mM] und L-
Dopagaben [uM]. Die Kontrollzellen wurden weder mit Homocystein noch mit L-Dopa behandelt.

Untersucht wurde, inwieweit sich die gleichzeitige Gabe von 10 mM Homocystein und 350 uM
L-Dopa auf die Zellvitalitit auswirkt. In dem Diagramm erkennt man, dass die alleinige
Homocysteintoxizitit in diesem Versuchsansatz bei 74,23 % + 2,45 % und die alleinige L-
Dopatoxizitét bei 4,81 % + 4,4 % liegen. Gibt man den Zellen zusammen Homocystein und L-
Dopa, iiberleben deutlich mehr Zellen als bei der alleinigen L-Dopagabe (60,91 % + 7,11 % im
Vergleich zu 4,81 % * 4,4 %). Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen der Zellvitali-
tdt nach 10 mM Homocysteingabe und 350 pM L-Dopagabe und der Zellvitalitit nach alleiniger
L-Dopagabe. Somit scheint sich die Homocysteingabe giinstig auf die L-Dopatoxizitit auszuwir-

ken.
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4.1.1.4. Wirkung von Homocystein auf die L-Dopatoxizitat

Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler PC12-Zellen in Prozent in Abhéngigkeit von den jeweili-
gen Homocystein- und L-Dopakonzentration. Die Zellen wurden 24 h nach der Aussaat mit
Homocystein und weitere 24 h spater mit L-Dopa behandelt und nach weiteren 24 h mit Hilfe des

Alamarblue-Assys gemessen.

Homocystein und L-Dopa
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Kontrolle 10mM Heys 10mM Hcys+  350uM L-Dopa
350uM L-Dopa

Abbildung 16: Ergebnisse der Prainkubation mit Hcys auf die L-Dopatoxizitat bei 350 uM

Balken = Zellvitalitét

T = Standardabweichung

Signifikanz in Bezug auf die L-Dopakontrolle 350 uM ( n. s. = nicht signifikant, * = p<0,05, ** = p<0,01,
% = p<0,001)

10mM Hcys = 10mM Homocystein

Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler Zellen [%] in Abhédngigkeit von den Homocysteingaben [mM] und L-
Dopagaben [uM]. Die Kontrollzellen wurden weder mit Homocystein noch mit L-Dopa behandelt.

Untersucht wurde, inwieweit sich eine Prdinkubation mit 10 mM Homocystein auf die L-
Dopatoxizitit bei 350 pM auswirkt. In dem Diagramm erkennt man, dass die alleinige
Homocysteintoxizitit bei 66,06 % + 2,82 % und die alleinige L-Dopatoxizitét bei 23,33 % + 5,77
% liegen. Gibt man den Zellen nacheinander Homocystein und L-Dopa, liberleben deutlich weni-
ger Zellen als bei den alleinigen Gaben (0,25 % * 1,2 %). Es zeigt sich bei der Gabe von
Homocystein und L-Dopa nacheinander ein signifikanter Unterschied zur alleinigen L-Dopagabe
(L-Dopakontrolle), somit wirkt sich eine Prdinkubation von Homocystein 10 mM negativ auf die

L-Dopatoxizitét aus.
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4.1.2. PC12-Versuche mit Homocystein und mit an dessen Verstoffwechselung

beteiligten Vitaminen
4.1.2.1. Wirkung von Vitamin Bg auf PC12-Zellen
Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler PC12-Zellen in Prozent in Abhdngigkeit von der jeweili-

gen Vitamin-B¢-Konzentration. Die Zellen wurden 24 h nach der Aussaat mit Vitamin B¢ behan-

delt und nach weiteren 24 h mit Hilfe des Alamarblue-Assys gemessen.

Vitamin B6 24h

120 +

Anzahl vitaler Zellen [%]

Kontrolle 1nM 10nM 100nM 1pM 10uM 100pM 1mM 10mM

Vitamin B6

Abbildung 17: Ergebnisse der Vitamin-Bs-Wirkung auf PC12-Zellen

Balken = Zellvitalitat

T = Standardabweichung

Signifikanz in Bezug auf die Kontrolle ( n. s. = nicht signifikant, * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001)

InM = InM Vitamin B6, 10nM = 10nM Vitamin B6, 100nM = 100nM Vitamin B6, IuM = 1pM Vitamin B6
10uM = 10uM Vitamin B6, 100uM = 100uM Vitamin B6, ImM = 1mM Vitamin B6, 10mM = 10mM Vitamin B6

Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler Zellen [%] in Abhéngigkeit von den unterschiedlichen Vitamin-Bs-
Konzentratioen [nM-mM]. Die Kontrollzellen wurden nicht mit Vitamin B¢ behandelt.

Man erkennt, dass bei einer Vitamin-Bg-Konzentration von 1 nM, 10 nM und 100 nM kein signi-
fikanter Unterschied zur Kontrolle besteht, hier liegt die Vitalitit bei 94,13 % £ 4,71 %, bei 93,87
% =+ 8,04 % und bei 90,45 % + 10,97 %.
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Ab einer Konzentration von 1 uM liegt eine signifikante Toxizitdt vor, die Vitalitét liegt hier bei

72,77 % + 6,61 %. Ab einer Konzentration von 10 mM sind keine vitalen Zellen mehr vorhanden.

4.1.2.2. Wirkung von Vitamin By auf PC12-Zellen

Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler PC12-Zellen in Prozent in Abhdngigkeit von der jeweili-
gen Vitamin-B;-Konzentration. Die Zellen wurden 24 h nach der Aussaat mit Vitamin B, be-

handelt und nach weiteren 24 h mit Hilfe des Alamarblue-Assys gemessen.

Vitamin B12 24h

120 _ n.s. n.s. n.s.

Anzahl vitaler Zellen [%]

Kontrolle  0,1nM 1nM 10nM 100nM 1uM 10uM 100pM 1imM

Vitamin B12

Abbildung 18: Ergebnisse der Vitamin-B;,-Wirkung auf PC12-Zellen

Balken = Zellvitalitét

T = Standardabweichung

Signifikanz in Bezug auf die Kontrolle ( n. s. = nicht signifikant, * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001)
0,1nM = 0,1nM Vitamin B12, InM = 1nM Vitamin B12, 10nM = 10nM Vitamin B12

100nM = 100nM Vitamin B12, 1uM = 1uM Vitamin B12, 10uM = 10uM Vitamin B12

100uM = 100puM Vitamin B12, ImM = 1mM Vitamin B12

Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler Zellen [%] in Abhéngigkeit von den unterschiedlichen Vitamin-B,-
Konzentratioen [nM-mM]. Die Kontrollzellen wurden nicht mit Vitamin B;, behandelt.
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Man erkennt, dass bei den Vitamin-Bi,-Konzentration von 0,1 nM bis 1 nM kein signifikanter
Unterschied zur Kontrolle besteht, hier liegt die Vitalitdt bei 106,65 % + 3,3 % bis 96,49 % =+
8,62 %.

Ab einer Konzentration von 100 nM liegt eine signifikante Toxizitdt vor, die Vitalitét liegt hier

bei 61,73 % +11,33 %.

