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1 EINLEITUNG

Nephrolithiasis ist eine allgemein bekannte Ursache von Morbiditat in den In-
dustrienationen. Die Steinfrequenz ist variabel und wechselhaft und reicht von
nur einem oder zwei Ereignissen im Leben auf bis zu 20 und mehr Ereignissen
pro Jahr, manchmal auch unterbrochen von einer langeren Periode ohne Re-
zidiv [Editorial 1976]. Die meisten Steine (80-90%) bestehen aus Kalziumsal-
zen [Pak 1993], v.a. Kalziumoxalat-Monohydrat (Whewellit), Kalziumoxalat-
Dihydrat (Weddellit) und weniger haufig Kalziumphosphat [Stein 1995].

Das idiopathische Steinleiden ist charakterisiert durch eine rezidivierende Bil-
dung von Kalziumoxalat-, Kalziumphosphat- und Hydroxyapatit-Steinen und
das ohne offensichtlich unterliegenden Grund [Erwin 1976]. Anndhernd 50%
der Patienten mit einem idiopathischen Steinleiden haben eine Hyperkalziurie.
Eine Kalziumsteinbildung kann sich aber auch aufgrund einer Hypozitraturie,
Hyperoxalurie und/oder einer Hyperurikosurie bilden [Jaeger 1992, Pak 1993].
Die meisten Patienten mit einer Hyperoxalurie haben ein didtetisches Problem.
Eine geringe bis massige Hyperoxalurie (44-60mg/24h resp. 489-667umol/
24h) kann aufgrund der Konsumation von oxalatreichen Nahrungsmitteln wie
z.B. Spinat, Nisse, Schokolade und Tee entstehen [Pak 1993]. Zusatzlich tritt
eine Hyperoxalurie auf (1.) bei der primaren Hyperoxalurie; (2.) bei Pyridoxin-
mangel; (3.) selten bei einer exzessiven Einnahme von Vitamin C und (4.) bei
einer erhdéhten Absorption von Oxalat, was als enterale Hyperoxalurie be-
zeichnet wird [Goldenberg 1996].

Trotzallem, 70-95% der taglichen Oxalatausscheidung hat einen metaboli-
schen Ursprung, d.h. Oxalat entsteht indirekt via Glyoxylat (aus Glykolat oder
Hydroxyprolin gebildet) oder direkt aus Tryptophan (z.B. aus Fleischprotein)
[Jaeger 1992]. Um eine exzessive Oxalatproduktion aus Glyoxylat zu verhin-
dern, wird das letztere enzymatisch in Glycin transaminiert. Fir diese enzyma-
tische Reaktion bendtigt das Apoenzym allerdings Vitamin B6 [Jaeger 1992],
welches als Kofaktor dient [Latta 1990, Milliner 1994, Sutton 1994] und somit
die Oxalatproduktion durch Enzyminduktion reduzieren kann [Milliner 1994].
Ferner ist gesichert, dass ein ernahrungsbedingter Vitamin-B6-Mangel zu ei-
nem markanten Ansteigen der Urinoxalatausscheidung bei Ratten [Yachiku
1969, Gershoff 1970, Sutton 1994] und somit zur Produktion von Nierensteinen
fihrt [Gershoff 1970]. Eine klinische Studie, durchgefihrt mit 169 Nierenstein-
patienten, deckte einen Mangel an Vitamin B6 aufgrund einer reduzierten 4-
Pyridoxinsaure auf [Izashvili 1973], des Hauptausscheidungsprodukts von Vit-
amin B6 im Urin [Daunderer 1981]. Der inhibitorische Effekt von Pyridoxin und
Magnesium auf die Entwicklung der Kalziumoxalat-Urolithiasis ist in mehreren
Studien am Tier [Schneider 1977, Kridl 1984], aber auch am Menschen [Gers-
hoff 1967, Rattan 1994] bestétigt worden. Pyridoxin wurde erfolgreich zur Re-
duktion der Oxalatausscheidung bei zahlreichen Patienten mit rezidivierenden
Nierensteinen angewendet [Revusova 1978, Revusova 1982, Murthy 1982,
Balcke 1983, Jaeger 1986, Mitwalli 1988]. Zusétzlich bewirkt Pyridoxin auch
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bei einigen Patienten mit einer priméren Hyperoxalurie, einer seltenen geneti-
schen Stérung, eine Verminderung der Hyperoxalurie [Gibbs 1970, Will 1979a,
Will 1979b, Alinei 1984, Yendt 1985, Amato 1987].

Es ist allgemein bekannt, dass verschiedene Erndhrungsfaktoren ein signifi-
kantes Risiko zur Steinbildung darstellen, wie z.B. eine ungenlgende Flissig-
keitszufuhr und/oder eine exzessive Einnahme an oxalatreichen Nahrungsmit-
teln, Kalzium, Natrium oder tierischen Eiweissen [Pak 1984]. Daten aus dem 2.
Weltkrieg zeigen, dass, wenn ein Land aufgrund von Entbehrungen weniger
Proteine konsumiert, die Frequenz von Nierensteinen sinkt, und wenn ein Land
mehr Proteine in der Nahrung zu sich nimmt, die Frequenz ansteigt [Hall
1995]. Eine exzessive Einnahme tierischer Proteine (z.B. Fleisch, Gefllgel,
Fisch) kann die Kalzium- und Harnsaureausscheidung erhéhen sowie den
Urin-pH und die Zitratausscheidung erniedrigen [Pak 1984]. Aus dem folgt ein
erhdhtes Risiko fUr eine idiopathische Kalzium-Urolithiasis. Vitamin B6, in Form
des Koenzyms Pyridoxal 5'-Phosphat, ist in viele wichtige metabolische Pro-
zesse involviert, darin eingeschlossen Transaminierung und Decarboxylierung
im Proteinmetabolismus [Hudson 1989]. Verschiedene Studien haben gezeigt,
dass der Vitamin-B6-Bedarf positiv korreliert ist mit dem Proteingehalt in der
Diat sowohl beim Tier [Bai 1991, Okada 1998] als auch beim Menschen [Edito-
rial 1987].

Aufgrund der Rolle, die Vitamin B6 im Oxalatmetabolismus zukommt und be-
dingt auch durch den erwiesenen therapeutischen Erfolg, wurde die Hypothese
aufgestellt, dass gewisse idiopathische Steinpatienten mit oder ohne Hyper-
oxalurie einen Mangel, eine gestdrte Absorption und/oder einen gestérten Me-
tabolismus an Vitamin B6 haben kdnnten, welcher sie in Bezug auf Oxalat hy-
persensibel auf tierische Proteine in der Nahrung macht.

Schon allein die enormen Sozialausgaben durch wiederholte Steinbehandlung
gebieten auch den Ursachen des Steinleidens nachzugehen und, wenn még-
lich, diese zu behandeln [Hautmann 1992]. Mit der vorliegenden Arbeit soll ein
Schritt in diese Richtung getan werden, und das aufgrund der bis heute durch-
gefuhrten Untersuchungen mit Pyridoxin in vitro und in vivo, den daraus ge-
wonnenen Erkenntnissen und auch den gemachten Erfahrungen mit dem Me-
dikament Benadon®.



2 DAS NIERENSTEINLEIDEN - EIN UBERBLICK

1 EINLEITUNG

Das Harnsteinleiden ist keine Erkrankung unserer Zeit, sondern begleitet die
Menschheit wahrscheinlich seit ihrem Beginn [Schneider 1994]. In Skeletten
wurden Blasensteine gefunden, deren Alter tGber 7000 Jahre betragen soll
[Hess 1999]. Wie Funde aus friheren Zeiten zeigen, hat sich auch die Zu-
sammensetzung der Konkremente kaum geandert [Schneider 1994].

Der Blasensteinschnitt wurde erstmals um 500 v.Chr. in der altindischen Agur
Veda von Susruta dargestellt und erlangte eine Perfektion in dem Buch von
Aulus Cornelius Celsus (30 n.Chr.) "De Re Medicina". Mit Jean Civiale (1824)
begann das Zeitalter der transurethralen Lithotripsie, die durch die Erfindung
des Blasenspiegels vervollkommnet wurde. Zystolithotripsie, Schlingenbe-
handlung von Uretersteinen und die vielfaltigsten Arten der Nierensteinopera-
tionen beherrschten das Bild, bis es durch perkutane Nephrolitholapaxie, Ure-
terorenoskopie [Kanig 1985, Schneider 1994] und vor allem durch die extra-
korporale Stosswellenlithotripsie zu einem grundlegenden Wandel in der Be-
handlung des Steinleidens kam. Aber auch diese modernen Behandlungsme-
thoden beeinflussen nur das Endprodukt der Steinerkrankung, das Konkre-
ment, nicht die Ursachen seiner Bildung [Schneider 1994].

Vordringlichste Aufgabe bleibt weiterhin die Verhinderung der Steinbildung
Uberhaupt (Prophylaxe) oder zumindest der wiederholten Steinbildung (Me-
taphylaxe).

2 DAS NIERENSTEINLEIDEN IM ENGEREN SINNE

2.1 HAUFIGKEIT

Inzidenz und Pravalenz des Steinleidens werden durch Erndhrungsgewohnhei-
ten sowie genetische Faktoren und Umweltbedingungen bestimmt [Hess
1999]. So sind z.B. Nierensteine in den sonnenreichen, heissen Regionen im
Siden der USA oder in Saudi-Arabien deutlich gehauft.

Die jahrliche Inzidenz des Nierensteinleidens in den USA und Europa betragt
0.1-0.4%, d.h. 100-400 neue Steinpatienten pro 100'000 Einwohner [Kanig
1985, Pak 1993, Hess 1999]. Die Pravalenzen Uber die gesamte Lebensdauer
betragen in Asien rund 5%, in Europa 8-15% [Hess 1999], in den USA 5-10%
[Pak 1993] und in Saudi-Arabien gar 20% [Hess 1999]. Ferner ist das Nieren-
steinleiden in Weissen mindestens zweimal so haufig wie in Schwarzen [Boyce
1956, Hiatt 1982] und tritt meistens zwischen der 4. und 6. Altersdekade auf
[Johnson 1979, Hiatt 1982].

2.2 ATIOLOGIE UND PATHOGENESE
Die Entstehung von Harnsteinen ist ein vielschichtiger Vorgang, der in unter-
schiedlicher Geschwindigkeit ablauft und bei dem Faktoren der Ubersattigung,




Lésungsvermittlung, Keimbildung, Kristallisation, Aggregation, des Wachs-
tums, Umbaues und der Auflésung gleichzeitig und nacheinander vorkommen
[Schneider 1994].

2.2.1 Formale Genese

Da Harnsteine aus Kristallen und einem organischen GerUst (Matrix) bestehen,
existiert seit vielen Jahren eine Matrix- und eine Kristallisationstheorie der
Steinentwicklung [Schneider 1994].

2.2.1.1 Matrixtheorie

Organische nichtkristalline Substanzen mit einem Anteil von 2-10% durchzie-
hen den Stein wie ein GerUst [Schneider 1994]. Méglicherweise wird die orga-
nische Substanz von der Niere unter pathologischen Bedingungen ausge-
schieden, und die Harnsalze lagern sich sekundar ab.

Nach dieser Theorie hatte die Matrix eine steuernde Funktion fiir den Steinauf-
bau. Das entspricht einer heterogenen Keimbildung einerseits, und anderer-
seits hatte die organische Substanz eine Zementfunktion bei der Kristallaggre-
gation.

2.2.1.2 Kristallisationstheorie

Hier wird die Steinbildung als Kristallisation von Harnsalzen in einer Uberséttig-
ten Lésung verstanden [Kanig 1985, Schneider 1994]. Dabei werden vier all-
gemeine Phanomene wirksam: Ubersattigung, Nukleation, kristallines Wachs-
tum und Aggregation von Kristallen [Schneider 1994].

