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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung von Vitamin B12-, Vitamin B6- und/oder Folsau-
re-Stérungen und insbesondere die Differenzialdiagnostik von Vitamin B12-, Vitamin B6- und/oder Folsau-
re-Stérungen mittels drei bzw. vier unabhangiger MessgroRen. Die Differenzialdiagnostik kann zum Nachweis
eines Vitamin B12-, Vitamin B6- und/oder Folsaure-Mangels und der Empfehlung der benétigten Therapie so-
wie zum Monitoring des Therapieverlaufs und des Therapieerfolgs eingesetzt werden.

[0002] Die Vitamine B12, B6 und Folsaure besitzen im menschlichen Organismus als Vorlaufersubstanzen
zur Bildung von Coenzymen eine grofe Bedeutung. Sowohl B12- als auch Folsduremangel kommen sehr hdu-
fig vor und kénnen verschiedene Mangelerscheinungen bzw. Erkrankungen verursachen und auch einen Risi-
kofaktor fur eine Vielzahl von Erkrankungen darstellen. So sind beispielsweise nicht entziindliche, chronische
Erkrankungen oft durch einen Mangel an B-Vitaminen (B12, B6, Folsaure) gekennzeichnet.

[0003] Die Aufnahme von Vitamin B12 im menschlichen Organismus erfolgt in der Magenschleimhaut durch
Bindung an den sogenannten intrinsic factor, der das Vitamin B12 spezifisch bindet. In gebundener Form ge-
langt Vitamin B12 ins lleum, wo es durch Endocytose ins Epitel aufgenommen wird. Im Inneren der Mocosa-
zellen des lleums wird Vitamin B12 vom intrinsic factor abgespalten und an Transcobalamin Il gebunden. Der
Komplex aus Transcobalamin Il und Vitamin B12 (Holotranscobalamin Il, Holo-TC II) verlasst die Zelle und
kann im Organismus verteilt werden. Vitamin B12 wird in groBem Umfang in der Leber gespeichert (ca. 4 bis
59).

[0004] Als Coenzym ist Vitamin B12, zum Teil unter Beteiligung der Folsaure, am Fett-, Kohlenhydrat- und
Nukleinsaurestoffwechsel wesentlich beteiligt. Vitamin B12 ist unter anderem unentbehrlich fiir eine normale
Erythropoese und Nervenzellfunktion. Der Stoffwechsel von Vitamin B12 ist eng verbunden mit dem der Fol-
saure. Beide Vitamine sind in ihrer aktiven Form als Coenzyme in den C1-Stoffwelchsel involviert.

[0005] Tetrahydrofolséure, die als Coenzym wirksame Form der Folséure, spielt bei der Ubertragung von
C1-Einheiten eine groRRe Rolle und beeinflusst somit beispielsweise die Nukleinsaur-esynthese, den Amino-
saurestoffwechsel und die Blutzellbildung.

[0006] Ein Vitamin B12-Mangel kann beispielsweise durch eine Mangelernahrung, durch Malabsorption oder
durch Defekte bei den Aufnahme- bzw. Transportmechanismen fur Vitamin B12 verursacht werden. Allerdings
ist erst nach mehreren Jahren mit ernsthaften Mangelerscheinungen zu rechnen, da der Kérper tber eine sehr
hohe Speicherfahigkeit fur Vitamin B12 verflgt.

Stand der Technik

[0007] Nach Herbert (Am. J. Clin. Nutr. 1994; 59 (suppl.): 1213S-22S) lasst sich der Ubergang vom normalen
Vitamin B12-Status bis zum Vitamin B12-Mangel in vier Stadien unterteilen. Das erste Stadium ist meist durch
eine erniedrigte Vitamin B12-Konzentration im Serum gekennzeichnet. Im zweiten Stadium ist bereits eine De-
pletion mit einer beginnenden Reduzierung der Vitamin B12-Zellspeicher erkennbar, und im dritten Stadium
liegt bereits ein biochemischer Vitamin B12-Mangel mit gravierenden Funktionsstérungen wie beispielsweise
einer mangelhaften Erythropoese vor. Das vierte Stadium stellt einen klinisch manifesten Vitamin B12-Mangel
dar, in dem Anamie und Nervenschadigungen vorliegen kénnen. Je nach Dauer des Mangelzustandes kénnen
Schadigungen auftreten, die nicht mehr reversibel sind.