4.1.2.3. Wirkung von Folsaure auf PC12-Zellen

Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler PC12-Zellen in Prozent in Abhdngigkeit von der jeweili-

gen Folsdurekonzentration. Die Zellen wurden 24 h nach der Aussaat mit Folsdure behandelt und

nach weiteren 24 h mit Hilfe des Alamarblue-Assys gemessen.

Folsaure 24h

120 -

Anzahl vitaler Zellen [%)]

Kontrolle 10nM 100nM 1uyM 10uM

Folsaure

Abbildung 19: Ergebnisse der Folsdurewirkung auf PC12-Zellen

Balken = Zellvitalitét

T = Standardabweichung

Signifikanz in Bezug auf die Kontrolle ( n. s. = nicht signifikant, * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001)
10nM = 10nM Folsaure, 100nM = 100nM Folsaure, 1uM = 1uM Folsdure, 10uM = 10uM Folsaure

Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler Zellen [%] in Abhéngigkeit von den unterschiedlichen
Folsdurekonzentratioen [nM-uM]. Die Kontrollzellen wurden nicht mit Folsdure behandelt.

Man erkennt, dass bei den Konzentration von 10nM und 100nM Folsdure kein signifikanter Un-
terschied im Vergleich zur Kontrolle vorliegt. Ab einer Konzentration von 1 pM besteht eine

signifikante Toxizitdt gegeniiber der Kontrolle, die Vitalitit liegt hier bei 74,99 % + 16,67 %. Es
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zeigt sich, dass die Folsduregabe die Zellvitalitdt der PC12-Zellen nie giinstig beeinflusst, im Ge-

genteil zeigt sich sogar eine toxische Wirkung.

4.1.2.4. Wirkung von Vitamin Bg auf die Homocysteintoxizitat

Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler PC12-Zellen in Prozent in Abhingigkeit von den jeweili-
gen Vitamin-Bg- und Homocysteinkonzentrationen. Die Zellen wurden 24 h nach der Aussaat mit
Vitamin B¢ und weitere 24 h spiter mit Homocystein behandelt und nach weiteren 24 h mit Hilfe

des Alamarblue-Assys gemessen.

Vitamin B6 und Homocystein 10mM

120

Anzahl vitaler Zellen [%]

Kontolle 10nM+ 100nM+ 1pM+ 10pm+ 100pM+ Imvi+ 10mM
Hcys Hcys Hcys Hcys Hcys Hcys Hcys

Vitamin B6 und Homocystein 10mM

Abbildung 20: Ergebnisse der Prainkubation von Vitamin Bg auf die Homocysteintoxizitat

Balken = Zellvitalitét

T = Standardabweichung

Signifikanz in Bezug auf die Homocysteinkontrolle 10 mM ( n. s. = nicht signifikant, * = p<0,05, ** = p<0,01,
**% = p<0,001)

10nM+Hcys = 10nM Vitamin B6+10mM Homocystein, 100nM+Hcys = 100nM Vitamin B6+10mM Homocystein
1uM+Hcys = 1uM Vitamin B6+10mM Homocystein, 10uM+Hcys = 10uM Vitamin B6+10mM Homocystein
100uM+Hcys = 100uM Vitamin B6+10mM Homocystein, ImM+Hcys = ImM Vitamin B6+10mM Homocystein
10mM Hcys = 10mM Homocystein

Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler Zellen [%] in Abhéngigkeit von den Homocysteingaben [mM] und Vitamin-
Bs-Gaben [nM-mM]. Die Kontrollzellen wurden weder mit Homocystein noch mit Vitamin B behandelt.
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Untersucht wurde, inwieweit sich eine Pridinkubation mit Vitamin Bg auf die
Homocysteintoxizitit auswirkt. Man erkennt, dass die alleinige Homocysteintoxizitét bei 58,12 %
+ 6,52 % liegt. Gibt man den Zellen Vitamin Bg in Konzentrationen von 10 nM bis 10 uM und
danach Homocystein 10 mM, =zeigt sich kein signifikanter Unterschied zur alleinigen
Homocysteintoxizitit (62,18 % + 5,25 %). Es zeigt sich ab einer Gabe von Vitamin B¢ 100 uM
und danach Homocystein 10 mM eine signifikante Toxizitdt im Vergleich zur alleinigen
Homocysteingabe (30,69 % + 2,61 %). Somit wirkt sich die Vitamin-B¢-Gabe nie protektiv auf
die Homocysteintoxizitdt aus, ab einer Konzentration von 100 uM tritt sogar eine toxische Wir-

kung auf.
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4.1.2.5. Wirkung von Vitamin B, auf die Homocysteintoxizitat

Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler PC12-Zellen in Prozent in Abhéngigkeit von den jeweili-
gen Vitamin-Bj,- und Homocysteinkonzentrationen. Die Zellen wurden 24 h nach der Aussaat
mit Vitamin B, und weitere 24 h spiter mit Homocystein behandelt und nach weiteren 24 h mit

Hilfe des Alamarblue-Assys gemessen.

Vitamin B12 und Homocystein 10mM

120 +

Anzahl vitaler Zellen [%]

Kontolle 10nM+ 100nM+ 1pM+ 10pMm+ 100pM+ Imvi+ 10mM
Hcys Hcys Hcys Hcys Hcys Hcys Hcys

Vitamin B12 und Homocystein 10mM

Abbildung 21: Ergebnisse der Prainkubation von Vitamin By, auf die Homocysteintoxizitat

Balken = Zellvitalitét

T = Standardabweichung

Signifikanz in Bezug auf die Homocysteinkontrolle 10 mM ( n. s. = nicht signifikant, * = p<0,05, ** = p<0,01,

**% = p<0,001)

10nM+Hcys = 10nM Vitamin B12+10mM Homocystein, 100nM+Hcys = 100nM Vitamin B12+10mM Homocystein
1uM+Hcys = 1uM Vitamin B12+10mM Homocystein, 10uM+Hcys = 10uM Vitamin B12+10mM Homocystein
100uM-+Hcys = 100uM Vitamin B12+10mM Homocystein, ImM+Hcys = 1mM Vitamin B12+10mM Homocystein
10mM Hcys = 10mM Homocystein

Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler Zellen [%] in Abhéngigkeit von den Homocysteingaben [mM] und Vitamin-
Bi,-Gaben [nM-mM]. Die Kontrollzellen wurden weder mit Homocystein noch mit Vitamin B, behandelt.

Untersucht wurde, inwieweit sich eine Prdinkubation mit Vitamin B, auf die
Homocysteintoxizitdt auswirkt. Man erkennt, dass die alleinige Homocysteintoxizitét bei 75,6 %
+ 5,09 % liegt. Zwischen der alleinigen Homocysteibgabe und der Gabe von Vitamin B> 10 nM
und danach Homocystein 10 mM zeigt sich kein signifikanter Unterschied. Es zeigt sich ab einer

Gabe von Vitamin B, 100 nM und danach Homocystein 10 mM eine signifikante Toxizitdt im
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Vergleich zur alleinigen Homocysteingabe (63,36 % * 7,18 %). Somit wirkt sich die Vitamin-
B,-Gabe nie protektiv auf die Homocysteintoxizitit aus, ab einer Konzentration von 100 nM tritt

eine toxische Wirkung auf.