2.2.2 Kausale Genese

Harnsteinkranke unterscheiden sich von Gesunden entweder durch einen mit
steinbildenden Substanzen starker Ubersattigten Urin (Kalzium, Oxalsaure,
Harnsaure, Cystin), einen Mangel an Inhibitoren, eine gestérte Harnstromdy-
namik, durch Ausscheidung grosser und vieler Kristalle oder durch eine Kom-
bination solcher Faktoren [Schneider 1994].

2.3 KONKREMENTANALYSE UND ZUSAMMENSETZUNG

Die chemische Zusammensetzung eines Konkrements erlaubt Rickschlisse
auf die Ursache und damit auf die Therapie [Hess 1995]. Demzufolge steht die
Konkrementanalyse in der Alltagspraxis vor jeglichen Blut- und urinchemischen
Labortests. Die Steinanalyse sollte auch nur von Laboratorien vorgenommen
werden, welche entweder Uber die Mdglichkeit der Infrarotspektroskopie oder
der Rdéntgendiffraktion verfiigen. Diese Verfahren sind von gleich hochstehen-
der Qualitat und gelten heute als Standardmethoden.

Bisher sind rund 50 verschiedene chemische Zusammensetzungen des kristal-
linen Anteils von Nierensteinen beschrieben worden, worunter zahlreiche aus-
gesprochene Raritaten [Hess 1999].

Nebst einem kleinen Anteil an organischer Matrix enthalten Steine zu 95-98%
kristallines Material [Hess 1995]. Letzteres besteht in rund 80-90% aller Falle
aus Kalziumsalzen [Pak 1993, Hess 1995, Stein 1995]. Von diesen sind 50-




75% Kalziumoxalat, seltener sind gemischte Steine aus Kalziumoxalat und
-phosphat oder reine Kalziumphosphatsteine [Hess 1995]. Harnsduresteine
sind je nach Autor in einer Haufigkeit von 5-20% aller Nierensteine nachweis-
bar [Pak 1993, Stein 1995].

Chemische Zusammensetzung, Struktur, Bildungsbedingungen und Lokalisati-
on bestimmen das Aussehen der Steine [Schneider 1994]. Sie kénnen deshalb
die bizarrsten Formen annehmen und im Falle von sogenannten Ausgussstei-
nen auch eine erhebliche Grésse von mehreren cm Durchmesser aufweisen
[Hess 1999].

2.4 RISIKOFAKTOREN

Risikofaktoren einer vermehrten Kristallisation von Kalziumsalzen im Urin sind
ein geringes Urinvolumen, eine Hyperoxalurie, Hyperkalziurie, Hyperurikosurie,
Hypozitraturie [Hess 1995, Goldfarb 1999], eine inkomplette renal-tubulare Azi-
dose und/oder ein tiefer Urin-pH [Hess 1995].

2.4.1 Tiefes Urinvolumen

Ein chronisch tiefes Harnvolumen ist nach wie vor der wohl wichtigste Risiko-
faktor der Nierensteinbildung; bei abnehmenden Harnmengen unter 1200ml/
24h steigt die Ubersattigung und somit das Risiko der Steinbildung im Urin ex-
ponentiell an [Hess 1995].

2.4.2 Hyperoxalurie

Die Oxalatausscheidung im Urin ist eine wichtige Determinante der Kalzium-
oxalat-Nierensteinbildung [Curhan 1999]. Der Referenzwert an Oxalat im Urin
betragt fir die gesunde Bevdlkerung < 440umol/24h [Hess 1999]. Nach Mahl-
zeiten wird eine erhdhte Ausscheidung beobachtet, wobei die Variation von
Stunde zu Stunde bei den Steinpatienten im Vergleich mit Gesunden am meis-
ten ausgepragt ist [Tiselius 1977b].

2.4.2.1 Intestinale Absorption von Oxalat

Im flissigen Darminhalt kommt es genau wie im Urin zur Auskristallisation des
schwerldslichen Kalziumoxalats [Hess 1995]. Nur etwa 10-15% des mit der
Nahrung aufgenommenen Oxalats liegen in geléster Form im Darmlumen vor
und werden absorbiert, wobei die Oxalatabsorption aus dem Darm ein passi-
ves Diffusionsphanomen sowohl beim Menschen als auch im Tierexperiment
ist [Nath 1990]. Ein relativer Kalziummangel im Darmlumen bewirkt, dass mehr
gelbéstes Oxalat zur Verfligung steht und absorbiert wird [Hess 1995]. So flihrt
die bei Patienten mit Kalziumnephrolithiasis leider immer noch empfohlene
kalziumarme Diat regelmassig zur vermehrten Absorption von Oxalat und so-
mit zu einem Anstieg der Oxalatausscheidung im Urin. Da eine gleichzeitig
oxalatarme Diat nur schwer durchflhrbar ist, resultiert eine Hyperoxalurie.

2.4.2.2 Oxalatmetabolismus
Nur etwa 15% des normalerweise ausgeschiedenen Oxalats gelangen via Ab-
sorption im Darm in den Urin [Smith 1992, Hess 1995], wahrend der Hauptan-




teil aus dem kérpereigenen Metabolismus stammt [Hess 1995]. Wie Abbildung
1 zeigt, spielt allerdings auch hierbei die Erndhrung eine nicht unwesentliche
Rolle: Ein Gberhdhter Konsum an tierischen Eiweissen kann direkt via Tryp-
tophan (Fleischprotein) oder indirekt via Hydroxyprolin (Kollagen aus Fleisch)
und Glyoxylat zu einer vermehrten Oxalatausscheidung flhren.
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Abbildung 1: Metabolische Reaktionswege zum Oxalat [Kaelin 2004]. Schat-
tierte Kreise entsprechen verschiedenen Enzymen: AGT = Alanin-Glyoxylat-
Aminotransferase, GR = Glyoxylat-Reduktase, GO = Glykolat-Oxidase, LDH =
Lactat-Dehydrogenase. Ein Mangel an AGT verursacht eine primare Hy-
peroxalurie vom Typ |, in der Glyoxylat nicht in Glycin umgewandelt werden
kann und so zu einer Akkumulation von Glykolat und Oxalat fuhrt. Vitamin B6
kann die metabolische Stdérung teilweise oder gar vollstandig korrigieren

2.4.2.3 Hyperoxalurie

2.4.2.3.1 Enterale Hyperoxalurie

Derselbe Mechanismus der intestinal vermehrten Oxalataufnahme kommt bei
jeglicher Form von chronischer Darmerkrankung mit Malabsorption vor: Das
zugefuhrte Kalzium bildet mit nicht absorbierten Fetten Kalkseifen, so dass
weniger freies Kalzium zur Ausfallung von Oxalat zur Verflgung steht [Hess
1995]. Dies fuhrt vorwiegend distal im Darm zu stark vermehrter Oxalatabsorp-
tion und schliesslich zur enteralen Hyperoxalurie.




In seltenen Fallen beglnstigt der gleiche Mechanismus bei exzessiver Zufuhr
oxalathaltiger Getranke und Nahrungsmittel auch bei normaler Kalziumzufuhr
wegen relativem Kalziummangel im Darmlumen das Auftreten einer Hyper-
oxalurie.

2.4.2.3.2 Metabolische Hyperoxalurie

Bei leichter Hyperoxalurie (Oxalatausscheidung bis etwa 800umol/24h) mit er-
héhter Glykolatausscheidung (Glykolat > Oxalat) spricht man von einer leichten
metabolischen Hyperoxalurie, als deren haufigste Ursache man einen exzessi-
ven Konsum an tierischem Eiweiss findet [Hess 1995].

2.4.2.3.3 Primédre Hyperoxalurie

Die primare Hyperoxalurie vom Typ | ist eine autosomal-rezessiv vererbte Sto-
rung des Glyoxylat-Metabolismus [Frosch 1989], der ein Defekt der Alanin-
Glyoxylat-Aminotransferase (AGT) in Peroxisomen der Leber zugrunde liegt
[Frosch 1989, Jones 2000, Nolkemper 2000]. Der haufigere Typ | der Hyper-
oxalurie ist neben erhdhten Urin- und Plasmakonzentrationen fir Oxalat bio-
chemisch gekennzeichnet durch eine Erhdhung der Konzentration fir Glykolat
in Urin und Plasma [Frosch 1989].

Die viel seltenere primare Hyperoxalurie vom Typ |l ist durch das Fehlen des
Enzyms D-Glycerat-Dehydrogenase/Glyoxylat-Reduktase charakterisiert [Kem-
per 1997], das die Reduktion von Hydroxypyruvat zu D-Glycerat, die Reduktion
von Glyoxylat zu Glykolat und die Oxidation von D-Glycerat zu Hydroxypyruvat
katalysiert [Cramer 1999]. Diese Krankheit ist gekennzeichnet durch eine er-
héhte Ausscheidung an Oxalat und L-Glycerat im Urin [Frosch 1989, Kemper
1997, Cramer 1999].

2.4.3 Hyperkalziurie

Bei Hyperkalziurie sollen zun&chst immer klar definierte Ursachen gesucht und
ausgeschlossen werden, wie primarer Hyperparathyreoidismus, Sarkoidose,
exzessive Vitamin-D-Zufuhr, Malignom, langdauernde Immobilisation, Mark-
schwammniere und distale renal-tubulare Azidose [Hess 1995].

Die Mehrheit der in Frage kommenden Ursachen geht zumeist mit einer Hy-
perkalzdmie einher, was eine Bestimmung des Kalziums im Blut n6tig macht.
Bestatigt sich die Hyperkalzamie, sollte das Parathormon bestimmt werden.
Ein primarer Hyperparathyreoidismus als Ursache fir eine Hyperkalziurie wird
bei 5-6% aller Patienten mit Kalziumnephrolithiasis gefunden [Kanig 1985,
Hess 1995]. Werden hingegen bei Hyperkalzamie tief- oder subnormale Pa-
rathormonwerte (PTH) gemessen, missen andere Ursachen, wie z.B. erhéh-
tes 1,25-(OH),-Vitamin D3 (z.B. Sarkoidose) oder vermehrt produziertes PTH
related protein (PTH-rp) im Rahmen eines Malignoms gesucht werden [Hess
1995]. Ist die Kalzdmie normal und sind Markschwammniere und renal-
tubulare Azidose ausgeschlossen, liegt eine sogenannte idiopathische Hyper-
kalziurie vor. Sie kommt bei Uber 50% aller Patienten mit Kalziumnephrolithia-
sis [Kanig 1985, Hess 1995], aber auch bei etwa 5-10% der Nierengesunden
vor [Hess 1995]. Bei diesem Syndrom besteht generell im Koérper ein be-




schleunigter Kalziumtransport, welcher nicht nur die Aufnahme von Kalzium
aus dem Darm, sondern auch den Aufbau und vor allem die Resorption von
Knochen ebenso wie die Ausscheidung von Kalzium durch die Nieren betrifft.
In diesem Zusammenhang muss erwahnt werden, dass starke Sonnenbestrah-
lung auch zu einer Hyperkalziurie fihren kann [Parry 1975]. Wahrend der
Sonnenlichtexposition photolysieren ultraviolette B-Photonen (290-315nm) 7-
Dehydrocholesterol zu Pravitamin D3, welches durch Isomerisation in Vitamin
D3 umgewandelt wird [Holick 1995]. Vitamin D3 ist biologisch inert und wird in
der Leber und in der Niere in das biologisch aktive Hormon 1,25-Dihydroxy-
Vitamin D3 transformiert, welches den Blutkalziumspiegel reguliert.

Der Referenzwert der Kalziurie betragt bei Mannern < 9.00mmol/24h und bei
Frauen < 8.00mmol/24h [Hess 1999].