[0008] Ein Vitamin B12-Mangel fiihrt beim Menschen zur perniziésen Anadmie, einer Form der megaloblasta-
ren Anamie. Weiterhin kann es zur Bildung einer funikuldren Myelose, einer schweren Degeneration bestimm-
ter Rickenmarksbezirke kommen. Die hamatologischen Symptome eines Vitamin B12-Mangels gleichen dem
eines Folsduremangels.

[0009] Der Mangel an Folsaure ist, nach dem Mangel an Vitamin B12, der am meisten verbreitete Vitamin-
mangel. Ursachen fir einen Folsduremangel kdnnen beispielsweise eine Mangelernahrung, eine Malabsorp-
tion, ein erhdhter Bedarf z.B. wahrend einer Schwangerschaft oder Laktation, eine erhdhte Ausscheidung, z.B.
wahrend einer Langzeithdmodialyse oder Medikamenten-induzierte Stérungen sein.

[0010] Eine Schlisselrolle spielt Tetrahydrofolsaure beispielsweise als Coenzym in der Thymidylatsynthese.
Da hierbei auch Vitamin B12 als Coenzym beteiligt ist, kann auch in Folge eines Vitamin B12-Mangels ein funk-
tioneller Folsauremangel auftreten.

[0011] Im menschlichen Kdrper sind die Mdglichkeiten fur Speicherung der Folsaure begrenzt. Die Folsdure-
speicher der Leber reichen zur Aufrechterhaltung eines normalen Folsdurespiegels im Serum nur etwa fiur 3
bis 4 Wochen aus.

[0012] Ein Folsdauremangel flhrt bei Menschen zur megaloblastaren Anamie. Durch die enge Verknlpfung
des Folsaurestoffwechsels mit dem Vitamin B12-Stoffwechsel kann die Ursache der Anamie allerdings nicht
nur im primaren Folsduremangel, sondern auch in einem durch einen Cobalaminmangel verursachten sekun-
daren Folsauremangel liegen. Weiterhin besteht bei einem Folsduremangel wahrend einer Schwangerschaft
die Gefahr einer Fehlgeburt bzw. einer Missbildung des Embryos.
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[0013] Weiterhin kdnnen sich als Folge eines Folsduremangels Metaboliten des Folsaurestoffwechsels im Or-
ganismus akkumulieren. Beispielsweise reichert sich bei einem Folsduremangel Homocystein im Organismus
an, da es nicht zu Methionin methyliert werden kann. Folsdure kann somit als ein Indikator der Methylierung
von Homocystein betrachtet werden. Auch bei einem Vitamin B12-Mangel ist die Methylierung von Homocy-
stein zu Methionin eingeschrankt. In beiden Fallen erfolgt eine pathologische Anreicherung von Homocystein
im Blut, es kommt zu einer Homocysteinamie. Eine Homocysteinamie stellt eine Pradisposition fiir verschiede-
ne Erkrankungen dar. So werden beispielsweise arteriosklerotische cardiovaskulare Erkrankungen, vendse
Thrombosen, Schadigungen des Endothels, sowie ein erhéhtes Schlaganfallrisiko mit einer Homocysteinamie
in Zusammenhang gebracht. Weiterhin stellt die Homocysteindmie bei Schwangeren einen Risikofaktor fur
Neuralrohrdefekte und Praeklampsien dar. Auch Stérungen des Blutgerinnungssystems sowie die periphere
arterielle Verschlusskrankheit werden durch eine Hyperhomocysteindmie beglnstigt.

[0014] Homocystein kann auch durch einen Vitamin B6-abhangigen Stoffwechselweg zu Cystein abgebaut
werden. Somit sind auch ausreichende Vitamin B6-Spiegel notwendig, um normale Homocysteinspiegel zu er-
halten.

[0015] Vitamin B6 besitzt im Eiweil3stoffwechsel eine wesentliche Bedeutung. Bei Mangelerscheinungen
kann es zu verschiedenen Gesundheitsstérungen kommen, beispielsweise zu Hautveranderungen und Sto-
rungen des Immun- und Nervensystems.

[0016] Eine Bestimmung des Vitamin B12-, Vitamin B6- bzw. Folsaurestatus erfolgt gegenwartig, anhand ver-
schiedener biochemischer Parameter. Vitamin B6 kann beispielsweise mittels enzymatischer Assays oder
HPLC-Analysen bestimmt werden. Weit verbreitet ist auch die Bestimmung der Vitamin B12- bzw. Folsau-
re-Konzentration im Serum. Zur Untersuchung eines Folsaure bzw. Vitamin B12-Mangels kann auch eine Mes-
sung der Konzentration von Folsaure bzw. Vitamin B12 in den Erythrozyten durchgefiuhrt werden. Allerdings
sind diese Messungen in der Handhabung sehr aufwandig.