4.1.2.6. Wirkung von Folsaure auf die Homocysteintoxizitat

Die Diagramme zeigen die Anzahl vitaler PC12-Zellen in Prozent in Abhéngigkeit von den je-
weiligen Folsdure- und Homocysteinkonzentration. Die Zellen wurden 24 h nach der Aussaat mit
Folsdure und weitere 24 h spéter mit Homocystein behandelt und nach weiteren 24 h mit Hilfe

des Alamarblue-Assys gemessen.

Folsaure 10nM und Homocystein 10mM

120 -
100 |
80 1
60 -
40

20

Anzahl vitaler Zellen [%)]

Kontrolle Fols&aure Hcys Folsaure+Hcys

Fols&ure [10nM] und Hecys [10m M]

Abbildung 22: Ergebnisse der Préinkubation von Folséaure 10 nM auf die Homocysteintoxizitéat

Balken = Zellvitalitt
T = Standardabweichung
Signifikanz in Bezug auf die Homocysteinkontrolle 10 mM ( n s. = nicht signifikant, * = p<0,05, ** = p<0,01,
keksk —
p<0,001)
Hcys = Homocystein

Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler Zellen [%] in Abhéngigkeit von den Homocysteingaben [mM] und
Folséuregaben [nM]. Die Kontrollzellen wurden weder mit Homocystein noch mit Folsdure behandelt.
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Folsaure 100nM und Homocystein 10mM

120 -

100 -

[e]
o
|

N
o
|

Anzahl vitaler Zellen [%]
N (2]
o o

o
|

Kontrolle Fols&aure Hcys Folsaure+Hcys

Fols&ure [100nM] und Hcys [10m M]

Abbildung 23: Ergebnisse der Prainkubation von Folsaure 100 nM auf die Homocysteintoxizitat

Balken = Zellvitalitét
T = Standardabweichung
Signifikanz in Bezug auf die Homocysteinkontrolle 10 mM ( n. s. = nicht signifikant, * = p<0,05, ** = p<0,01,
*** = p<0,001)
p )
Hcys = Homocystein

Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler Zellen [%] in Abhéngigkeit von den Homocysteingaben [mM] und
Folsduregaben [nM]. Die Kontrollzellen wurden weder mit Homocystein noch mit Folsdure behandelt.

Untersucht wurde, inwieweit sich eine Prdinkubation mit Folsdure auf die Homocysteintoxizitat
von 10 mM auswirkt. Man erkennt, dass die alleinige Homocysteintoxizitit im ersten Diagramm
bei 80,25 % + 1,96 % und die alleinige Homocysteintoxizitdt im zweiten Diagramm bei 77,03 %
+ 6,28 % liegt. Gibt man den Zellen nacheinander Folsdure und Homocystein 10 mM, zeigt sich
kein signifikanter Unterschied im Vergleich zur alleinigen Homocysteingabe (82,31 % % 3,82 %
im ersten Diagramm und 74,52 % £ 4,49 % im zweiten Diagramm). Somit wirkt sich eine

Priainkubation von Folsdure in kleinen Konzentrationen weder positiv noch negativ auf die

Homocysteintoxizitét aus.
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4.2. Fibroblastenversuche

4.2.1. Vergleich der Homocysteinwirkung bei den unterschiedlichen Fibroblastenlinien

Die Diagramme zeigen die Anzahl vitaler Fibroblasten in prozentualer Darstellung. Als Bezugs-
groBen wurden die absoluten Werte der jeweiligen Kontrollzellen der einzelnen
Fibroblastenlinien gleich 100 % gesetzt. Die Zellen wurden 24 h nach der Aussaat mit 10 mM

Homocystein behandelt und nach weiteren 24 h mit Hilfe des Alamarblue-Assys gemessen.

Vergleich Wildtyp MTHFR

100,00 +

—_ L 2 2 ]
S

= 80,00 |
o

& 60,00 |
ks

S 40,00 |
>

S 20,00 -
N

c

< 000

Wildtyp MTHFR
Homocystein [10m M]

Abbildung 24: Ergebnisse des Vergleichs der Homocysteinwirkung zwischen Wildtyp und MTHFR-Mutanten

Balken = Zellvitalitit

T = Standardabweichung

Signifikanz ( n .s. = nicht signifikant, * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001)
MTHFT = Methylentetrahydrofolatreduktase

Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler Zellen [%] in Abhéngigkeit von den Homocysteingaben [mM] bei den Wild-
typzellen und bei den MTHFR-Mutanten.

Nach Homocysteingabe von 10 mM zeigt sich zwischen Wildtypzellen und MTHFR-Mutanten
ein signifikanter Unterschied der Zellvitalitit (o = 0,01, p < 0,0001, t-Wert = 13,08, kritischer t-
Wert = 2,66). Bei den MTHFR-Mutanten liegt die Zellvitalitit bei 79,57 % + 7,7 %, bei den
Wildtypzellen nur bei 55,02 % + 3,83 %. Somit wirkt die Homocysteingabe auf die Wildtypzel-
len signifikant toxischer als auf die MTHFR-Mutanten.
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Vergleich Wildtyp CBS

100,00 +

L2 2

80,00 -
60,00 -
40,00 -

20,00 -

Anzahl vitaler Zellen [%)]

0,00 -
Wildtyp CBS

Homocystein [10m M]

Abbildung 25: Ergebnisse des Vergleichs der Homocysteinwirkung zwischen Wildtyp und CBS-Mutanten

Balken = Zellvitalitét

T = Standardabweichung

Signifikanz ( n. s. = nicht signifikant, * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001)
CBS = Cystathionin-p-Synthase

Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler Zellen [%] in Abhéngigkeit von den Homocysteingaben [mM] bei den Wild-
typzellen und bei den CBS-Mutanten.

Nach Homocysteingabe von 10 mM zeigt sich zwischen Wildtypzellen und CBS-Mutanten ein
signifikanter Unterschied der Zellvitalitdt (o = 0,01, p < 0,0001, t-Wert = 9,84, kritischer t-Wert
= 2.67). Bei den CBS-Mutanten liegt die Zellvitalitit bei 71,48 % + 4,38 %, bei den Wildtypzel-
len nur bei 55,02 % =+ 3,83 %. Somit wirkt die Homocysteingabe auf die Wildtypzellen signifi-
kant toxischer als auf die CBS-Mutanten.
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Vergleich MTHFR CBS

100,00 +

*k%

80,00 -
60,00 -
40,00 +

20,00 -

Anzahl vitaler Zellen [%]

0,00 -
MTHFR CBS

Homocystein [10m M]

Abbildung 26: Ergebnisse des Vergleichs der Homocysteinwirkung zwischen MTHFR-Mutanten und
CBS-Mutanten

Balken = Zellvitalitét

T = Standardabweichung

Signifikanz ( n.s. = nicht signifikant, * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001)
MTHFR = Methylentetrahydrofolatreduktase

CBS = Cystathionin-p-Synthase

Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler Zellen [%] in Abhéngigkeit von den Homocysteingaben [mM] bei den
MTHFR-Mutanten und bei den CBS-Mutanten.