2.4.4 Hyperurikosurie

Der Harnsaurebestand des Organismus wird durch den Puringehalt der Nah-
rung, die endogene Synthese und die renale Harns&ureexkretion bestimmt
[Stein 1995]. Der Referenzwert der Urikosurie betragt in Méannern < 5000umol/
24h und in Frauen < 4000umol/24h [Hess 1999].

2.4.5 Hypozitraturie / Inkomplette renal-tubuldre Azidose

Die negativ geladenen Zitrationen bilden im Urin mit Kalzium I6sliche Komple-
xe, wodurch die Konzentration des freien ionisierten Kalziums gesenkt und die
Ubersattigung bezlglich Kalziumoxalat effizient reduziert wird [Hess 1995].
Eine Hypozitraturie wird je nach Studie in 19-63% aller Nierensteinpatienten
gefunden.

Der Zitratstoffwechsel ist eng mit dem Saure-Basen-Haushalt verknupft. Das
glomerular frei filtrierte Zitrat wird zum Teil durch die proximalen Tubuluszellen
aufgenommen und verstoffwechselt. Bei Azidose wird die Aufnahme durch die
proximale Tubuluszelle gesteigert, bei Alkalose vermindert. Entscheidend
scheint dabei nicht der systemische Saure-Basen-Status, sondern vielmehr
jener innerhalb der proximalen Tubuluszelle: Eine vermehrte intrazellulare An-
sduerung fuhrt zu verminderter, eine vermehrte Alkalinisierung zu vermehrter
Zitratauscheidung im Urin. Daraus lasst sich ableiten, dass die Menge des im
Urin ausgeschiedenen Zitrats wiederum stark von der Ernahrung abhangt.
Auch permanenter Bikarbonatverlust im Rahmen einer chronischen Darmer-
krankung mit Diarrhoe fihrt regelmassig zum Abfall der Zitratausscheidung.
Andererseits reduziert eine extrem eiweissreiche und somit saurelastige Kost
die Zitratausscheidung schon bei Nierengesunden, allerdings innerhalb des
Normbereichs.

In bis zu 90% der Nierensteinpatienten mit zu tiefer Urinzitratausscheidung fin-
det sich diese Stérung in Form einer inkompletten renal-tubuldren Azidose,
einer verminderten Kapazitat der Niere, sauren Urin zu produzieren und da-
durch Uberschissige saure Valenzen auszuscheiden. Der Referenzwert der
Zitraturie betragt in Mannern > 1.70mmol/24h und in Frauen > 1.90mmol/24h
[Hess 1999].




2.5 WEITERE BEEINFLUSSENDE FAKTOREN

2.5.1 Diat / Proteinzufuhr

Wahrend es zur Zeit der beiden Weltkriege wenig Patienten mit Nierensteinlei-
den gab [Prien 1971, Hall 1995, Hess 1999], kam es z.B. in Japan in den letz-
ten zwei Jahrzehnten mit der zunehmenden Amerikanisierung der Lebens- und
Erndhrungsgewohnheiten zu einem sprunghaften Anstieg der Anzahl von Pa-
tienten mit Kalziumsteinen [Hess 1999].

Epidemiologisch besteht zwar ein eindeutiger Zusammenhang zwischen dem
Uberkonsum von tierischem Eiweiss und dem gehauften Auftreten von Nieren-
steinen [Hess 1995]. Wirde ein solches Diatverhalten unweigerlich zu Stein-
bildung fuhren, ware das Kalziumnierensteinleiden extrem héaufig, was jedoch
nicht der Fall ist.

2.5.2 Tamm-Horsfall-Glycoprotein (THP)

Das Tamm-Horsfall-Glycoprotein ist das quantitativ bedeutendste Protein im
Urin Nierengesunder; seine tagliche Ausscheidung betragt rund 40mg [Hess
1995]. Patienten mit Kalziumnephrolithiasis scheiden in der Regel gleich viel
THP aus wie die Gesunden, hingegen finden sich Hinweise, dass zwischen
THP-Molekilen von Patienten mit schwer rezidivierender idiopathischer Kal-
ziumoxalatnephrolithiasis und Nierengesunden qualitative Unterschiede beste-
hen. Aktive Kalziumsteinbildner scheiden strukturell abnorme THP-Molekile
aus, welche bei urinphysiologisch hohen Konzentrationen von Kalzium-, Na-
trium- und H-lonen eine abnorm starke Tendenz zur Bildung hochviskéser Po-
lyaggregate zeigen. Dieser strukturellen Abnormitat liegt h6chstwahrscheinlich
ein verminderter Sialinsduregehalt der THP-Molekile zugrunde. Solchermas-
sen defekte THP-Moleklle zeigen eine deutlich verminderte Hemmung der
Aggregation von Kalziumoxalatkristallen in vitro. Bei urinphysiologisch mittlerer
Konzentration von Kalzium wird THP von Patienten mit stark rezidivierendem
Kalziumsteinleiden gar zum Promotor der Kristallaggregation, wahrend norma-
les THP immer noch leicht hemmend wirkt.

2.5.3 Magnesium
Magnesium ist ein Inhibitor der Kalziumoxalatkristallisation, indem es die L&s-
lichkeit des Kalziumoxalats erhéht [Gulati 1988].

2.5.4 Glykolat

Glykolat, in grosser Menge dem Rattenfutter beigegeben, fiihrt, wenn es zu-
sammen mit der Diat an Ratten verfUttert wird, zu einer Hyperoxalurie und Kal-
ziumoxalatkristallablagerung in der Niere [Gulati 1988]. Eine erhéhte Ausschei-
dung an Glykolat im Urin von Patienten mit Kalziumoxalatsteinen wurde zudem
als Indikator fiir eine erhdéhte endogene Produktion von Oxalat verwendet
[Smith 1992].

2.5.5 Vitamin C
Der Einfluss von Vitamin C auf die Oxalurie wird in der Literatur kontrovers be-
urteilt. Verschiedene Studien zeigten, dass rezidivierende Nierensteinpatienten




eine signifikant erhéhte Ausscheidung an Oxalat und eine erniedrigte Ascor-
batexkretion haben [Chalmers 1986]. Ferner kam es in Kalziumsteinpatienten,
verglichen mit gesunden Probanden, unter oraler und intravendser Verabrei-
chung von Ascorbat zu einer verstarkten Produktion von Oxalat aus Ascorbat.
Die Oxalatausscheidung im Urin korreliert mit der Vitamin-C-Zufuhr [Tiselius
1977b, Trinchieri 1991]. Obwohl ein Teil des Oxalates von metabolisierter As-
corbinsdure abstammt [Gerster 1997, Curhan 1999], erh6hen hohe Dosen an
Vitamin C, bedingt durch einen physiologischen Regulierungsfaktor, das Risiko
eines Kalziumoxalatnierensteins nicht: Die gastrointestinale Absorption wie
auch die renal-tubulare Reabsorption der Ascorbinsaure sind sattigbare Pro-
zesse und die metabolische Transformation von Ascorbinsdure zu Oxalat ist
ebenfalls limitiert [Gerster 1997].

In einer Studie wollten die Autoren herauszufinden, ob in Frauen zwischen der
Einnahme von Vitamin C und dem Risiko einer Nierensteinbildung ein Zusam-
menhang besteht [Curhan 1999]. Die Studie wurde mit einer Kohorte von
85'557 Frauen durchgefihrt, die bis anhin keine Nierensteine hatten. Es wur-
den semiquantitative Fragebdgen zur Erfassung des Vitaminkonsums in der
Nahrung als auch in Supplementen verwendet. Wahrend der 14jahrigen Fol-
low-up-Periode wurden 1078 Falle von Nierensteinen dokumentiert. Es zeigte
sich, dass die Vitamin-C-Aufnahme nicht mit dem Risiko einer Nierensteinbil-
dung assoziiert war.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Vitamin C dann zu einem Risi-
kofaktor wird, wenn es in hohen Dosen konsumiert wird. Ein normaler oder
auch ein leicht erhéhter Vitamin-C-Konsum hingegen flhrt bei normaler Nie-
renfunktion nicht zu Problemen. In diesem Sinne ist eine Vitamin-C-
Einschréankung ungerechtfertigt. Die Zufuhr von hohen Dosen, insbesondere
bei Nierensteinpatienten, sollte jedoch vermieden werden.

2.6 EINSCHATZUNG DES STEINBILDUNGSRISIKOS

2.6.1 Das molare Produkt von Kalzium x Oxalat

Das molare Produkt von Kalzium x Oxalat ist ein wichtiges Mass fir die Be-
rechnung des Risikos einer Kalziumoxalatprazipitation und einer Steinbildung
[Murthy 1982, Rattan 1994]. Ein Rlckgang dieses Produkis deutet auf eine
niedrige Moéglichkeit einer Prazipitation und Steinbildung hin [Murthy 1982].

2.6.2 Der Kalzium/Magnesium-Quotient

Ein hoher Kalzium/Magnesium-Quotient in Assoziation mit einer Hyperoxalurie
wird als wichtiger Grund fUr die Bildung von Nierensteinen betrachtet [Gulati
1988, Rattan 1994].

2.6.3 Der Kalzium/Oxalat-Quotient

Am Anfang jeder Nierensteinbildung steht eine vermehrte Tendenz zur Kristal-
lisation im Harntrakt [Hess 1995]. In Fall der haufigsten kristallinen Phase, Kal-
ziumoxalat, kristallisieren Kalzium- und Oxalationen in einem Verhaltnis von
1:1; das molare Konzentrationsverhéltnis im Urin hingegen betragt 5:1 bis 10:1
zugunsten von Kalzium. Steigt nun also die Urinkalziumkonzentration ohne
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gleichzeitigen Anstieg der Oxalatkonzentration an, kénnen gar keine neuen
Kalziumoxalatkristalle entstehen, da keine zusatzlichen freien Oxalationen far
die Kristallbildung zur Verfigung stehen. Umgekehrt fihrt aber jeder auch
noch so geringe Anstieg der Oxalatkonzentration im Urin wegen permanent
vorhandenem Uberschuss an Kalziumionen augenblicklich zur Kristallisation
von Kalziumoxalat. Tatsachlich ist die Menge prazipitierter Kalziumoxa-
latkristalle in Urinen von Steinpatienten streng positiv mit der Oxalatkonzentra-
tion korreliert, steht aber in keiner Beziehung zur Kalziumkonzentration. Somit
ist eine nur leichte Hyperoxalurie fur die Steinbildung viel geféhrlicher als eine
Hyperkalziurie.

2.7 REZIDIVPROPHYLAXE UND THERAPIEMOGLICHKEITEN

2.7.1 Allgemeine Massnahmen

Im Vordergrund stehen Massnahmen betreffend Fllssigkeitszufuhr und Erndh-
rungsgewohnheiten [Smith 1992, Hess 1999]. Die heute Ubliche Wohlstands-
ernahrung mit einem Uberangebot an Proteinen, alkoholischen Getranken und
Kalorien fahrt zu einer Kumulation mehrerer diatetischer Risikofaktoren [Roth
1993]. Eine ausgewogene Mischkost mit ausreichender Harnverdiinnung kann
das Steinbildungsrisiko um ca. 50% senken.

Eine erhdhte Flussigkeitsaufnahme fuhrt zur Minderung der Kristallisationsnei-
gung, da es zur Konzentrationsabnahme lithogener Substanzen [Erwin 1976,
Roth 1993] und einer erhbéhten Strdmungsgeschwindigkeit im intrarenal-tubu-
laren und extrarenal-luminalen System kommt [Roth 1993]. Das Ziel einer er-
héhten Flissigkeitszufuhr ist ein tagliches Urinvolumen von mindestens 2.5
Litern in Mannern und mindestens 2.0 Litern in Frauen [Smith 1992].

Eine faser- und ballaststoffreiche Ernahrung flhrt zu einer Abnahme der Kal-
ziumausscheidung im Urin [Roth 1993]. Ursache ist eine Kalziumbindung im
Darm durch Ballaststoffe mit verminderter intestinaler Absorption.