[0017] Eine weitere Moglichkeit ist die Bestimmung des Blutbildes bzw. ein Markausstrich. Da es aber sowohl
bei Cobalamin- als auch bei Folsduremangel zu einer megaloblastaren Andmie kommt, sind Blutbild und Mar-
kausstrich bei einem vorliegenden Folsauremangel oder Vitamin B12-Mangel nicht voneinander zu unterschei-
den.

[0018] Im Stand der Technik wird zum Nachweis einer Vitamin B12-Resorptionsstérung und dem sich daraus
ergebenden Vitamin B12-Mangels der sogenannte Schilling-Test beschrieben. Hierbei handelt es sich um ei-
nen Vitamin B12-Resorptionstest, bei dem die Ausscheidung von oral verabreichtem, radioaktiv markierten Vi-
tamin B12 im Urin ermittelt wird. Die Durchfiihrung dieses Tests erfordert allerdings den Einsatz von Radioak-
tivitat, der Test ist sehr aufwendig und die Ergebnisse sind oft unzuverlassig.

[0019] Ein weiterer biochemischer Parameter, der zur Bestimmung eines Vitamin B12-Mangels verwendet
werden kann, ist die Konzentration von Methylmalonsaure (MMA), die bei einem Mangel an Vitamin B12, so-
wohl im Serum als auch im Urin ansteigt. Oft tritt schon in friihren Stadien eines Vitamin B12-Mangels eine
Erhéhung der MMA-Konzentration auf, allerdings ist die Konzentration an MMA nicht nur mit einem Vitamin
B12-Mangel korreliert, sondern kann auch andere Ursachen haben.

[0020] Ein weiterer Indikator fir einen Vitamin B12-, B6- und/oder Folsduremangel ist ein Anstieg der Homo-
cysteinkonzentration im Serum. Da aber sowohl bei Vitamin B12-Mangel als auch bei Folsduremangel eine An-
reicherung von Homocystein im Organismus und somit eine Erhdhung der Serumkonzentration erfolgt, ist die-
ser Parameter alleine nicht ausreichend, um den vorliegenden Mangel zu spezifizieren.

[0021] Die enge physiologische Verkniipfung von Folsaure und Vitamin B12 sowie Vitamin B6 im Stoffwech-
sel und die sich daraus ergebenden ahnlichen Symptome bei einem Mangelzustand machen eine eindeutige
klare Diagnose sehr schwer. Die aus dem Stand der Technik bekannten Tests zur Bestimmung des Vitamin
B12- bzw. Folsaurestatus liefern oft unzuverlassige Ergebnisse und sind meist sehr aufwendig in der Durch-
fuhrung.

Aufgabenstellung

[0022] Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es aus diesem Grund, ein einfaches Verfahren bereitzustel-
len, das eine zuverlassige Beurteilung des Vitaminstatus von Vitamin B12, Vitamin B6 oder/und Folsaure, ins-
besondere des intrazelluldren Zustandes und zusatzlich eine Differenzierung zwischen einem Vitamin
B12-Mangel und einem Folsauremangel ermdglicht.
[0023] Diese Aufgabe wird erfindungsgemal geldst durch ein Verfahren zum Nachweis von Vitamin B12-, Vi-
tamin B6- oder/und Folsaurestérungen, umfassend die Bestimmung von

(i) von Holotranscobalamin Il (Holo TC II)

(ii) von Homocystein (tHCY)