Nach Homocysteingabe von 10 mM zeigt sich zwischen CBS-Mutanten und MTHFR-Mutanten
ein signifikanter Unterschied der Zellvitalitdt (o = 0,01, p < 0,0003, t-Wert = 3,77, kritischer t-
Wert = 2,64). Bei den MTHFR-Mutanten liegt die Zellvitalitdt bei 79,57 % + 7,7 %, bei den
CBS-Mutanten nur bei 71,48 % + 4,38 %. Somit wirkt die Homocysteingabe auf die CBS-
Mutanten signifikant toxischer als auf die MTHFR-Mutanten.

4.2.2. Zusammenfassung der Homocysteinwirkung auf die unterschiedlichen
Fibroblastenlinien

Der Vergleich der Homocysteinwirkung auf die unterschiedlichen Fibroblastenlinien ergibt, dass
bei beiden Mutanten die Homocysteintoxizitdt signifikant geringer ist als bei dem Wildtyp.
Vergleicht man die beiden Mutanten unter sich, stellt man fest, dass die Homocysteintoxizitét bei

der MTHFR-Mutante signifikant geringer ist als bei der CBS-Mutanten.
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4.2.3. Vergleich der L-Dopawirkung bei den unterschiedlichen Fibroblastenlinien

Die Diagramme zeigen die Anzahl vitaler Fibroblasten in prozentualer Darstellung. Als Bezugs-
groBen wurden die absoluten Werte der jeweiligen Kontrollzellen der einzelnen
Fibroblastenlinien gleich 100 % gesetzt. Die Zellen wurden 24 h nach der Aussaat mit 300 uM L-

Dopa behandelt und nach weiteren 24 h mit Hilfe des Alamarblue-Assys gemessen.

Vergleich Wildtyp MTHFR

100,00 +

*E%

80,00 -
60,00 -
40,00 +

20,00 -

Anzahl vitaler Zellen [%]

0,00 -
Wildtyp MTHFR

L-Dopa [300uM]

Abbildung 27: Ergebnisse des Vergleichs der L-Dopawirkung zwischen Wildtyp und MTHFR-Mutanten

Balken = Zellvitalitét

T = Standardabweichung

Signifikanz ( n.s. = nicht signifikant, * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001)
MTHEFR = Methylentetrahydrofolatreduktase

Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler Zellen [%] in Abhdngigkeit von den L-Dopagaben [uM] bei den Wildtypzel-
len und bei den MTHFR-Mutanten.

Nach L-Dopagabe von 300 uM zeigt sich zwischen Wildtypzellen und MTHFR-Mutanten ein
signifikanter Unterschied der Zellvitalitit (o = 0,01, p < 0,0001, t-Wert = 10,47, kritischer t-Wert
= 2,67). Bei den Wildtypzellen liegt die Zellvitalitdt bei 90,06 % + 4,63 %, bei den MTHFR-
Mutanten nur bei 68,37 % + 4,75 %. Somit wirkt die L-Dopagabe auf die MTHFR-Mutanten sig-
nifikant toxischer als auf die Wildtypzellen.
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Vergleich Wildtyp CBS

100,00 +
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40,00 +
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0,00 -

Wildtyp CBS
L-Dopa [300uM]

Abbildung 28: Ergebnisse des Vergleichs der L-Dopawirkung zwischen Wildtyp und CBS-Mutanten

Balken = Zellvitalitét

T = Standardabweichung

Signifikanz ( n s. = nicht signifikant, * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001)
CBS = Cystathionin-p-Synthase

Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler Zellen [%] in Abhéngigkeit von den L-Dopagaben [uM] bei den Wildtypzel-
len und bei den CBS-Mutanten.

Nach L-Dopagabe von 300 uM zeigt sich zwischen Wildtypzellen und CBS-Mutanten kein signi-
fikanter Unterschied der Zellvitalitit (o = 0,01, p = 0,8350, t-Wert = 0,21, kritischer t-Wert =
2,67). Bei den Wildtypzellen liegt die Zellvitalitit bei 90,06 % + 4,63 %, bei den CBS-Mutanten
bei 90,09 % * 6,65 %.
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Vergleich MTHFR CBS
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Abbildung 29: Ergebnisse des Vergleichs der L-Dopawirkung zwischen MTHFR-Mutanten und
CBS-Mutanten

Balken = Zellvitalitét

T = Standardabweichung

Signifikanz ( n.s. = nicht signifikant, * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001)
MTHFR = Methylentetrahydrofolatreduktase, CBS = Cystathionin-f-Synthase

Das Diagramm zeigt die Anzahl vitaler Zellen [%] in Abhéngigkeit von den L-Dopagaben [uM] bei den MTHFR-
Mutanten und bei den CBS-Mutanten.

Nach L-Dopagabe von 300 uM zeigt sich zwischen MTHFR-Mutanten und CBS-Mutanten ein
signifikanter Unterschied der Zellvitalitit (o = 0,01, p < 0,0001, t-Wert = 9,93, kritischer t-Wert
= 2,66). Bei den MTHFR-Mutanten liegt die Zellvitalitit bei 68,37 % * 4,75 %, bei den CBS-
Mutanten bei 90,09 % =+ 6,65 %. Somit wirkt die L-Dopagabe auf die MTHFR-Mutanten signifi-
kant toxischer als auf die CBS-Mutanten.

4.2.4. Zusammenfassung der L-Dopawirkung auf die unterschiedlichen Fibroblastenli-

nien

Der Vergleich der L-Dopawirkung auf die unterschiedlichen Fibroblastenlinien ergibt, dass bei
den MTHFR-Mutanten die L-Dopatoxizitit signifikant hoher ist als bei dem Wildtyp. Zwischen
der Vitalitdit der CBS-Mutanten und dem Wildtyp besteht nach L-Dopagabe kein signifikanter
Unterschied.

Vergleicht man die beiden Mutanten unter sich, stellt man fest, dass die L-Dopatoxizitit bei der

MTHFR-Mutante signifikant hoher ist als bei der CBS-Mutante.
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5. Diskussion

5.1. Material- und Methodenkritik

5.1.1. Unterschiedliche Wirkung der Homocystein-Stereoisomere

Von der Aminosdure Homocystein existieren zwei Stereoisomere (D-Hcys und L-Hcys). In dieser
Arbeit wurde ein DL-Racemat der Firma Sigma (s. 3.1.3.1.1.) verwendet.

Die Stereoisomere unterscheiden sich zum Teil in ihrer Wirkung. Nur das L-Stereoisomer ist bio-
aktiv. So aktiviert z. B. L-Homocystein NMDA-Rezeptoren, wahrend bei D-Homocystein diese
Wirkung nicht beobachtet wird (Turski, 1989).