Eine allgemeine Restriktion der Proteinzufuhr ist empfehlenswert [Pak 1993,
Roth 1993], da Proteine eine azidotische Stoffwechsellage bedingen [Roth
1993]. Die Folge ist neben einer Abnahme des Urin-pH eine Verminderung der
Ausscheidung von Zitronensdure und eine erhéhte Kalziumausscheidung.
Kohlehydrate fihren zu einer glucoseinduzierten Hyperkalziurie und postpran-
dialen Hyperoxalurie mit erhéhtem Steinbildungsrisiko.

Alkoholische Getranke wiederum bedingen eine Harnansauerung und steigern
die Harnsaureausscheidung.

Ferner ist eine Restriktion von oxalatreichen Nahrungsmitteln (z.B. Spinat,
Rhabarber) empfehlenswert [Kanig 1985, Radermacher 1992].

2.7.2 Phytopharmaka

Die Wirksamkeit von Phytopharmaka in der Harnsteinmetaphylaxe wurde
durch zahlreiche klinische Prifungen und in der Praxis nachgewiesen [Hesse
1984, Schneider 1985, Ahsan 1989, Grases 1994]. Wegen der geringen Ne-
benwirkungen und der sehr guten Patientencompliance sind Phytopharmaka
fir die Langzeitrezidivprophylaxe besonders geeignet [Schneider 1994].
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2.7.3 Medikamentdse Therapie

Bei fortbestehender Ursache der Steinbildung muss die medikamentdse Rezi-
divprophylaxe in der Regel eine Langzeittherapie sein, mit allen Problemen der
Nebenwirkungen und der Patientencompliance [Schneider 1994]. Deshalb soll-
te eine medikamentdse Langzeitrezidivprophylaxe immer erst begonnen wer-
den, wenn alle Mdglichkeiten einer allgemeinen Metaphylaxe ausgeschopft
sind.

Bis 1977 erfolgte die medikamentése Metaphylaxe mittels der Wirkstoffe Mag-
nesium, Sukzinat, Pyridoxin, Pyrophosphat, Diphosphonate, Methylenblau,
Anthrachinone, Kationenaustauscher, Chlorothiazide und Allopurinol [Schnei-
der 1977]. Heute werden v.a. drei Substanzen empfohlen, namlich Alkalizitrat,
Thiazide und Allopurinol, letzteres allerdings ausschliesslich bei Kalziumstein-
patienten mit Hyperurikosurie [Hess 1999].

2.7.3.1 Magnesium

In einer Studie, durchgefihrt mit Ratten unter verschiedenen Didten, zeigte
sich, dass eine Magnesiumsupplementation (1.) die Oxalatausscheidung ernie-
drigte und auch eine Hyperkalziurie kontrollierte, und (2.) sie signifikant die Zi-
tratexkretion ernéhte und somit auch das Potential an Inhibitoren, gerichtet ge-
gen eine Kalziumoxalatkristallisation, ernéhte [Gulati 1988]. Magnesium bildet
mit Oxalat einen I8slichen Komplex, fuhrt zu einem Absinken der freien lonen-
aktivitat von Oxalat und dadurch zu einer Erniedrigung der Supersaturation von
Kalziumoxalat [Smith 1992].

2.7.3.2 Vitamin B6
Siehe Kapitel "3 Vitamin B6 - Pyridoxin".

2.7.3.3 Kaliumzitrat

Zitrat agiert als Inhibitor der Kristallbildung von Kalziumsalzen [Smith 1992],
wobei das Zitrat dieses Medikaments zu Bikarbonat metabolisiert wird, zu einer
minimalen metabolischen Alkalose flhrt und dadurch zu einer Erhéhung der
Zitratausscheidung im Urin [Goldfarb 1999].

2.7.3.4 Chlorothiazide

Der Wirkungsmechanismus beruht hier auf einer Senkung der Harnkalzium-
ausscheidung [Erwin 1976, Schneider 1977, Kanig 1985, Goldfarb 1999] durch
vermehrte Kalziumrickresorption im distalen Nephron.

2.7.3.5 Allopurinol
Als Inhibitor der Xanthinoxidase hemmt Allopurinol die Harnsaurebildung [Ka-

nig 1985] und fuhrt dadurch zu einer Senkung der Harnsaureausscheidung im
Urin [Erwin 1976, Schneider 1977, Goldfarb 1999].
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3 ZUSAMMENFASSUNG UND SCHLUSSFOLGERUNGEN

Nephrolithiasis ist ein bekanntes Leiden mit einer Pravalenz von 4-6% in
Deutschland [Stein 1995] und 5-10% in den USA [Pak 1993]. Rund 80% aller
Nierensteine bestehen aus Kalziumoxalat und/oder Kalziumphosphat [Hess
1995]. Wichtigste Risikofaktoren fir eine vermehrte Kristallisation von Kal-
ziumoxalat im Urin sind zu geringe Harnvolumina, Hyperoxalurie und Hypo-
zitraturie.

Ein chronisch zu tiefes Harnvolumen ist nach wie vor der wohl wichtigste Risi-
kofaktor der Nierensteinbildung; bei abnehmenden Harnmengen unter 1200mi/
24h steigt die Ubersattigung und somit das Risiko der Steinbildung im Urin ex-
ponentiell an.

Die meisten Patienten mit einer Hyperoxalurie haben ein didtetisches Problem.
Eine geringe bis massige Hyperoxalurie kann aufgrund der Konsumation von
oxalatreichen Nahrungsmitteln wie z.B. Spinat, NUsse, Schokolade und Tee
entstehen [Pak 1993]. Zusatzlich tritt eine Hyperoxalurie auf (1.) bei der prima-
ren Hyperoxalurie, (2.) bei Pyridoxinmangel, (3.) selten bei einer exzessiven
Einnahme von Vitamin C und (4.) bei einer erhéhten Absorption von Oxalat,
was als enterale Hyperoxalurie bezeichnet wird [Goldenberg 1996].

Eine Hypozitraturie wird je nach Studie in 19-63% aller Nierensteinpatienten
gefunden [Hess 1995]. Die negativ geladenen Zitrationen bilden im Urin mit
Kalzium l6sliche Komplexe, wodurch die Konzentration des freien ionisierten
Kalziums gesenkt und die Uberséttigung bezlglich Kalziumoxalat effizient re-
duziert wird.

Die Hyperkalziurie als direkte Ursache vermehrter Kristallisation im Urin hinge-
gen ist von sekundérer Bedeutung: Kalzium und Oxalat préazipitieren in Ver-
héltnis von 1:1, wahrend im Urin permanent ein molares Konzentrationsver-
héltnis von rund 10:1 zugunsten von Kalzium vorliegt. Ein Anstieg der Urinkal-
ziumkonzentration ohne gleichzeitigen Anstieg der Oxalatkonzentration produ-
ziert deshalb keine zusatzlichen Kristalle, wahrend jeder noch so geringe An-
stieg der Oxalatausscheidung immer von vermehrter Kristallisation gefolgt ist.
Eine kalziumarme Diat ist deshalb nicht nur unnétig, sondern wegen der Ge-
fahr der sekundaren Hyperoxalurie und der Osteopenie kontraindiziert.

Eine Ubermassige Zufuhr an tierischen Eiweissen hingegen verstarkt eine Hy-
peroxalurie und Hypozitraturie und begulnstigt via Zunahme der Urinkalzium-
ausscheidung eine negative Kalziumbilanz.

Die heute verfligbaren modernen Behandlungsmethoden und Therapiemdg-
lichkeiten haben zu einem grundlegenden Wandel in der Behandlung des
Steinleidens geflhrt [Schneider 1994]. Aber auch diese beeinflussen nur das
Endprodukt der Steinerkrankung, das Konkrement, nicht die Ursachen seiner
Bildung. Wichtigste Aufgabe bleibt deshalb weiterhin die Verhinderung der
Steinbildung Uberhaupt (Prophylaxe) oder zumindest deren wiederholten
Steinbildung (Metaphylaxe).
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3 VITAMIN B6 - PYRIDOXIN

1 EINLEITUNG

Das Vitamin B6 erwies sich als eines der am schwierigsten zu definierenden B-
Vitamine [Kieffer 1988]. Es wurde im Zeitraum von 1934-1937 von den ande-
ren Mitgliedern des Vitamin-B-Komplexes differenziert, und die Substanz, heu-
te bekannt als Pyridoxin oder Pyridoxol, wurde mit Hilfe von Versuchen an Rat-
ten in vier verschiedenen Labors 1938 unabhéangig voneinander isoliert [Hoff-
Jorgensen 1966]. 1939 wurde durch zwei Gruppen auch die Struktur bestimmt.
Weil es zur Hauptsache an Proteine gebunden ist, liess es sich nicht aus den
Ublichen Extrakten der bekannten vitaminreichen Rohstoffe isolieren [Kieffer
1988]. Aus demselben Grunde wurde es auch so lange Zeit Ubersehen. 1945
stand dann fest, dass in der Natur drei verschiedene Formen von Vitamin B6
vorkommen, welche im Kdrper enzymatisch ineinander umgewandelt werden
kénnen und daher auch die gleiche Vitaminwirkung besitzen.

Dies sind:

e Pyridoxin, ein Alkohol (Grundform; als Hydrochlorid die Handelsform)
e Pyridoxal, ein Aldehyd
¢ Pyridoxamin, ein Amin.

Alle drei Formen enthalten eine phenolische und eine oder zwei alkoholische
Hydroxylgruppen. An die letztere, die 5'-Gruppe, wird im Organismus meistens
ein Phosphatrest gebunden. Nur die Phosphatformen der drei Pyridoxinverbin-
dungen haben Koenzymaktivitat.

2 VITAMIN B6 IM ENGEREN SINNE

2.1 NOMENKLATUR GEMASS DEN REGELN DER IUPAC

Die erste natirlich vorkommende Form von Vitamin B6 wurde 1938 isoliert [In-
ternational Union for Pure and Applied Chemistry 1973a, 1973b] und ein Jahr
spater wurde dessen Struktur, ein 3-Hydroxy-4,5-bis(Hydroxymethyl)-2-Methyl-
pyridin (I; R = -CH,OH, Abk. PN), durch chemische Synthese bestatigt. Der fur
diese Verbindung durch P. Gyérgy vorgeschlagene Trivialname "Pyridoxin",
wurde allgemein als Synonym fir "Vitamin B6" verwendet. Gemass den 1973
von der International Union for Pure and Applied Chemistry, Commission on
Biochemical Nomenclature (CBN), erstellten Regeln sollte diese Bezeichnung
jedoch nicht als Oberbegriff synonym mit "Vitamin B6" verwendet werden, da
die Bezeichnung "Vitamin B6" als allgemeiner Deskriptor fur alle 3-Hydroxy-2-
Methylpyridin-Derivate verwendet werden sollte, die in Ratten qualitativ die bio-
logische Aktivitat von Pyridoxin aufweisen.

Zwei andere natirliche Verbindungen, 1944 entdeckt und erkannt als Aldehyd,
oder 4-Formyl-Analogon (I; R = —CHO, Abk. PL) von Pyridoxin, und das ent-
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sprechende Amin, oder 4-Aminomethyl-Analogon (I; R = -CH>NH,, Abk. PM),
wurden als "Pyridoxal" bzw. "Pyridoxamin" bezeichnet.