(iii) von Methylmalonsaure (MMA) und gegebenenfalls

(iv) von Cystathionin (CYS).
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[0024] Die Erfindung betrifft somit die Differenzialdiagnostik von Vitamin B12-, Vitamin B6- oder/und Folsau-
restérungen mittels drei bzw. vier unabhangiger Messgrofien. Das erfindungsgemale Verfahren ermdglicht so-
mit eine Bewertung des Gesamtzustands der Vitaminversorgung eines Organismus im Hinblick auf die Vitami-
ne B12, B6 und Folsaure.
[0025] Die Messparameter Holotranscobalamin Il, Homocystein, Methylmalonsaure und gegebenenfalls Cy-
stathionin werden bevorzugt aus einer Probe bestimmt. Hierbei kann es sich um eine Probe eines Patienten
handeln. Die Bestimmung der drei bzw. vier Messparameter kann aus gleichen oder verschiedenen Koérper-
flissigkeiten erfolgen, beispielsweise aus Blut, Blutfraktionen oder Urin. Bevorzugt erfolgt die Bestimmung aus
Serum.
[0026] Der Begriff "Vitamin B12" wird hierin als synonyme Bezeichnung fur Cobalamine verwendet und um-
fasst alle Cobalamine, die eine biologische Wirkung beim Menschen haben, beispielsweise Methylcobalamin
oder 5'-Desoxyadenosyl-Cobalamin.
[0027] Der Begriff "Folsaure" wird hierin als eine Sammelbezeichnung fir nattrlich vorkommende oder syn-
thetische Verbindungen verwendet, die einem Pteridinring, p-Aminobenzoesaure und ein oder mehrere Gluta-
minsaureresten umfassen. Auch biologisch aktive Formen dieser Verbindungen, wie beispielsweise die Tetra-
hydrofolsaure, werden vom Begriff "Folsaure" hierin umfasst.
[0028] Erfindungsgemal wurde liberraschend festgestellt, dass durch die Verknipfung der drei bzw. vier un-
abhangigen MessgroRen eine schnelle und zuverlassige Aussage uber den Vitamin B12-, Vitamin B6-
oder/und Folsaurestatus beispielsweise von Patienten erhalten wird. Bevorzugt wird der intrazellulare Vitamin
B12-, Vitamin B6- oder/und Folsdurestatus bestimmt.
[0029] Im Stand der Technik erfolgte eine Bestimmung des Vitamin B12-, B6- bzw. Folsduremangels meist
aus Serum. Allerdings ist die Aussagekraft von Vitamin B12-Konzentrationen im Serum aufgrund einer man-
gelhaften Sensitivitat und Spezifitat begrenzt. Normale Serumwerte signalisieren nichtimmer eine gute Vitamin
B12-Versorgung, und umgekehrt zeigen niedrige Vitamin B12-Konzentrationen im Serum nicht immer einen
Vitamin B12-Mangel an.
[0030] Die Folsaurekonzentration im Plasma gibt lediglich einen Hinweis auf die momentane Folsaurebilanz
zum Zeitpunkt der Blutentnahme. Die Folsdurekonzentration im Plasma gibt nicht den Zustand der Folsaure-
speicher im Gewebe wieder, sondern unterliegt grolen Schwankungen, bedingt durch die tagliche Folsaure-
aufnahme und zeitliche Veranderungen im Folsaurestoffwechsel.
[0031] Weder die Vitamin B12-Serumkonzentration noch die Folsaureserumkonzentration geben einen ver-
I&sslichen Hinweis auf den intrazellularen funktionellen Status dieser Vitamine. Der Status des Zell-Vitamin
B12 bzw. der Zellfolsaure, der fiir eine Beurteilung eines Mangelzustandes essenziell ist, ist nicht notwendiger-
weise mit den entsprechenden Serumkonzentrationen korreliert. Das erfindungsgemafie Verfahren ermoglicht
nun vorteilhafterweise eine Bestimmung des intrazelluldren Vitamin B12, Vitamin B6- und/oder Folsaurezu-
standes.
[0032] Eine Bestimmung der Serumkonzentrationen von Vitamin B12, Vitamin B6 bzw. Folsaure ist zur Be-
stimmung des Vitamin B12-, Vitamin B6- und/oder Folsdurestatus gemaf der vorliegenden Erfindung nicht not-
wendigerweise erforderlich, kann aber optional erfolgen. Hierbei werden die Serumkonzentrationen zusatzlich
bestimmt und als Kontrollwerte verwendet.
[0033] Durch das erfindungsgemalfe Verfahren wird eine friihe Diagnose eines Vitamin B6-, Folsaure-
oder/und Vitamin B12-Mangels mdéglich, wobei beispielsweise die Serumkonzentrationen oder das Blutbild
noch nicht auf einem Mangelzustand hinweisen. Eine derart frihe Diagnose eines Vitamin B12-Mangels kann
beispielsweise deshalb von groRer Bedeutung sein, weil ein Vitamin B12-Mangel neuropsychiatrische Erkran-
kungen verursachen kann, da die Vitamin B12-Speicher im Gehirn sehr klein und schnell erschépft sind. Neu-
ropsychiatrische Erkrankungen kénnen bei friiher Diagnose durch eine Vitamin B12-Supplementation riickgan-
gig gemacht werden, wobei eine Applikation von etwa 1000 pg Vitamin B12/Tag denkbar ist.
[0034] Das erfindungsgemalie Verfahren erlaubt eine Klassifizierung von Vitamin B12-, Vitamin B6- oder/und
Folsaurezustanden, insbesondere von Vitamin B12-, Vitamin B6- oder/und Folsduremangeln. Durch die Ver-
knlpfung der vier unabhangigen Parameter Holotranscobalamin Il, Homocystein, Methylmalonsaure und ge-
gebenenfalls Cystathionin ist durch das erfindungsgemafe Verfahren eine routinemaRige Differenzierung zwi-
schen einem normalen Vitamin B12-, Vitamin B6- oder Folsdurestatus und einem Vitamin B12-, Vitamin B6-
oder/und Folsauremangel moglich.
[0035] Diese Differenzierung ist von grofer Bedeutung, um eine Fehlbehandlung zu vermeiden. Wird bei-
spielsweise ein Vitamin B12-Mangel mit einer Folsauresupplementation behandelt, normalisiert sich zwar das
Blutbild, der Vitamin B12-Mangel bleibt aber nach wie vor bestehen, wodurch die Gefahr von Folgeerkrankun-
gen wie beispielsweise irreversiblen Nervendegenerationen ebenso bestehen bleibt.
[0036] In einer bevorzugten Ausflihrungsform wird der mit dem erfindungsgemafen Verfahren ermittelte Vit-
amin B12- und Folsaurezustand in eine der folgenden Gruppen klassifiziert:

(a) Vitamin B12- und Folsauremangel

(b) Vitamin B12-Mangel
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(c) Folsauremangel

(d) kein Mangel und gegebenenfalls

(e) Vitamin B12- oder Vitamin B6-Mangel
(f) Vitamin B6- und Folsduremangel oder
(g9) Vitamin B6-Mangel.

[0037] Die Klassifizierung erfolgt durch die Bestimmung der MessgroRen Nolotranscobalamin Il, Homocy-
stein, Methylmalonsaure und gegebenenfalls Cystathionin.

[0038] Geeignete Referenzwerte der MessgroRe Homocystein (tHCY) liegen beispielsweise im Bereich von
etwa 3 bis 18 ymol/l, bevorzugt etwa 5 bis 15 pmol/l, bevorzugt < etwa 15 pmol/l, besonders bevorzugt < etwa
12 pmol/l, insbesondere etwa 10 pmol/l. Die MessgroéRe tHCY gibt einen Hinweis auf die Homocystein-Kon-
zentration im Serum. Als Grenzwert kann bei der Messung jeder beliebige Wert innerhalb des Referenzbe-
reichs verwendet werden, beispielsweise 12, 13, 14, 15, 16 oder 17 ymol/l. Bevorzugt wird als Grenzwert etwa
15 pymol/l eingesetzt.

[0039] Die Referenzwerte der Messgréfle Holotranscobalain (Holo TCIl) liegen bevorzugt im Bereich von
etwa 20 bis 170 pmol/l, bevorzugt etwa 30 bis 160 pmol/l, besonders bevorzugt > etwa 50 pmol/l, insbesondere
> etwa 30 pmol/l. Die Messgrofie Holo TC Il gibt einen Hinweis auf die Homocystein-Konzentration in den Zel-
len. Als Grenzwert kann bei der Messung jeder beliebige Wert innerhalb des Referenzbereichs verwendet wer-
den, beispielsweise 28, 29, 30, 31 oder 32 pmol/l. Bevorzugt wird als Grenzwert der Messung 30 pmol/l ver-
wendet.

[0040] Geeignete Referenzwerte der MessgrofRe Methylmalonsaure (MMA) liegen im Bereich von etwa 60 bis
280 mmol/l, bevorzugt etwa 70 bis 270 mmol/l, insbesondere < etwa 270 mmol/l. Die MessgroRe MMA ist ein
Indikator fiir B6- und B12-Konzentrationen. Als Grenzwert kann bei der Messung jeder beliebige Wert inner-
halb des Referenzbereichs verwendet werden, beispielsweise 250, 260, 265, 270, 275 oder 280 mmol/l. Be-
vorzugt wird als Grenzwert der Messung 270 mmol/l verwendet.