5.1.2. Unterschiedliche biologisch aktive Formen der Vitamine

Bei den Vitaminversuchen ist folgendes Problem zu beriicksichtigen: die jeweiligen Vitamine
kommen in der Natur in vielen unterschiedlichen Formen vor. So kann z. B. Pyridoxin in
Pyridoxal, Pyridoxamin, Pyridoxinsdure und Pyridoxamin-5-Phosphat umgewandelt werden
(Windebank, 1985). Auch bei den anderen Vitaminen gibt es unterschiedliche Formen: Folsdure
ist nicht identisch mit Folat. In dieser Arbeit wurde immer nur eine Form des jeweiligen Vitamins
verwendet. So wurde z. B. fiir den Vitamin-B;;-Komplex Cobalamin verwendet. Eventuell hitte
jedoch die biologisch aktive Form, Methylcobalamin, eingesetzt werden miissen. Bislang ist nicht

untersucht worden, ob PC12-Zellen Cobalamin umwandeln kénnen.

5.1.3. Fibroblastenzelllinien

In dieser Arbeit wurden humanen Fibroblastenzelllinien mit spezifischem Genotyp und einem
Defekt des Homocysteinstoffwechsels verwendet.
Prinzipiell stellt sich die Frage, ob die Ergebnisse dieser Zelllinien fiir die Homocystein- und L-

Dopatoxizitit auf Nervenzellen direkt iibertragbar sind.
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5.1.4. Alamar-Blue-Assay

Der Alamar-Blue-Assay bietet gegeniiber frither gebrduchlichen, radioaktiven Verfahren zur
Zellproliferationsmessung viele Vorteile. Er ist einfacher zu handhaben, nicht radioaktiv und ver-
ursacht weniger Kosten. Ebenso ist es ein schnelles und wenig laborintensives Verfahren, wel-
ches die Kinetik des Zellwachstums genau beschreibt (Ahmed et al., 1994).

Mogliche Nachteile dieses Assays sind jedoch, dass der empfohlene Wellenbereich zwischen 530
und 560 nm recht eng ist, ferner kann der Alamar-Blue-Assay nur in Medien verwendet werden,

die FCSs und Phenolrot enthalten.

5.1.5. LD-50 von Homocystein und L-Dopa fur Zellen liegt Gber dem Serumspiegel

Bei den Versuchen in dieser Arbeit wurden nach Ermittlung der LD-50 Homocysteindosierungen
von 10 mM verwendet. Der normale Homocysteinspiegel im humanen Serum liegt im Bereich
zwischen 5-10 umol/l (Yang et al., 2005). Nach L-Dopagabe kann der Homocysteinspiegel auf
Werte um 15 pM ansteigen (Miiller und Muhlack, 2010). Bei homozygoten CBS-Defizienten-
Triagern konnen Werte von 100-500 pmol/l Homocystein im Plasma gemessen werden (Yang et
al., 2005). Somit liegen die GroBenordnungen der Homocysteindosierungen in der vorliegenden
Arbeit bei den Zellkulturversuchen um den Faktor 1000 hoher als im humanen Serum.

In der Arbeit von Miiller und Muhlack wurde auch die L-Dopakonzentration im humanen Serum
nach dreimaliger Gabe von 100 mg (oder 50 mg) L-Dopa bestimmt. Die Messungen ergaben
Werte um die 250 ng/ml. Die ermittelte LD-50 von L-Dopa in dieser Arbeit liegt zwischen 300
und 350 uM. Somit liegen die GroBenordnungen der in dieser Doktorarbeit verwendeten L-
Dopadosierungen um den Faktor 300 hoher als die L-Dopawerte im humanen Serum nach thera-
peutischer L-Dopaapplikation.

So stellt sich die Frage, inwieweit die Ergebnisse der in der Zellkultur ermittelten Homocystein-

und L-Dopadosierungen, auf den Menschen iibertragbar sind.
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5.2. Vitalitatsbeeinflussung durch Substanzzugabe bei den PC12-Zellen

5.2.1. Homocystein- und L-Dopawirkung bei den PC12-Zellen

5.2.1.1. Additive Wirkung der Homocystein- und der L-Dopatoxizitat

Homocystein kann in Zellkulturen toxisch auf dopaminerge Zellen wirken (Imamura et al., 2007).
In der vorliegenden Arbeit wurde die LD-50 fiir Homocystein bei PC12-Zellen bei einer Kon-
zentration von 10 mM erreicht (s. 4.1.1.1.).

M. Parkinson, dem ein Dopaminmangel zu Grund liegt, bedarf einer Therapie mit L-Dopa, das
ebenfalls in Zellkulturen toxisch auf dopaminerge Zellen wirken kann (Olanow et al., 2004). In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei PC12-Zellen die LD-50 bei Dosen zwischen 300
uM- 350 uM fiir L-Dopa erreicht wird (s. 4.1.1.2.).

Parkinsonpatienten leiden 6fter unter einer Hyperhomocysteindmie (Religa et al., 2006), nach L-
Dopagabe konnten erhohte Homocysteinplasmawerte im humanen Serum gemessen werden
(Miiller et al., 2001). L-Dopa wirkt auf der einen Seite bei der Behandlung des M. Parkinson
neuroprotektiv, es stellt nach wie vor die effektivste Behandlung der Erkrankung dar. Anderer-
seits scheint es jedoch auch neurotoxisch zu wirken, da nach einigen Jahren Nebenwirkungen wie
Dyskinesien und motorische Fluktuationen auftreten (Fahn, 2006). Es stellte sich die Frage, wie
die Hyperhomocysteindmie die L-Dopatoxizitéit beeinflusst. Bei einer Arbeit mit Zellkulturversu-
chen konnte keine relevante dopaminerge Toxizitdt von Homocystein nachgewiesen werden
(Heider et al., 2004). Eine andere Arbeit konnte aber zeigen, dass Homocystein in Ratten
dopaminerge Neurone zur Dysfunktion und zum Zelltod sensitivieren kann (Duan et al., 2002).
Die gemeinsame Gabe von der LD-50 von Homocystein (10 mM) und der LD-50 von L-Dopa
(350 puM) fiihrt bei den PCl12-Zellen zu einer deutlichen Verringerung der alleinigen L-
Dopatoxizitét (s. 4.1.1.3.). Hieraus ergibe sich eine schiitzende Wirkung von Homocystein vor
der L-Dopatoxizitit. Allerdings muss man beachten, dass die beiden Substrate zum gleichen
Zeitpunkt und in der gleichen Losung auf die Zellen aufgebracht wurden, womit eine unbekannte
extrazelluldre Reaktion der Substanzen miteinander nicht ausgeschlossen werden kann

Daher wurde eine Homocysteinprdinkubation bei PC12-Zellen vor der Inkubation mit L-Dopa
durchgefiihrt (s. 4.1.1.4.). Dann wirken die beiden Stoffe weitaus toxischer, als bei der jeweiligen

alleinigen Gabe. Hieraus ergibt sich, dass Homocystein nicht, wie zunédchst angenommen,
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protektiv wirkt, sondern dass sogar die L-Dopatoxizitit verstirkt werden kann. Diese Daten be-
stitigen die Versuche von Duan an Ratten aus dem Jahr 2002. Im menschlichen Blut sind beide
Stoffe nebeneinander vorhanden.