Die haufig vorkommenden oxidierten Metaboliten von Pyridoxal, ndmlich 3-
Hydroxy-5-Hydroxymethyl-2-Methylpyridin-4-Carboxylsaure (lll) und das ent-
sprechende Lacton (IV) wurden als 4-Pyridoxinsaure resp. 4-Pyridoxolacton
benannt. Daneben existieren aber auch 5'-Phosphorsaureester von Pyridoxin,
Pyridoxal und Pyridoxamin (ll; R = -CH,OH, —-CHO, —CH,NH.), welche als Py-
ridoxin 5'-Phosphat (oder Pyridoxin-5'-P, Abk. PNP), Pyridoxal 5'-Phosphat
(oder Pyridoxal-5'-P, Abk. PLP) bzw. Pyridoxamin 5'-Phosphat (oder Pyridox-
amin-5'-P, Abk. PMP) bezeichnet wurden.

In Abbildung 2 sind die Strukturformeln der erwahnten Vitamere abgebildet.

wo_ 1 dmom HO, 1 CHO-PO
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Abbildung 2: Strukturformeln von Pyridoxin (l; R = -CH,OH), Pyridoxal (I; R = —
CHO), Pyridoxamin (I; R = —CH.NH,), 4-Pyridoxinsaure (lll), 4-Pyridoxolacton
(IV), Pyridoxin 5'-Phosphat (II; R = -CH,OH), Pyridoxal 5'-Phosphat (ll; R = —
CHO) bzw. Pyridoxamin 5'-Phosphat (II; R = —-CH,NH,)

2.2 VORKOMMEN VON VITAMIN B6

Vitamin B6 ist in der belebten Natur weit verbreitet [Hartke 1986c]. In den
Pflanzen entsteht es biosynthetisch, wahrend Tiere es mit der Nahrung auf-
nehmen oder Uber die Darmflora bilden. Fir die Versorgung des Menschen mit
Vitamin B6 sind Kartoffeln, grines Gemuse, Getreide, Leber, Muskelfleisch
und Hefe von Bedeutung. Bierhefe weist den gréssten Gehalt auf. Die einzel-
nen Vitamin-B6-Formen sind fir den Tierorganismus gleichermassen verwert-
bar. Der Bedarf an Vitamin B6 kann daher mit Pyridoxin allein gedeckt werden,
z.B. in Form von Pyridoxinhydrochlorid. Diese Substanz spielt auch bei der
Herstellung von Vitaminpraparaten oder bei der Vitaminierung von Futter- und
Lebensmitteln die grésste Rolle.

2.3 CHEMISCH / PHYSIKALISCHE EIGENSCHAFTEN VON PYRIDO-
XINHYDROCHLORID

2.3.1 Synonyme

Pyridoxinhydrochlorid [EDI 1995], Pyridoxini hydrochloridum, Pyridoxinium
chloratum, Pyridoxolhydrochlorid [Hartke 1986c¢]
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2.3.2 Strukturformel

1
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Abbildung 3: Strukturformel von Pyridoxinhydrochlorid [EDI 1995]

2.3.3 Summenformel
CgH1>CINO3 [EDI 1995]

2.3.4 Molekulargewicht
205.6 g/mol [EDI 1995]

2.3.5 Eigenschaften

Die Handelsware ist ein weisses bis fast weisses, kristallines, hdchstens
schwach nach Salzsaure riechendes Pulver mit saurem, leicht bitterem Ge-
schmack und kristallisiert in farblosen Prismen, Téafelchen oder doppelbre-
chenden Stabchen [Hartke 1986c].

2.3.6 Loslichkeit
Pyridoxinhydrochlorid ist leicht 16slich in Wasser [EDI 1995], d.h. 1 Teil Sub-
stanz 16st sich bei 20 °C in etwa 5 Teilen Wasser [Hartke 1986c].

2.3.7_Schmelzpunkt
Die Substanz schmilzt bei etwa 205 °C unter Zersetzung [EDI 1995].

2.3.8 Stabilitat

Pyridoxinhydrochlorid ist sowohl in trockenen Mischungen als auch in saurer
Lésung gut haltbar [Hartke 1986¢]. Mineralsaure Losungen kdnnen 30 Minuten
bei 120 °C sterilisiert werden. Bei Erhitzen der neutralen Lésung (30 Minuten
bei 120 °C) wird Dimerisierung beobachtet.

Die an der Luft bestéandige Substanz zersetzt sich unter Lichteinwirkung, be-
sonders durch UV-Strahlen. Die Arzneiblcher schreiben daher Aufbewahrung
unter Lichtschutz vor.

2.3.9 Inkompatibilitdten

Kombinationen von Pyridoxinhydrochlorid mit Eisenpraparaten oder eisenhalti-
gen Wirk- bzw. Hilfsstoffen sind wegen der Bildung eines gefarbten Fe-
Komplexes unvertraglich [Hartke 1986¢]. Eine weitere Inkompatibilitat besteht
mit Oxidationsmitteln [EDI 1995].
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2.3.10 Handelsnamen
Im Handel sind zahlreiche Praparate erhaltlich, sei es in Kombination oder
auch als Monopraparate. Beispiele von Monopraparaten sind:

Benadon Roche, Tabletten 300mg (Roche)

Burgerstein Vitamin B6, Tabletten 100mg (Antistress)
Comploment Continus, Tabletten retard (Mundipharma)
Vitamin B6 Streuli, Tabletten 300mg (Streuli)

Vitamin B6 Streuli, Tabletten 40mg (Streuli)

2.4 EIGENSCHAFTEN / WIRKUNGEN

Pyridoxin wird im Organismus durch Oxidation und Phosphorylierung in seine
Wirkform Pyridoxal 5'-Phosphat Uberfuhrt [Hartke 1986c¢]. Diese ist das Koen-
zym zahlreicher Enzyme, die Transaminierungen, Desaminierungen, Decarbo-
xylierungen, Desulfhydrierungen sowie Spaltung und Synthese von Aminoséau-
ren ermoglichen [Hartke 1986¢, Morant 1994a]. Die meisten dieser Enzyme
befinden sich in der Leber [Kieffer 1988]. Pyridoxin ist somit fir den Eiweiss-
stoffwechsel von zentraler Bedeutung und an der Synthese von Kérpereiweiss,
ferner an der Blutbildung, der Muskelfunktion und der Funktion des ZNS betei-
ligt [Hartke 1986¢c]. Pyridoxal 5'-Phosphat ist ferner im Gehirnstoffwechsel an
der Bereitstellung der fir die synaptischen Ubertragungen notwendigen bioge-
nen Amine sowie der Transmittersubstanz y-Aminobuttersdure (GABA) betei-
ligt [Morant 1994a].

Bei einem durchschnittlichen Proteinkonsum von 40-70 g pro Tag benétigen
Erwachsene taglich 1.8-2.2 mg Pyridoxin [Kieffer 1988]. Weil der gesamte Pro-
teinstoffwechsel von pyridoxinabhangigen Enzymen beherrscht wird, steigt mit
zunehmendem Eiweisskonsum auch der Pyridoxinbedarf entsprechend an
[Kieffer 1988, Morant 1994a]. Ebenfalls erhéht ist der Bedarf in der Schwang-
erschaft und bei Hyperthyreose [Hartke 1986c].

Zur Bildung von Pyridoxalphosphat aus Pyridoxin ist Gbrigens Vitamin B2 not-
wendig, genauer gesagt ein Enzym, welches durch Riboflavin aktiviert wird
[Kieffer 1988].

2.5 PHARMAKOKINETIK

2.5.1 Absorption

Die Absorption von Pyridoxin erfolgt im oberen Dinndarm durch passive Diffu-
sion [Morant 1994a]. Die Resorption erfolgt rasch [Hartke 1986¢].

2.5.2 Distribution / Metabolismus

Nach rascher Umwandlung von Pyridoxin in die aktiven Formen Pyrido-
xalphosphat und Pyridoxaminphosphat erfolgt deren Speicherung hauptsach-
lich in der Leber, wo freies Pyridoxal unter Einwirkung von Aldehydoxidase
auch zu 4-Pyridoxinsaure oxydiert wird [Morant 1994a].

Pyridoxalphosphat macht mindestens 60 % des zirkulierenden Vitamin B6 aus,
penetriert in dieser Form die Zellmembranen und bildet einen Bestandteil aller
Kérperzellen. Die optimale Wirkkonzentration im Plasma liegt bei 60 nmol pro
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Liter. Unter nahezu Vitamin-B6-freier Diat sinkt die Vitamin-B6-Konzentration
im Blut nach dreissig Tagen auf nicht mehr messbare Werte ab [Daunderer
1981]. Entsprechend ist auch die Ausscheidung im Harn nach dem gleichen
Zeitraum vermindert.

In Abbildung 4 ist die metabolische Transformation von Vitamin B6 dargestellt.

Pyridoxinsaure

A

Aldehyd-Oxidase
oder
NAD-abh.
Aldehyd-DH

Pyridoxin , Pyridoxal Pyridoxamin
A A A
2l o 2l o 8110
2|8 Silg N
[ [
5112 31182 sl &
2|8 =3l 212
S| S St
a a o
v \4 v )
Pyridoxin- ~ Pyridoxal- Pyridoxamin-
hosphat ~  phosphat - hosphat
—— Pyridoxinphosphat- —— Pyridoxaminphosphat- phosp
Oxidase Oxidase

Abbildung 4: Metabolische Transformation von Vitamin B6 in der Leber, modi-
fiziert nach [Hoff-Jargensen1966, Ink 1984, Lumeng 1984]

2.5.3 Elimination

Hauptausscheidungsprodukt im Harn ist die 4-Pyridoxinsdure [Daunderer
1981, Hartke 1986¢, Morant 1994a], deren Bestimmung auch zur Diagnose
eines Vitamin-B6-Mangels herangezogen werden kann [Hartke 1986c¢]. Ein Teil
von Vitamin B6 wird auch mit den Fazes ausgeschieden [Morant 1994a]. Beim
Erwachsenen betragt die Ausscheidung 0.05-0.1umol/kg Kdrpergewicht pro
Tag [Hartke 1986¢c]. Ferner sinkt die Eliminationshalbwertszeit mit steigender
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Dosis [Morant 1994al].

2.6 _INDIKATIONEN / ANWENDUNGSMOGLICHKEITEN

Die folgenden Indikations- und Anwendungsmaéglichkeiten werden in der Lite-

ratur aufgefihrt:

e Homozystinurie [Daunderer 1981]

e Zystathioninurie

e Primare Oxalose vom Typ |

e Durch Vitamin-B6-Mangel [Hartke 1986c¢, Morant 1994a] verursachte Tre-
morzustande und Krampfe [Hartke 1986¢]

e Prophylaxe und Therapie von Mangelerscheinungen infolge Behandlung mit
Vitamin-B6-Antagonisten [Morant 1994a]

e Erhohter Bedarf wahrend Schwangerschaft und Laktation sowie bei Ein-

nahme oraler Kontrazeptiva

Pramenstruelles Syndrom [Daunderer 1981]

Degenerative Gelenkerkrankungen

Karpaltunnelsyndrom

Neurologische Nebenwirkungen bei INH- oder Cycloserintherapie [Hartke

1986¢]

Als Adjuvans bei Strahlentherapie [Morant 19943]

e Auf Pyridoxin ansprechende Krampfe [Morant 1994a] und Andmien [Hartke
1986¢, Morant 1994a]

e Bei Vergiftungen mit Isoniazid, Antibiotika, Antibabypille, Glutamat, Penicill-
amin, D-Cycloserin [Daunderer 1981].

2.7 DOSIERUNG / ANWENDUNG

2.7.1_Ubliche Dosierung

Je nach Indikation und Autor betragt die taglich applizierte Dosis 10 [Murthy
1982, Edwards 1991, Shah 1992, Rattan 1994], 50 [Hartke 1986¢, Edwards
1991, Morant 1994a], 100 [Tomson 1989, Costello 1992], 200 [Tiselius 1977b,
Edwards 1991], 300mg [Balcke 1983, Hartke 1986¢, Morant 1994a], 400mg
[Gill 1986, Edwards 1991] oder bis zu 800mg [Edwards 1991].