[0041] Die Referenzwerte der Messgroflen Cystathionin liegen im Bereich von etwa 60 bis 310 nmol/l, bevor-
zugt etwa 65 bis 300 nmol/l, insbesondere < etwa 300 nmol/l. Die Messgréf3en Cystathionin gibt einen Hinweis
auf die B6-Konzentration. Als Grenzwert kann bei der Messung jeder beliebige Wert innerhalb des Referenz-
bereichs verwendet werden, beispielsweise 280, 290, 295, 300, 305 oder 310 mmol/l. Bevorzugt wird als
Grenzwert bei der Messung 300 mmol/l verwendet.

[0042] Fur eine Einklassifizierung in einen Vitamin B12-, Vitamin B6- und/oder Folsduremangel ergibt sich da-
mit beispielsweise eine wie in der folgenden Tabelle 1 gezeigte Einteilung.
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Tabelle 1
HoloTc Il | Homo- Methyl- | Cystathionin Kommentar
[pmol/l] cystein malon- [nmol/I]
[umol/l] | saure
[mmol/l]
(a)/ < 30 > 15 < 270 > 300 Vitamin
A/E B12- und
Folsdure-
mangel
(b)/B < 30 >15_ | > 270 > 300 Vitamin
B12-Mangel
(c)/ < 30 > 15 < 270 > 300 Folséure-
A-B mangel"
(d)/ > 30 < 15 < 270 < 300 kein Mangel
C/F
(e)/ < 30 >15 | < 270 < 300 | Vitamin
B12- und
Vitamin B6-
Mangel
(f)/ < 30 > 15 < 270 < 300 Vitamin B6-
und
Folsaure-
mangel"
(g9)/D < 30 > 15 < 270 < 300 Vitamin B6-
Mangel

Feld (a)/A ist Summe aus Folsaure- und B12-Mangel Feld (b)/B ist nur B12-Mangel rechnerisch: Folsdure =
(Folsduremangel + B12-Mangel) — B12-Mangel Feld (a)/A — Feld (b)/B Vitamin B12 und B6 werden direkt ge-
messen, Folsdure kann hier nur errechnet werden.

[0043] Die Auswertung der ermittelten MessgroRen kann bevorzugt computerunterstitzt, beispielsweise mit-
tels einer geeigneten Software erfolgen. Weiterhin kénnen die ermittelten Messwerte bevorzugt graphisch in
Form von Diagrammen dargestellt werden, um somit eine leichte Zuordnung der Messbereiche zu einer Vita-
min B12-, Vitamin B6- oder/und Folsaurestdrung zu ermaoglichen.

[0044] Bei dem erfindungsgemaRen Verfahren ist es weiterhin moglich, in Abhangigkeit der bestimmten Vit-
amin B12-, Vitamin B6- oder/und Folsaurestérung auf einfache Weise die fir den jeweiligen Patienten beno-
tigte Therapie vorzugeben. So wird beispielsweise bei Klassifizierung in Gruppe (a) eine Vitamin B12- und Fo-
lat-Supplementation, bei Klassifizierung in Gruppe (b) eine Vitamin B12-Supplementation, bei Klassifizierung
in Gruppe (c) eine Folat-Supplementation, bei Klassifizierung in Gruppe (d) keine Therapie und gegebenenfalls
bei Klassifizierung in Gruppe (e) eine Vitamin B12- und Vitamin B6-Supplementation, bei Klassifizierung in
Gruppe (f) eine Vitamin B6- und Folatsupplementation und bei Klassifizierung in Gruppe (g) eine Vitamin
B6-Supplementation angezeigt.

[0045] Die Supplementation der Vitamine kann durch jede geeignete Applikationsart erfolgen, bevorzugt er-
folgt eine orale Gabe.

[0046] Bei Vitamin B12-Mangel erfolgt eine Gabe von etwa 0,1 bis 3 mg, bevorzugt etwa 0,1 bis 2 mg, mehr
bevorzugt etwa 0,1 bis 1 mg und insbesondere etwa 1 mg, beispielsweise 0,9 bis 1,1 mg pro Tag. Ein Folat-
mangel wird beispielsweise mit etwa 0,1 bis 1,5 mg, bevorzugt etwa 0,1 bis 1,0 mg, insbesondere etwa 0,5 mg,
beispielsweise 0,4 bis 0,6 mg pro Tag supplementiert. Wird ein Vitamin B6-Mangel diagnostiziert, kann eine
Vitamin B6-Gabe mit einer Dosierung von etwa 1 bis 7 mg, bevorzugt etwa 1 bis 5 mg, insbesondere etwa 5
mg, beispielsweise 4,5 bis 5,5 mg erfolgen.
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[0047] Selbstverstandlich kann sowohl eine Verabreichung von jeglicher Kombination der Vitamine miteinan-
der als auch jegliche Kombination eines oder mehrerer Vitamine mit weiteren physiologisch vertraglichen Stof-
fen wie beispielsweise Tragerstoffen, Aroma- und Geschmacksstoffen oder anderen pharmazeutisch verwen-
deten Substanzen erfolgen.