Sowohl die hier beobachteten giinstigen Effekte, aber auch die Verstirkung der vermuteten L-
Dopatoxizitét scheinen in vivo gleichzeitig eine Rolle zu spielen.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit ergibt sich, dass M. Parkinson-Patienten, die mit L-Dopa be-
handelt werden, besonders sorgfiltig auf das Vorliegen einer Hyperhomocysteindmie untersucht
werden sollten. Auch nur eine leichte Erhéhung des Homocysteinspiegels sollte bei diesen Pati-

enten behandelt werden, um zu verhindern, dass L-Dopa ungiinstige Effekte erzeugt.

5.2.2. Vitaminwirkung an PC12-Zellen

5.2.2.1. Allgemeines

Es ist nicht bekannt, ob die Vitamine in die PC12-Zellen eindringen und dort wirken konnen. Es
konnte auch eine direkte, extrazelluldre Toxizitédt vorliegen. Ebenfalls ist nicht geklért, ob PC12-

Zellen diese Vitamine iiberhaupt nutzen.

5.2.2.2. Toxizitat der Vitamine

Folsdure ist ein essentieller Nahrungsbestandteil und wird fiir viele intrazelluldre Reaktionen als
Cofaktor bendtigt (Donnelly, 2001). Vitamin Bg spielt sowohl als ein Cofaktor als auch als Anti-
oxidans eine wichtige Rolle im menschlichen Koérper (Mooney et al., 2009). Folsdure, Vitamin
B, und Vitamin B¢ sind wichtig fiir den menschlichen Organismus, ein Mangel kann zu Schiden
filhren, deshalb ist eine ausreichende Zufuhr dieser Vitamine von Bedeutung fiir die Gesundheit.

Pyridoxin kann neurotoxisch wirken, ebenso wie seine aktivierten Coenzyme Pyridoxal und
Pyridoxamin. Pyridoxische Sdure ist nicht aktiv und somit nicht toxisch, Pyridoxamin-5-
Phosphat welches nicht in die Zelle eindringen kann, wirkt ebenso nicht neurotoxisch
(Windebank, 1985). Eine Vitamin-Be-Substitution ist nicht immer harmlos, hohe Dosen kdnnen

eine periphere Neuropathie, trotz der renalen Exkretion dieses wasserldslichen Vitamins, auslo-
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sen (Levine und Saltzman, 2002). Ab Dosen von 100-300 mg pro Tag kann Toxizitdt auftreten,
bei Vitamin-B¢-Gaben von iiber 1000 mg pro Tag kann eine Neuropathie entstehen (Katan,
2005). Bei der Vitamin Bg induzierten Neuropathie sind besonders sensorische Fasern betroffen
(Perry et al., 2004). Auch wird iiber eine UVA induzierte Zytotoxizitidt von Vitamin Bs berichtet
(Maeda et al., 2000). Ginkotoxin, ein Derivat der Vitamin-Bs-Gruppe in hoheren Pflanzen kann
ebenfalls giftig wirken (Drewke und Leistner, 2001).

Altere Menschen sprechen auf Dosen von unter 500 ug bei der Vitamin-By,-Therapie nicht an,
bei normaler Absorption besteht bei dieser Dosierung jedoch die Gefahr einer Akkumulation von
Cobalamin (Carmel, 2008). Folsdure- und Vitamin-B,-Gaben konnen das tHcys auch unter die
Normwerte senken (Brittstrom, 1996). Durch SAM koénnen Desoxyadenplyradikale entstehen,
die schidlich wirken (Toohey, 2006). Nach dem Einbringen eines Stents kann eine Therapie mit
Folsdure, Vitamin B, und Vitamin B¢ zu einem erh6hten Vorkommen von Restenosen fiithren
(Lange et al., 2004).

Diese Beobachtungen zeigen, dass eine Vitamin-Substitution, insbesondere eine Vitamin-Be-
Gabe, auch schédlich Folgen fiir den menschlichen Organismus haben kann. Bei der vorliegenden
Arbeit wirkte sich die Vitaminbehandlung eher schédlich auf die PC12-Zellen aus. Folsduregabe,
Vitamin-B¢-Gabe und Vitamin-B,-Gabe fiihrten jeweils unabhidngig voneinander zu einer gerin-
geren Zellvitalitat.

Folsdure-, Vitamin-Bj,- und Vitamin-B¢-Gabe senken bei Patienten, die an einer
Hyperhomocysteindmie leiden, den Plasmahomocysteinspiegel (Perry, 1999). In dieser Arbeit
sollte untersucht werden, welche Vitamingabe die PCI12-Zellen am besten vor der
Homocysteintoxizitdt schiitzen kann. Angenommen wurde, dass die Vitamin-Bs-Gabe die PC12-
Zellen besser vor der Homocysteintoxizitit schiitzen wiirde, da bei der Vitamin Be abhéngigen
Transsulfurierung im Gegensatz zu der Vitamin B, und Folsdure abhingigen Remethylierung
das Antioxidans Glutathion entsteht. In dieser Arbeit konnte jedoch weder die Vitamin-B¢-Gabe
noch die Vitamin-B,- und Folsduregabe die PC12-Zellen vor der Homocysteintoxizitét schiitzen.
Im Gegenteil fiihrte die Vitaminsubstitution bei diesen Zellen teilweise sogar zu einer Verstir-
kung der toxischen Homocysteinwirkung.

Letztlich scheint das Modell der PC12-Zellen fiir die Fragestellung der Vitaminprotektion auf die
Homocysteintoxizitdt nicht geeignet zu sein. Urspriinglich waren auch Versuche zur Wirkung der
Vitaminprotektion auf die L-Dopatoxizitdt vorgesehen. L-Dopa wird u.a. zu Homocystein abge-

baut (2.3.3.) und Homocystein wird dann iiber die vitaminabhingige Transsulfurierung oder vi-
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taminabhingige Remethylierung weiter verstoffwechselt (2.1.3.1./2.1.3.4.). Da jedoch durch die
Vitamingabe die Homocysteintoxizitdt nicht gesenkt werden konnte, wurde auf weitere Versuche

mit den PC12-Zellen verzichtet.

5.2.2.3. Folsauresubstitution

Folsédure schiitzt den menschlichen Organismus vor zahlreichen Erkrankungen und kann bei Par-
kinsonpatienten, die an einer Homocysteindmie leiden, den Plasmahomocysteinspiegel senken
(Lamberti et al., 2005.). Eine andere Zellkulturarbeit zeigt, dass die Zugabe von Folsdure zum
Zellmedium die Homocysteinkonzentration im Medium selbst und die Effekte von Homocystein
auf die verwendeten vaskuldren Muskelzellen in Bezug auf Apoptose und Nekrose reduziert
(Buemi et al., 2001).