2.7.2 Anwendung
Tabletten werden unzerkaut mit einem halben Glas Flissigkeit eingenommen
[Morant 1994a].

2.8 ANWENDUNGSEINSCHRANKUNGEN
2.8.1 Kontraindikationen
Uberempfindlichkeit gegen Vitamin B6 [Morant 19943]

2.8.2 Vorsichtsmassnahmen

Vitamin B6 beschleunigt den Abbau von medikamentds zugefihrtem Levodopa
und vermindert damit seine Wirksamkeit [Morant 1994a). Patienten, die mit Le-
vodopa behandelt werden, sollten daher nicht gleichzeitig Vitamin B6 in Dosen
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einnehmen, die den Tagesbedarf von 2mg um ein Vielfaches Ubersteigen.

2.8.3 Schwangerschatft / Stillzeit
Schwangerschafts-Kategorie C [Morant 1994a]

2.9 UNERWUNSCHTE WIRKUNGEN )

In héheren Dosen kann es vortibergehend zu Sodbrennen, Ubelkeit und Ver-
dauungsstérungen kommen [Morant 1994a]. Gelegentlich kann Vitamin B6
auch eine bestehende Akne vulgaris verstarken oder ein der Akne &hnliches
Ekzem hervorrufen [Morant 1994D].

Vor der Einnahme von Vitamin B6 in hohen Dosen durch Laien muss jedoch
ausdrlcklich gewarnt werden: Es sind mehrere Falle bekannt geworden, bei
denen es nach zwei bis 40 Monaten der Pyridoxin-Therapie zu einer periphe-
ren sensorischen Neuropathie mit ataktischen Gangstérungen, Reflexsto-
rungen und Beeintrachtigung von Tast-, Vibrations- und Temperatursinn ge-
kommen war [Daunderer 1981]. Anatomisch lag eine unspezifische axonale
Degeneration an peripheren sensiblen Nerven vor, die nach Absetzen von Vit-
amin B6 innerhalb eines halben Jahres weitgehend bis vollstandig gebessert
wurde.

2.10 INTERAKTIONEN

Vitamin B6 hebt in grésseren Dosen die Wirkung von Levodopa auf [Morant
1994a]. Vitamin B6 in hohen Dosen kann mit der Prolactinfreisetzung interfe-
rieren. Im Gegensatz dazu schwachen Isoniazid, Penicillamin und D-
Cycloserin die Wirkung von Vitamin B6 [Morant 1994b].

2.11 HYPOVITAMINOSE

Nahrungsbedingte Mangelerscheinungen an Vitamin B6 sind sehr selten [Hart-
ke 1986¢]. Ein fir den Vitamin-B6-Mangel typisches Symptom gibt es nicht, da
die Funktionen dieses Vitamins zu vielfaltig sind [Kieffer 1988].

Klinische Situationen von Vitamin-B6-Mangel kénnen auftreten bei Resorp-
tionsstérungen, Schwangerschaftserbrechen, Einnahme oraler Kontrazeptiva,
pramenstruellem Syndrom, Alkoholabusus, pyridoxinabhangigen Andmien und
Krampfen, Einnahme von Vitamin-B6-Antagonisten, einigen Antibiotika und
Chemotherapeutika sowie bei Radium- und R&ntgenbestrahlung [Morant
1994a].

Ein Vitamin-B6-Mangel dussert sich zuerst in verschiedenartigen Hautkrank-
heiten, rissiger Haut, Anamie, aber auch durch nervése Stérungen, Depres-
sion, Nierensteinbildung [Kieffer 1988], aber auch durch Erosionen an der
Mundschleimhaut und an den Lippen, Glossitis, Polyneuritis und epileptiformen
Krampfen [Hartke 1986¢].

2.12 ANTAGONISTEN

Als klassischer Vertreter aus der Gruppe der Vitamin-B6-antagonistisch wirk-
samen Verbindungen qilt das 4'-Desoxypyridoxol-5-Hydroxymethyl-2,4-di-
methylpyridinol, das sowohl im mikrobiologischen Versuch an Saccharomyces
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carlsbergensis als auch im Rattenwachstumstest auf seine Antivitamin-B6-
Wirksamkeit geprift wurde und heute vielfach als Bezugssubstanz fir Antivit-
amin-B6-Testungen eingesetzt wird [Kérner 1967].

Grundsatzlich gibt es zwei Typen von Vitamin-B6-Antagonisten: (a) Struktur-
analoge von einem B6 Vitamer oder (b) Carbonylreagenzien - reaktive Hydra-
zine oder Hydroxylamine, die fahig sind, Hydrazone oder Oxime mit Pyridoxal
oder Pyridoxalphosphat zu bilden [Klosterman 1979]. Beispiele fur Vitamin-B6-
Antagonisten nattrlichen Ursprungs sind: 1-Amino-D-Prolin (Linum usitatissi-
mum), Methylhydrazin (Gyromitra esculenta), L-Canalin (Lotoidae spp.), D-
Cycloserin (Actinomyces spp.) und O-Amino-D-Serin (Rattenurin).

Weitere Beispiele von Vitamin-B6-Antagonisten sind: Isoniazid [Hoff-
Jorgensen 1966, Morant 1994a], Penicillamin [Morant 1994a], Hydralazin, 4-
Desoxypyridoxin und Thiosemicarbazon.

Auch das durch hydrolytische Spaltung des Thiaminmolekiils entstehende Pyr-
amin (=Toxopyrimidin), das strukturell eine gewisse Ahnlichkeit zum Vitamin
B6 aufweist, zeigt ausgepragte Antivitamin-B6-Eigenschaften [Hoff-Jargensen
1966, Kdrner 1967].

2.13 UBERDOSIERUNG / HYPERVITAMINOSE

Uberdosierungen von Pyridoxin bis ca. 300mg pro Tag sind auch langfristig
ungeféhrlich [Kieffer 1988]. Die langfristige Anwendung hoher Pyridoxin-Dosen
(2-6g/Tag) kann jedoch zu neurotoxischen Schaden fihren [Hartke 1986c]. In
den USA ist es zu schweren Nervenschadigungen gekommen, als tagliche
Dosen von 2g und mehr Uber mehrere Monate an psychiatrische Patienten
verabreicht wurden [Kieffer 1988].

2.14 TOXIZITAT / TOXIKOLOGIE

Die drei Vitamere Pyridoxol, Pyridoxal, Pyridoxamin sind weitgehend ungiftig
[Daunderer 1981]. Ratten, Kaninchen und Hunde vertragen Gaben von 1g Py-
ridoxinhydrochlorid pro kg KG ohne nachteilige Wirkungen. Erst héhere Dosen,
welche die therapeutisch wirksame Dosis um das Tausendfache Ubersteigen,
kénnen Koordinationsstérungen und Konvulsionen zur Folge haben. Im Tier-
versuch fihrten orale Gaben von 2-6g Vitamin B6 pro kg KG zu generalisierten
Krampfen und Tod. Die Erfahrungen mit hochdosierten Vitamin-B6-Dosen
beim Menschen sind sparlich.

In den Tabellen 1 und 2 sind die akute Toxizitat von Pyridoxinhydrochlorid und
von Pyridoxal 5'-Phosphat aufgefthrt und in der Tabelle 3 die subchronische
Toxizitat von Pyridoxinhydrochlorid.

Tabelle 1: Akute Toxizitat (LD5Q) Pyridoxinhydrochlorid [Daunderer 1981]

Tierart |Per os

[mg pro kg KG]
Maus |8400

Ratte |5500-15900
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Tabelle 2: Akute Toxizitat (LD50) Pyridoxal 5'-Phosphat

Tierart |Per os
[mg pro kg KG]
Maus |2000

Tabelle 3: Subchronische Toxizitat (LD5() Pyridoxinhydrochlorid

Tierart |Per os Dauer
[mg pro kg KG und Tag] |[Tage]

Maus |7000 10

Ratte |7750 10

2.15 BESTIMMUNGSMETHODEN

Mégliche Bestimmungsmethoden der B6-Vitamere werden im Kapitel "4.1
Entwicklung einer Messmethode fur Pyridoxal 5’-phosphat und 4-Pyridoxin-
saure" naher erlautert.

3 VITAMIN B6 UND OXALAT

3.1 ANGRIFFSORT VON VITAMIN B6 IM OXALATSTOFFWECHSEL

In Abbildung 1 ist der Angriffsort von Vitamin B6 dargestellt. 70-95% der tagli-
chen Oxalatausscheidung hat einen metabolischen Ursprung, d.h. es entsteht
indirekt via Glyoxylat oder direkt aus Tryptophan [Jaeger 1992]. Um eine ex-
zessive Oxalatproduktion aus Glyoxylat zu verhindern, wird das letztere enzy-
matisch in Glycin transaminiert. Fiir diese enzymatische Reaktion bendétigt das
Apoenzym allerdings Vitamin B6 [Jaeger 1992], welches als Kofaktor dient
[Latta 1990, Milliner 1994, Sutton 1994] und somit die Oxalatproduktion durch
Enzyminduktion reduzieren kann [Milliner 1994].

3.2 ALLGEMEINE HYPOTHESE DER HYPEROXALURIE BEI
VITAMIN-B6-MANGEL

Da Pyridoxin ein Kofaktor von Transaminasereaktionen ist, wird vermutet,
dass, bedingt durch einen Vitamin-B6-Mangel, ein Absinken der Glycin-
Glyoxylat-Transaminase-Reaktion den Glyoxylatpool erhéhen wirde [Nath
1990]. Die erhdhte Produktion von Oxalat aus Glykolat und Glykolat-
Precursoren (Ethylen-glykol, Xylitol, Ethanolamin) nach einem Vitamin-B6-
Mangel kann erklart werden durch das Ansteigen der Glykolat metabolisieren-
den Enzyme GAO (engl. Glycolic Acid Oxidase) und GAD (engl. Glycolic Acid
Dehydrogenase). Die Situation wird kritisch, wenn es bei einem Vitamin-B6-
Mangel zu einer Induktion der Oxalattransportcarrier in der intestinalen Bur-
stensaummembran und dadurch zu einer erhéhten Aufnahme von Oxalat
kommt. Das Oxalat wird zum Blut transportiert, um via Niere ausgeschieden zu
werden und dabei resultiert eine Hyperoxalurie.
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3.3 PRAKLINISCHE STUDIEN

Die Kalziumoxalaturolithiasis ist die haufigste Nierensteinerkrankung des Men-
schen in der westlichen Hemisphare [Khan 1991]. Um die Pathobiologie dieser
Krankheit zu verstehen, wird allgemein die Ratte als in vivo-Modell verwendet,
obwohl Ratten selten spontan Nierensteine bilden. Die Kalziumoxalaturolithia-
sis in Ratten wird deshalb experimentell mittels einer Hyperoxalurie induziert,
entweder durch Vorladufersubstanzen von Oxalat, wie z.B. Ethylenglykol und
Hydroxyprolin, oder auch durch diatetische Massnahmen, wie z.B. einen Pyri-
doxinmangel.

In den letzten Jahrzehnten wurden verschiedene klinische Studien mit Tieren
durchgefiihrt, um die Effekte von Vitamin B6 auf den Oxalatstoffwechsel zu
untersuchen und zu belegen. Die interessantesten Studien werden nachfol-
gend aufgefihrt:

3.3.1 Studien im Zusammenhang mit einem Vitamin-B6-Mangel

¢ In verschiedenen Studien mit Ratten konnte gezeigt werden, dass bei einem
Vitamin-B6-Mangel die Ausscheidung an Urinoxalat markant erhéht war [Ri-
chardson 1967, Yachiku 1969, Ribaya 1981].

¢ In mannlichen Wistar-Ratten wurde der Effekt eines Vitamin-B6-Mangels auf
die Oxalataufnahme untersucht [Nath 1990]. Dabei zeigte sich, dass in Vit-
amin-B6-defizitaren Ratten im Vergleich zu Kontrollratten die Oxalataufnah-
merate signifikant erhdht war.