[0048] Neben der Therapie von Vitamin B12-, Vitamin B6- oder/und Folsaurestérungen erlaubt das erfin-
dungsgeméRe Verfahren auch die Beobachtung oder/und Uberwachung (Monitoring) des Therapieverlaufs
bzw. des Therapieerfolgs, um somit eine optimale Verwendung von Vitamin B12-, Vitamin B6- bzw. Folsaure-
praparaten (z.B. oralen oder parenteralen Vitamin B12-, Vitamin B6- bzw. Folsaurepraparaten) am einzelnen
Patienten sowie eine bezlglich Dosierung sowie Applikationsdauer optimale Medikation zu gewahrleisten.
[0049] Das erfindungsgemalRe Verfahren eignet sich zur Bestimmung von Vitamin B12-, B6- oder/und Folsau-
restérungen eines Patienten. Das Verfahren kann weiterhin zur Bestimmung von chronisch nicht entztindlichen
(degenerativen) Erkrankungen, verursacht durch einen Vitamin B12-, B6- oder/und Folsduremangel verwendet
werden, welche beispielsweise durch einen normalen CRP (c-reaktives Protein)-Wert gekennzeichnet sind.
[0050] Weiterhin kann das erfindungsgemale Verfahren auch mit weiteren Tests gekoppelt werden, z.B. mit
Tests fir Eisenfunktionsstérungen (vgl. Fig. 9). Beispielsweise konnen Patientenproben von Patienten mit Ei-
senverteilungsstorungen dem erfindungsgemafen Verfahren unterzogen werden, um einen mdglichen Vita-
minmangel festzustellen. Im Fall eines Vitaminmangels wiirden die betreffenden Patienten dann zunachst kei-
ne Erythropietin-Gabe, sondern lediglich eine Vitamingabe erhalten.

Ausflihrungsbeispiel

[0051] Die vorliegende Erfindung wird weiterhin durch die Fig. 1 bis 9 sowie Beispiel 1 veranschaulicht.
[0052] In den Figuren und im Beispiel bedeuten die Abklirzungen

Holo TC Il Holotranscobalamin Il

tHCy total Homocystein

MMA Methylmalonsaure

CYS Cystathionin

SAM S-Adenosylmethionin

Suc-CoA Succinyl-CoA

[0053] Fig. 1 zeigt ein Schema der Differenzialdiagnostik bzw. des Monitoring von Vitamin B12-, B6- oder/und
Folsauredefiziten.

[0054] Die Fig. 2 bis 8 zeigen eine schematische Darstellung der Remethylierung und Transsulfurierung von
Homocystein im normalen Stoffwechsel ohne Vitamin B6-, B12- oder/und Folsduremangelzustande sowie bei
verschiedenen Vitamin B6-, B12- oder/und Folsauredefiziten.

[0055] Fig. 2 zeigt ein Schema der Remethylierung und Transsulfuration von Homocystein im normalen Stoff-
wechsel.

[0056] Fig. 3 zeigt ein Schema der Remethylierung und Transsulfuration von Homocystein bei Vitamin
B12-Mangel.

[0057] Fig. 4 zeigt ein Schema der Remethylierung und Transsulfuration von Homocystein bei Folatmangel.
[0058] Fig. 5 zeigt ein Schema der Remethylierung und Transsulfuration von Homocystein bei Vitamin B12-
und Folatmangel.

[0059] Fig. 6 zeigt ein Schema der Remethylierung und Transsulfuration von Homocystein bei Vitamin
B6-Mangel.

[0060] Fig. 7 zeigt ein Schema der Remethylierung und Transsulfuration von Homocystein bei Vitamin B12-
und Vitamin B6-Mangel.

[0061] Fig. 8 zeigt ein Schema der Remethylierung und Transsulfuration von Homocystein bei Vitamin B6-
und Folatmangel.