In der vorliegenden Arbeit ldsst sich durch die Folsduregabe allerdings keine signifikante Protek-

tion gegeniiber der Homocysteintoxizitdt zeigen (s. 4.1.2.6.).
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5.3. Homocystein- und L-Dopawirkung bei den Fibroblasten

5.3.1. Allgemeines

Bei der L-Dopatherapie des Parkinsonpatienten entsteht in Folge des L-Dopaabbaus iiber die
COMT vermehrt Homocystein (Nevrly et al., 2010). Deshalb wurde in dieser Arbeit iiberpriift,
wie die Wildtypfibroblasten, die CBS-Mutanten und die MTHFR-Mutanten auf eine zusétzliche
Homocysteingabe reagieren. Nun stellte sich die Frage, ob es besser ist, wenn das iiberschiissige
Homocystein iliber die CBS abhingige Transsulfurierung oder iliber die MTHFR abhéingige
Remethylierung weiter verstoffwechselt wird. Bei den MTHFR-Defiziten besitzt das Enzym
MTHFR eine Restaktivitit von unter 5 %, so wird bei den Fibroblasten mit einer Mutation im
MTHFR-Gen der grofite Anteil des Homocysteins iiber die Transsulfurierung verstoffwechselt.
Es wurde angenommen, dass die Transsulfurierung der bevorzugte Abbauweg sei, da dort
Glutathion entsteht, welches den oxidativen Stress, der bei Parkinsonpatienten vermehrt gebildet

wird, senken kann (Ji und Fu, 1992).

5.3.2. Homocysteinwirkung bei den Fibroblasten

5.3.2.1. Abwehrmechanismen der Mutanten

Eine Erkldrung fiir die hohere Vitalitit der Mutanten gegeniiber den Wildtypzellen nach
Homocysteinbehandlung, konnte der hohere intrazelluldre Homocysteinspiegel bei den Mutanten
sein. Die MTHFR-Mutation 677C>T ist assoziiert mit hohen Homocysteinspiegeln (Summers et
al., 2008). Ebenfalls existiert ein Zusammenhang einer CBS-Mutation mit hohen
Homocysteinspiegeln (Dutta et al., 2009). So sind die Mutanten permanent hohen

Homocysteinspiegeln ausgesetzt und haben eventuell Kompensationsmechanismen entwickelt.
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5.3.2.2. Chemische Konditionierung der Homocysteingabe bei MTHFR- und CBS-

Defizienten

Mutationen im CBS-Gen sind die hadufigste Ursache fiir die genetische Hyperhomocysteindmie
(Kabil et al., 2006). Ebenso wie bei dieser Mutation des CBS-Gens fiihrt auch eine Mutation in
MTHFR-Gen zu erhohten Homocysteinspiegeln im Plasma (Kluijtmans et al., 1996). Bei CBS-
und MTHFR-Mutanten liegt von Anfang an eine Erhohung des intrazelluldren
Homocysteinspiegels vor.

Die zusitzliche Homocysteingabe fiihrte bei den Wildtyp Fibroblasten zu der stirksten Wirkung.
Bei den MTHFR- und die CBS-Defizienten war die toxische Homocysteinwirkung geringer. Eine
mogliche Erklarung liegt darin, dass die MTHFR- und die CBS-Defizienten durch ihre Mutatio-
nen einen erhdhten intrazellulairen Homocysteinspiegel haben. Dadurch konnte es zu einem Phé-
nomen, das sich mit dem der ischdmischen und der chemischen Konditionierung vergleichen
lasst, kommen.

Das Prinzip der ischdmischen Konditionierung wurde in den spéten 80ern bekannt, dabei lésst
eine kurze subkritische Ischdmie die Toleranz fiir eine kritische Ischdmie ansteigen (Steiger und
Hianggi, 2007). Bei der chemischen Prikonditionierung steigt die Hypoxietoleranz durch selekti-
ve chemische Inhibition der oxidativen Phosphorylierung (Riepe et al., 1997). Diese chemische
Inhibition der oxidativen Phosphorylierung kann durch eine Hemmung des mitochondrialen
Komplexes I durch Haloperidol oder durch eine Hemmung des mitochondrialen Komplexes II
durch 3-Nitropropionat erfolgen (Riepe und Ludolph, 1997). 3-Nitropropionat hemmt die
Succinatdehydrogenase und fiithrt bei Méusen, die einer Ischdmie ausgesetzt wurden, zu
kardioprotektiven Effekten. Bei diesen Mausen konnten durch 3-Nitropropionat die ischdmischen
Verletzungen am Herzen verringert werden (Hu et al., 2005). 3-Nitropropionat vermag nicht nur
die ischdmischen Verletzungen am Herzen zu reduzieren, sondern auch die im Gehirn (Turan et
al., 2006).

Ein #hnliches Phinomen konnte bei den Ergebnissen dieser Arbeit zugrunde liegen. Die
MTHFR- und CBS-Mutanten, die einen erhohten intrazelluldiren Homocysteinspiegel haben, sind
bei einer zusitzlichen Homocysteingabe gegen die Homocysteintoxizitdt geschiitzt. Bei den
Wildtypzellen, die keinen erhdhten Homocysteinspiegel aufweisen, wirkt die Homocysteingabe

toxischer.
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5.3.2.3. Vergleich der Homocysteinwirkung bei den MTHFR- und CBS-Mutanten

Bei dem direkten Vergleich der mit Homocystein behandelten MTHFR-Mutanten und CBS-
Mutanten zeigt sich, dass die CBS-Defizienten weniger gut geschiitzt sind (s. Abbildung 26).
Eine mogliche Erkldrung hierfiir konnte die hohere Kapazitit der Transsulfurierung iiber CBS
gegeniiber der Remethylierung via MTHFR sein. Die Affinitdt der CBS zu Homocystein ist ge-
ringer als die der MS zu Homocystein, jedoch besitzt die CBS hohere kapazitive Reserven als die
MS (Finkelstein und Martin, 1984). Ist wenig Homocystein vorhanden, wird eine groBer Teil
iiber die Remethylierung zu Methionin verstoffwechselt und bleibt dem Kreislauf erhalten. Bei
hohen Homocysteinkonzentrationen wird die CBS vermehrt aktiviert und Homocystein wird irre-
versible zu Cystein abgebaut.

Eine weitere Rolle spielt SAM, dieser Stoff ist ein Aktivator der CBS und ein Inhibitor der
MTHFR (Mudd et al., 1980). Ahnlich wie bei dem oben beschriebenen Regulationmechanismus
filhren niedrige SAM-Konzentrationen zu einer vermehrten Remethylierung. Somit werden Me-
thionin, SAM und Homocystein regeneriert. Bei hoher SAM-Konzentration wird die
Transsulfurierung aktiviert und somit wird die Konzentration von Methionin, SAM und
Homocystein gesenkt (Selhub, 1999).