3.3.2_Studien mit Vitamin-B6-Supplementation

e Durch chronische Intoxikation mit Ethylenglykol oder akute Vergiftung durch
Na-Glyoxylat konnte im Tierversuch an Kaninchen eine Kalziumoxalatneph-
rolithiasis erzeugt werden [Schneider 1977]. An diesem Modell wurde der
Einfluss von Magnesium, Pyridoxin und Phosphat untersucht. Dabei zeigte
sich, dass die Kombinationstherapie von Magnesium und Vitamin B6 die
Ausbildung von Kalziumoxalatmikrolithen in der Niere vollstdndig verhindern
konnte. Aufgrund der gefundenen Ergebnisse empfahlen die Autoren eine
Magnesium-Vitamin-B6-Therapie in der Rezidivprophylaxe der Oxalaturo-
lithiasis.

¢ In mannlichen Wistar-Ratten wurde die Wirkung von Pyridoxin (10mg Pyri-
doxin-HCI/100g KG/24h) auf die Natriumglykolat induzierte Hyperoxalurie
untersucht [Murthy 1981]. Dabei zeigte sich, dass grosse Dosen an Pyrido-
xin die induzierte Hyperoxalurie nicht erniedrigen konnten.

¢ In Tierversuchen bestatigte sich der inhibierende Einfluss von Pyridoxin und
Magnesium auf die Ausbildung der Kalziumoxalaturolithiasis [Kridl 1984].
Die Verabreichung von Pyridoxin und/oder Magnesium an Versuchstiere be-
einflusste vor allem die Ausbildung von Inkrustationen an den Nierenpapil-
len. Die alleinige Verabreichung von Ethylenglykol fihrte zur Bildung von
makroskopischen Inkrustationen an den Nierenpapillen bei 100% der Uber-
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lebenden Tiere. Fugte man den Tieren zum Futter Pyridoxin hinzu, so fand
man diese Inkrustationen bei 66.6% der lebenden Tiere. Fligte man den Tie-
ren zum Futter Magnesiumoxyd, so bildeten sich die makroskopischen In-
krustationen an den Nierenpapillen bei 14.2% der Tiere. Erhielten die Tiere
gleichzeitig Pyridoxin und Magnesium, entwickelten sich makroskopische In-
krustationen an den Nierenpapillen bei 16.6% der Uberlebenden Tiere. Die
erzielten Ergebnisse unterstrichen somit die berechtigte Anwendung von Py-
ridoxin und Magnesium in der Pravention der Kalziumoxalaturolithiasis beim
Menschen.

3.4 KLINISCHE STUDIEN DURCHGEFUHRT AM MENSCHEN

Auch im Menschen wurden zahlreiche klinische Studien durchgefiihrt. Nach-
folgen sind die wichtigsten Studien im Zusammenhang mit Vitamin B6 aufge-
fhrt.

3.4.1 Vitaminzufuhr und Risiko eines Nierensteinleidens

¢ In einer prospektiven Studie wurde von 45'251 Mannern, im Alter von 40 bis
75 Jahren, ohne Nierensteinerkrankung, die Beziehung zwischen der Ein-
nahme der beiden Vitamine B6 und C und dem Risiko von symptomatischen
Nierensteinen untersucht [Curhan 1996]. Die Vitamineinnahme aus der Nah-
rung aber auch aus Supplementen wurde dabei anhand eines semiquantita-
tiven Fragebogens abgeschatzt.
Wéhrend dem 6jéhrigen Follow-up wurden 751 Félle von Nierensteinen be-
obachtet. Es zeigte sich, dass weder die Vitamin-B6- noch die Vitamin-C-
Aufnahme signifikant mit einem Steinbildungsrisiko assoziiert war.

e Die Beziehung zwischen der Einnahme des Vitamins B6 und dem Risiko

von symptomatischen Nierensteinen wurde in einer prospektiven Studie mit
einer Kohorte von 85'557 Frauen durchgeflhrt, die bis anhin keine Nieren-
steine hatten [Curhan 1999]. Es wurden semiquantitative Fragebbégen zur
Erfassung des Vitaminkonsums in der Nahrung wie auch in Supplementen
verwendet.
Wahrend der 14jahrigen Follow-up Periode wurden 1078 Falle von Nieren-
steinen dokumentiert. Es zeigte sich, dass eine hohe Einnahme an Vitamin
B6 umkehrt assoziiert ist mit dem Risiko einer Nierensteinbildung. Die Auto-
ren schlossen aus den Befunden, dass grosse Dosen an Vitamin B6 das Ri-
siko einer Nierensteinbildung bei Frauen reduzieren kénnen.

3.4.2 Studien mit Vitamin-B6-Supplementation

¢ In einer Studie wurden 7 Nierensteinpatienten und 5 gesunde Freiwillige ei-
ner Pyridoxinbehandlung unterzogen, wobei wahrend 3 Wochen zweimal
taglich 100mg Pyridoxin eingenommen wurden [Tiselius 1977b].
Es wurde festgestellt, dass unter Pyridoxin die Oxalatausscheidung bei 9
von 12 Teilnehmern anstieg und lediglich bei drei Teilnehmern, drei Nieren-
steinpatienten, abnahm.
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e Von 13 Kalziumoxalatnierensteinpatienten mit einer ausreichenden Vitamin-

B6-Zufuhr wurden verschiedene Serum- und Urinparameter ausgewertet
und zusatzlich in einer Studie der Einfluss einer 28tagigen Pyridoxinsupple-
mentation (dreimal taglich 20mg) auf diese Parameter untersucht [Reviusova
1977].
Auf die Pyridoxinsupplementation folgte ein signifikantes Ansteigen der Se-
rumkonzentration der Harnsaure; die Ubrigen Serumparameter veranderten
sich nicht. Die Urinausscheidung von Kalzium, Phosphat, Magnesium, Nat-
rium, Kalium und Harnsaure erhéhte sich leicht, wahrend die Oxalatauss-
cheidung leicht abnahm. Es wurden in dieser Studie keine signifikanten Ver-
anderungen von Urinparametern gefunden sowie zwischen den Individuen
eine hohe Variabilitdt im Wechsel. Aufgrund der Ergebnisse wird vermutet,
dass Langzeitstudien notwendig sind, um die Faktoren, welche die Praven-
tion und das Rezidiv von Steinen in Pyridoxin-behandelten Patienten erfolg-
reich beeinflussen, zu erforschen.

¢ |n einer Studie wurden 24 Erwachsene mit einem rezidivierenden Kalzium-
oxalatnierensteinleiden mit einer taglichen Dosis von 20mg Pyridoxin be-
handelt [Revisova 1982]. Dabei wurden verschiedene Serum- und Urinpa-
rameter untersucht.
Der fir die Kalziumoxalatnephrolithiasis am meisten relevante Faktor, eine
Abnahme der Oxalurie, wurde in dieser Studie mit einer taglichen Dosis von
20mg Pyridoxin nicht erreicht.

¢ In einer Studie wurden 12 Patienten, die an einem rezidivierenden Nieren-
steinleiden mit idiopathischer Hyperoxalurie litten, taglich Dosen von 250-
500mg Pyridoxin verabreicht [Mitwalli 1988]. Die Dauer der Behandlung war
je nach Patient individuell unterschiedlich und reichte von 14 bis zu 47 Mo-
naten unter Pyridoxin.
Innerhalb von 18 Monaten erniedrigte sich unter dieser Therapie die Oxalat-
ausscheidung im Urin signifikant (p<0.025), wobei die Abnahme in den er-
sten 6 Monaten ausgepragter war (p<0.001). In diesem Zeitraum zeigten 8
Patienten keine Anzeichen einer neuen Steinbildung und auch kein Gros-
senwachstum an noch vorhandenen Steinen. Drei der 12 Patienten zeigten
in einem frihen Stadium der Behandlung ein leichtes Gréssenwachstum von
bereits bestehenden Steinen. Bei zwei dieser drei Patienten kam es danach
zu einer Stabilisierung, beim dritten Patienten kam es zu einem spontanen
Abgang des Steins. Ein einziger Patient bildete kurz nach der Behandlung
einen neuen Stein. Nach dem Abgang dieses Steins hatte dieser Patient ra-
diologisch keine Anzeichen eines Steins mehr. Keiner der Patienten entwi-
ckelte irgendwelche signifikanten Komplikationen. Aufgrund der gefundenen
Resultate unterstitzen die Autoren die Ansicht, dass Pyridoxin in pharmako-
logischen Dosen zur Kontrolle einer erhdhten Oxalatausscheidung in Patien-
ten mit rezidivierenden Oxalatsteinen nitzlich ist.
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e Eine Gruppe von 30 Patienten mit einer rezidivierenden Kalziumoxalatneph-

rolithiasis wurde wahrend 6 bis 24 Monaten mit Pyridoxin behandelt [Revu-
sova 1978]. Dabei wurden auch Serum- und Urinuntersuchungen durchge-
fuhrt.
Entsprechend friheren Befunden der Autoren wurde auch bei dieser Studie
ein Absinken der Oxalurie beobachtet. Ein noch ausgepragteres Absinken
wurde bei denjenigen Patienten beobachtet, die langer als ein Jahr behan-
delt worden waren. Allerdings wurden auch negative Konsequenzen einer
Pyridoxinbehandlung nachgewiesen, so pathologisch ernéhte Werte einer
Urikamie in einigen Patienten und ein erhdhter Mittelwert des Urinkalziums
in der gesamten Gruppe der Patienten. Aufgrund der gefundenen Resultate
empfehlen die Autoren eine gewisse Vorsicht gegenlber der praventiven
Behandlung von Patienten mit Pyridoxin.

¢ In einer Studie erhielten gesunde Freiwillige und Patienten unterschiedliche
Dosen an Pyridoxin [Edwards 1991]. Bei allen Teilnehmern, bei den Gesun-
den, bei 7 Patienten mit einer primaren Hyperoxalurie Typ | und bei 8 Pa-
tienten mit einer leichten metabolischen Hyperoxalurie wurden die Pyrido-
xinmetaboliten im Plasma und die 4-PA-Ausscheidung im Urin gemessen.
Die Compliance der Teilnehmer wurde Uberprift mittels Messung der 4-PA
im Urin.
Die Konzentration an Pyridoxal 5'-Phosphat bei den Gesunden (626nmol/l)
war unabhangig von der gegebenen Pyridoxindosis, und der maximale Pla-
maspiegel an Pyridoxal 5'-Phosphat wurde bereits mit 10mg Pyridoxin pro
Tag erzielt. Die Patienten wurden eingeteilt gemass dem Abfall der Oxalat-
und Glykolatexkretion in "Nonresponders”, "Good Responders" und in "Par-
tial Responders". Die Konzentration von Pyridoxal 5'-Phosphat schien bei
den Patienten mit einer primaren Hyperoxalurie (514nmol/l) niedriger als bei
den gesunden Freiwilligen. Patienten mit einer leichten metabolischen Hype-
roxalurie hatten eine niedrigere Konzentration als die Gesunden (p<0.01).
Bei den Patienten mit einer leichten metabolischen Hyperoxalurie war die
Pyridoxal-konzentration bei den "Partial Responders" (282nmol/l) tiefer als
bei den "Good Responders" (396nmol/l) (p=0.04). Der Unterschied zwischen
diesen beiden Gruppen und den Gesunden war statistisch hoch signifikant
(p<0.001). Die Ausscheidung an 4-PA betrug bei den Gesunden im Mittel
49.8% (n=10), bei den Patienten mit einer leichten metabolischen Hyperoxa-
lurie 55.3% (n=8) und bei den Patienten mit einer primaren Hyperoxalurie
55.5% (n=5) der eingenommenen Dosis. Die Autoren schliessen aus ihren
Resultaten, dass bei einer leichten metabolischen Hyperoxalurie Schwierig-
keiten bestehen kénnten in der Umwandlung von Pyridoxin in Pyridoxal 5'-
Phosphat. Diese Schwierigkeiten scheinen jedoch nicht aus einer reduzier-
ten Absorption von Pyridoxin aus den Gastrointestinaltrakt zu bestehen, da
die 4-PA-Ausscheidung im 24h-Urin und die 4-PA-Konzentration im Plasma
nicht kleiner waren als bei den gesunden Freiwilligen, die die gleiche Dosis
erhielten.
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e In einer Studie wurde der Effekt von 200mg Pyridoxinhydrochlorid per os