[0062] In Fig. 9 ist ein Schema verschiedener mdglicher Kombinationen von Tests auf Vitaminmangelerkran-
kungen mit anderen Tests, beispielsweise Test fur Eisenfunktionsstérungen. In den Feldern Vitaminman-
gel/Chronische Erkrankungen bezeichnen die Felder A und E einen Vitamin B12- und Folsauremangel, die Fel-
der C und F keinen Vitaminmangel, das Feld B einen Vitamin B12-Mangel und das Feld D einen Vitamin
B6-Mangel. Folsaure kann aus der Differenz von Feld A — Feld B rechnerisch ermittelt werden.

Beispiel 1
Vitamin-Substitution bei Hyperhomocysteinamie
[0063] Ein Patient im Alter < 60 Jahre mit nicht chronisch entzlindlichen Erkrankungen (CRP > 15 mg/l) und

einer Hyperhomocysteindmie (tHCY > 12 pymol/l) wurde Uber einen Zeitraum von 3 Wochen mit 1 mg Vitamin
B12, 1 mg Folat und 5 mg Vitamin B6 oral behandelt. Der anfangliche Wert von t-Homocystein betrug 13,9
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pol/l. Am 21. Tag nach Beginn der Behandlung betrug der t-Homocystein-Wert nur noch 8,9 pmol/l, die Behand-
lung wurde fortgesetzt, indem die gleichen Menge 2 x pro Woche oral gegeben wurden.

Literatur

(1) Cazzola, M., Mercuriali, F. and Brugnara, C. (1997); Use of Recmobinant Human Erythropoietin Outside the
Setting of Uremia; Blood 89: 4248-4267;

(2) Herbert V. Staging vitamin B-12 (cobalamin) status in vegetarians. Am J. Clin Nutr. 1994:59:1213S-22S;
(3) Bjorkegren K, Svardsudd K., Serum cobalamin, folate, methylmalonic acid and total homocysteine as vita-
min B12 and folate tissue deficiency markers amongst elderly Swedes — a population-based study. J. Intern.
Med. 2001:249:423-32.

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Nachweis von Vitamin B12 oder/und Folsaure-Stérungen, umfassend die Bestimmung
(i) von Holotranscobalamin Il
(ii) von Homocystein und
(iii) von Methylmalonsaure und gegebenenfalls
(iv) von Cystathionin.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass eine Bestimmung aus Serum durchgefiihrt
wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass eine Differenzialdiagnostik durchge-
fuhrt wird.

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass ein Nachweis ei-
nes Vitamin B12-, Vitamin B6- oder/und Folsaure-Mangels erfolgt.

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass ein intrazellularer Vitamin B12-, Vitamin B6-
oder/und Folsauremangel nachgewiesen wird.

6. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, dass der Mangel in die folgenden Gruppen
klassifiziert wird:
(a) Vitamin B12- und Folsauremangel
(b) Vitamin B12-Mangel,
(c) Folsauremangel
(d) kein Mangel und gegebenenfalls
(e) Vitamin B12- und Vitamin B6-Mangel
(f) Vitamin B6- und Folsduremangel oder
(g9) Vitamin B6-Mangel.

7. Verfahren nach einem der Anspriche 4 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass durch die Klassifizierung
des Mangels eine Vorgabe der bendtigten Therapie erfolgt.

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass bei Klassifizierung in Gruppe (a) eine Vita-
min B12- und Folat-Supplementation, bei Klassifizierung in Gruppe (b) eine Vitamin B12-Supplementation, bei
Klassifizierung in Gruppe (c) eine Folat-Supplementation, bei Klassifizierung in Gruppe (d) keine Therapie, bei
Klassifizierung in Gruppe (e) eine Vitamin B12- und Vitamin B6-Supplementation, bei Klassifizierung in Gruppe
(f) eine Vitamin B6- und Folatsupplementation und bei Klassifizierung in Gruppe (g) eine Vitamin B6-Supple-
mentation angezeigt wird.

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass der Therapiever-
lauf oder/und der Therapierfolg beobachtet oder/und tiberwacht wird.

10. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 9 zur Bestimmung von chronisch nicht
entzlndlichen Erkrankungen.

11. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 9 in Kombination mit einem Test zur Be-
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stimmung von Eisenstoffwechselstérungen.

Es folgen 9 Blatt Zeichnungen
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