Das die Homocysteingabe bei den CBS-Mutanten toxischer als bei den MTHFR-Mutanten wirkt,
konnte an der hoheren Kapazitit der CBS gegentiber der MTHFR liegen. Bei den CBS-Mutanten
wird der Grofiteil des Homocystein liber die MTHFR verstoffwechselt, da die Restaktivitit der
CBS unter 5 % liegt. Bei hohen Homocysteinkonzentrationen konnen bei diesen Mutanten jedoch
nicht die kapazitiven Reserven der CBS genutzt werden, somit kommt es zu einer hoheren Toxi-
zitdt als bei den MTHFR-Mutanten. Die MTFHR-Mutanten sind hingegen in der Lage, hohere
Homocysteinkonzentrationen iiber die CBS zu verstoffwechseln.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die CBS eine hohe Homocysteinkonzentration besser
reduzieren kann als die MTHFR. Somit erscheint es sinnvoll, bei Patienten mit einer

Hyperhomocysteindmie die CBS Aktivitdt, z.B. durch eine Vitamin-B¢-Gabe, zu fordern.
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5.3.2.4. Hoherer Gesamtglutathionspiegel bei den MTHFR-Mutanten im Vergleich zu
den CBS-Mutanten

Es konnte gezeigt werden, dass die MTHFR-Mutanten einen hdheren Gesamtglutathionspiegel
als die CBS-Mutanten aufweisen (Miskiewicz, 2010). Diese Ergebnisse zeigen, dass bei Zellen,
die Homocystein fast ausschlieBlich {iber die CBS abbauen, vermehrt schiitzendes Glutathion
gebildet wird. Diese Versuche bestitigen somit ebenfalls die Transsulfurierung als den geeigne-

teren Weg zur Bekdmpfung der Hyperhomocysteindmie.

5.3.3. L-Dopawirkung bei den Fibroblasten

5.3.3.1. Vergleich der L-Dopagabe bei den MTHFR- und CBS-Mutanten

Bei dem direkten Vergleich der mit L-Dopa behandelten MTHFR-Mutanten und CBS-Mutanten
zeigt sich, dass die MTHFR-Defizienten gegeniiber L-Dopa empfindlicher sind (s. Abbildung
29), obwohl sie mehr Glutathion bilden kdnnen und daher gegen oxidativen und L-Dopa indu-
zierten Stress geschiitzt sein sollten.

Bei Menschen mit MTHFR-Mutationen konnte eine Demyelinierung in Zusammenhang mit nied-
rigen SAM-Leveln im ZNS gebracht werden (Hyland et al., 1988). MTHFR-Mutanten mit dem
Polymorphismus C677T produzieren weniger S-Adenosyl-Methionin (SAM) (Krumdieck et al.,
2008). Bei einer niedrigen Aktivitit der MTHFR wird weniger 5-MTHF, der Hauptmethyldonor
fiir die Methioninsynthese, gebildet. Methionin wiederum ist das Hauptsubstrat der SAM-
Synthese (Baethmann et al., 2000). SAM ist ein Methylgruppendonator bei die Dopa-
Methylierung via COMT und kann so die Dopakonzentration senken und somit die L-
Dopatoxizitét reduzieren (Werner et al., 2001).

Eventuell sind daher die MTHFR-Mutanten, da sie weniger schiitzendes SAM produzieren, be-
sonders empfindlich gegeniiber einer L-Dopagabe. In einer Arbeit an Nagern wurde gezeigt, dass
durch direkte Injektion von L-Dopa in das ZNS die SAM-Spiegel dramatisch reduziert wurden
(Miller et al., 1997). Das konnte bedeuten, dass Triger eines MTHFR-Polymorphismus beson-
ders anfillig fiir die L-Dopatoxizitét sind.
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Tatsdchlich konnte in einer Analyse des Erkrankungsbeginns bei M. Parkinson gezeigt werden,
dass ein MTHFR 1298CC Polymorphismus bei Parkinsonpatienten mit einem spiteren Erkran-

kungsalter assoziiert war (Wiillner et al., 2005).
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Zunichst wurden in Versuchen mit PC12-Zellen die LD-50 von Homocystein bei 10 mM und die
LD-50 von L-Dopa zwischen 300-350 uM ermittelt. Dann wurde festgestellt, inwieweit die
Homocysteingabe die L-Dopatoxizitit beeinflusst. So sollte geklart werden, ob Homocystein vor
einer L-Dopatoxizitdt schiitzen kann oder ob es diese verstdrkt. Die Versuche ergaben, dass die
Toxizitét von L-Dopa durch die Vorbehandlung mit Homocystein verstiarkt wird (s. 5.2.1.1.). Als
therapeutische Konsequenz ergibt sich daraus, dass M. Parkinson-Patienten, die mit L-Dopa be-
handelt werden, besonders sorgfiltig auf das Vorliegen einer Hyperhomocysteindmie untersucht
werden sollten und der Homocysteinspiegel gegebenenfalls gesenkt werden sollte.

Homocystein kann zum einen iiber die Transsulfurierung und zum anderen iiber die
Remethylierung verstoffwechselt werden (Finkelstein und Martin, 2000). Zurzeit befiirworten
einige Autoren eine Folsduresubstitution bei Parkinsonpatienten, die an einer
Hyperhomocysteindmie leiden (dos Santos et al., 2009). Das hat zur Folge, dass Homocystein
vermehrt iiber die Remethylierung abgebaut werden kann. Bei der Transsulfurierung entsteht
Glutathion, welches u.a. den oxidativen Stress senkt (Ji und Fu, 1992), der bei Parkinsonpatienten
vermehrt entsteht (Sian et al., 1994). Deshalb wurde vermutet, dass es besser wire, die
Transsulfurierung zu bevorzugen. Um diesen Weg zu unterstiitzen, miisste man den Patienten
Vitamin Bg geben.

Bei den Fibroblastenversuchen bewirkt die Homocysteingabe bei den CBS-Mutanten eine hohere
Toxizitit als bei den MTHFR-Mutanten. Das ldsst sich unter anderem durch die héhere Kapazitit
der Transsulfurierung {iber CBS erkliren (Finkelstein und Martin, 1984). Diese
Fibroblastenversuche unterstiitzen die Hypothese der Transsulfurierung als geeigneteren Stoff-
wechselweg, um der Hyperhomocysteindmie entgegenzuwirken.

Die L-Dopagabe bewirkt, im Unterschied zur Homocysteingabe, bei den MTHFR-Mutanten eine
hohere Toxizitét als bei den CBS-Mutanten. Das konnte an der geringeren SAM-Produktion der
MTHFR-Mutanten liegen (Krumdieck et al., 2008). Nach den in dieser Arbeit vorliegenden Ver-
suchen scheinen die Triger eines MTHFR-Polymorphismus eine hohere L-Dopaempfindlichkeit
aufzuweisen.

Obwohl die Ergebnisse der Versuche nach L-Dopagabe zundchst die Remethylierung als den
geeigneteren Stoffwechselweg zur Reduzierung der Hyperhomocysteindmie erscheinen lassen,

muss man berlicksichtigen, dass L-Dopa nicht nur durch die COMT zu Homocystein, sondern
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auch iiber die MAO zu anderen Produkten weiter verstoffwechselt wird (Spina und Cohen, 1989).
Somit sind die Reaktionen nach L-Dopagabe nicht nur auf den Homocysteinkreislauf beschrinkt.
Deshalb spiegeln die Ergebnisse der Zellkulturversuche nach Homocysteingabe besser die Stoff-
wechselprozesse zur Senkung der Hyperhomocysteindmie wieder. Insgesamt kann man zu dem
Schluss kommen, dass die Transsulfurierung bei der Reduzierung der Homocysteinkonzentration
der Remethylierung iiberlegen sein konnte und die bislang geiibte Praxis der Behandlung von
Hyperhomocysteindmie bei Morbus Parkinson Patientin mit Vitamin B, und Folat um Vitamin

B ergiinzt werden sollte.
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