wahrend einer Dauer von drei Wochen auf die Oxalatkonzentration im
Plasma als auch auf die Oxalatausscheidung im Urin untersucht [Edwards
1990]. Die Teilnehmer, zehn gesunde Freiwillige (vier Frauen, sechs Man-
ner) und sieben Kalziumoxalatsteinpatienten mit einer idiopathischen Hyper-
kalziurie (sechs Manner, eine Frau), standen sowohl 4 Tage vor Beginn als
auch wahrend der Einnahme der Tablatten auf einer oxalat- und ascorba-
tarmen Diat.
Es zeigte sich, dass die Patienten ein statistisch signifikant grosseres Urin-
volumen als die Gesunden (p<0.01) hatten. Die Oxalatausscheidung im Urin
bei den Patienten war signifikant héher als bei den Gesunden. Die Pyrido-
xinsupplementation fUhrte bei den Patienten nicht zu einer Erniedrigung der
Oxalatausscheidung. Es wurde weder vor noch nach der Einnahme von Py-
ridoxin ein markanter Unterschied zwischen den Patienten und den gesun-
den Freiwilligen fur die Ausscheidung an 4-PA gefunden. Ebenfalls kein sig-
nifikanter Wechsel wurde fir die Glykolatausscheidung festgestellt. Unter
der Pyridoxineinnahme kam es bei den gesunden Freiwilligen zu einer signi-
fikanten Reduktion der Oxalatkonzentration im Plasma von 2.3+0.37 auf
1.91+0.49umol/l (p=0.008). Die Patienten hingegen zeigten keine Anderung
der Oxalatkonzentration im Plama.

¢ In einer Studie wurden drei Félle einer leichten metabolischen Hyperoxalurie
mit Glykolaturie beschrieben [Gill 1986]. Jeder dieser drei Patienten zeigte
ein anderes Verhalten auf Pyridoxin.
Ein Patient sprach bereits auf eine niedrige Dosis von 20mg/Tag an. Unter
dieser Dosis kam es sowohl zu einer Normalisierung der Oxalat- als auch
der Glykolatausscheidung. Nach einem Stopp der Pyridoxinbehandlung kam
es zu einem erneuten Ansteigen dieser beiden Parameter. Ein zweiter Pa-
tient sprach zuerst auf eine niedrige Dosis an, wurde dann aber resistent.
Der dritte Patient wiederum zeigte ein temporares Ansprechen auf hohe Do-
sen. Die Autoren waren nicht fahig, andere Pyridoxinmangelsymptome aus-
findig zu machen als eine Hyperoxalurie und empfehlen dringend in allen
Fallen einer Kalziumoxalaturolithiasis die Messung sowohl von Oxalat als
auch von Glykolat im Urin.

¢ In einer Studie erhielten zwodlf rezidivierende Steinpatienten mit einer Hyper-
oxalurie wahrend einer Dauer von 180 Tagen Pyridoxinhydrochlorid
(10mg/d) [Murthy 1982].
Der Pyridoxinstatus der Patienten, beurteilt durch den Erythrocyten-Trans-
aminase-Aktivationsindex, verbesserte sich signifikant (p<0.001) nach der
180tagigen Supplementation verglichen mit den Ausgangswerten. Wahrend
sich die Urinoxalatausscheidung bis zum 90. Tag der Pyridoxintherapie sig-
nifikant erniedrigte (p<0.05), blieben andere Parameter wie z.B das Urinkal-
zium, -phosphat und -kreatinin unverandert. Signifikant positive Korrelatio-
nen wurden festgestellt zwischen der Erythrocyten-Glutamat-Pyruvat-
Transaminase (EGPT) oder dem Erythrocyten-Glutamat-Oxalacetat-Trans-
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aminase-Aktivationsindex und der Urinoxalatausscheidung (r=+0.78,
p<0.01). Diese Befunde unterstreichen die Wichtigkeit von Vitamin B6 bei
der Reduktion einer Hyperoxalurie. Wahrend der Pyridoxintherapie sank die
Urinoxalatausscheidung ohne signifikanten Wechsel in der Kalziumaus-
scheidung. Der Kalzium/Oxalat-Quotient stieg so standig und bildete eine
Umgebung, wo keine signifikante Prazipitation von Kalziumoxalatkristallen
moglich war. Diese Studie bestatigt die therapeutische Effizienz von Vitamin
B6 zur Reduktion einer Hyperoxalurie selbst in niederen Dosen von 10mg
pro Tag.

In einer Studie wurden zwdlf Patienten mit rezidivierenden, idiopathischen
Kalziumoxalatsteinen mit Pyridoxin per os in einer Dosis von 300mg/Tag
behandelt [Balcke 1983]. Vier dieser Patienten hatten zusétzlich eine Hyper-
kalziurie. Die Ausscheidung der Oxalsaure, Glykolsdure und von Kalzium im
Urin wurde zu Beginn und nach sechs Wochen Pyridoxin gemessen.
Innerhalb von sechs Wochen erniedrigte sich die tagliche Ausscheidung an
Oxalsaure von 480+122umol/Tag auf 336+83umol/Tag (p<0.01). Die Glykol-
saureausscheidung fiel von 208+51umol/Tag auf 153+26umol/Tag. Die
Urinkalziumausscheidung hingegen blieb unverandert. Die Autoren schlies-
sen aus den Ergebnissen, dass die Reduktion der Oxalsdureausscheidung
in der Pravention von idiopathischen Kalziumoxalatsteinen vorteilhaft ist.

Mit zwei Gruppen von Patienten wurde eine klinische Studie durchgefihrt,
bei der alle Teilnehmer wahrend zwei Monaten mit Pyridoxin per os
(300mg/24h) behandelt wurden [Jaeger 1986]. Gruppe 1 bestand aus zehn
idiopathischen Steinpatienten mit einer leichten Hyperoxalurie unbekannten
Ursprungs. Gruppe 2 bestand aus vier Patienten mit einer absorptiven Hy-
peroxalurie nach einer intestinalen Bypassoperation.

Es zeigte sich, dass im Mittel die absorptive Hyperoxalurie nicht beeinflusst
wurde durch Pyridoxin, was vermuten |asst, dass diese Stérung eher eine
Konsequenz einer intestinalen Hyperabsorption von Oxalat als von Glyoxylat
ist. Im Gegensatz dazu wurde die idiopathische Hyperoxalurie beeinflusst
durch Pyridoxin; die Oxalatausscheidung im Urin erniedrigte sich bei acht
von zehn Patienten und normalisierte sich bei sieben. Wie auch immer, zwei
Patienten sprachen nicht auf Pyridoxin an; beide hatten als Begleiterschei-
nung eine schwere Hyperurikosurie (>5950umol/24h), eine Beobachtung die
vermuten lasst, dass in diesen zwei Féllen die Hyperoxalurie didtetischen
Ursprungs ist. Vier der Patienten, deren Oxalatausscheidung sich unter Py-
ridoxin normalisierte, wurden wahrend acht bis 36 Monate nach der Pyrido-
xintherapie weiterbeobachtet; in allen Patienten blieb die Oxalurie normal.
Ein Patient, dessen Oxalurie erneut in den oberen Bereich der Norm an-
stieg, wurde nach zwei Jahren wieder mit Pyridoxin behandelt. Der Patient
zeigte erneut einen Abfall der Oxalatausscheidung im Urin unter der Be-
handlung. Zusammenfassend stellten die Autoren fest, dass Pyridoxin bei
Patienten mit einer idiopathischen Hyperoxalurie die Stérung beheben kann,
analog wie bei gewissen Féllen der primaren Hyperoxalurie vom Typ |; das-
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selbe ist bei der absorptiven Hyperoxalurie jedoch nicht der Fall.

3.4.3 Studien mit Vitamin-B6-Supplementation in Kombination mit Mag-

nesiumoxid

e |n einer Studie erhielten 16 Patienten mit rezidivierenden Kalziumoxalatnie-
rensteinen wahrend 120 Tagen eine kombinierte Supplementation beste-
hend aus Magnesiumoxid (300mg/24h) und Pyridoxinhydrochlorid
(10mg/24h) [Rattan 1994]. Die therapeutische Wirksamkeit wurde bioche-
misch durch die Messung verschiedener Parameter im Blut und im Urin eva-
luiert.
Nach 30 Tagen unter der Behandlung stieg die Magnesiumkonzentration im
Serum signifikant (p<0.01) und blieb danach konstant erhdht. Alle anderen
Blutparameter blieben wéhrend der 120tagigen Behandlung unverandert.
Die Kombination flhrte zu einem signifikanten Ansteigen der Magnesium-
und Zitratausscheidung im Urin, wahrend es bei der Oxalatausscheidung zu
einen allm&hlichen, signifikanten Rickgang kam (p<0.001 nach 60 Tagen).

e In einer Studie wurden Patienten mit einer rezidivierenden Kalziumoxa-

latsteinbildung wahrend langerer Zeit taglich mit oralen Dosen an Magne-
siumoxid (200mg) und Pyridoxin (10mg) behandelt [Gershoff 1967].
30 von 36 Patienten, die wahrend finf oder mehr Jahren an der Studie mit-
machten, zeigten kein Rezidiv oder ein vermindertes Wiederauftreten einer
Steinbildung. Nach einem Jahr unter der Kombinationsbehandlung zeigte
der Urin von 51 Patienten ein markantes Ansteigen der Kapazitat, Kalzium-
oxalat in Lésung halten zu kénnen. Wéhrend im Urin die Kalziurie als auch
die Zitraturie signifikant erhdht waren, wurden in der Ausscheidung von
Magnesium, Oxalsaure, Phosphat oder Pyrophosphat keine signifikanten
Veranderungen beobachtet.

e Durch die Kooperation von 64 Urologen, hauptsachlich aus dem Sidosten

der Vereinigten Staaten, konnten 149 sorgféltig selektionierte Privatpatien-
ten mit einem rezidivierenden Kalziumoxalat- bzw. gemischten Kalziumox-
alat/Kalziumphosphatnierensteinleiden studiert werden [Prien 1974]. Es han-
delte sich alles um Patienten mit einem idiopathischen Steinleiden, mit kei-
ner feststellbaren metabolischen Abnormitat, mit normalen Laborwerten und
keinen Harnwegsinfektionen. Die Patienten erhielten wéhrend viereinhalb
bis sechs Jahren taglich 300mg Magnesiumoxid und 10mg Pyridoxin.
Die Steinproduktion verringerte sich im Mittel von 1.3 Steinen pro Patient
und pro Jahr vor der Behandlung auf 0.10 Steine pro Patient und pro Jahr
wahrend der Behandlung. Die Studie zeigt, dass Magnesiumoxid und Pyri-
doxin in der verwendeten Dosis in der Rezidivpravention von idiopathischen
Kalziumoxalatsteinen wirksam ist. Gemass den Autoren war die "Kur" nicht
nur zweckmassig sondern auch gut toleriert, preisglinstig und komplett
harmlos.

29



3.4.4 Studien mit Vitamin-B6-Supplementation in Kombination mit meh-
reren Komponenten (Magurlit®)

Fir die Auflésung gemischter Steine wird ein Medikament bendtigt, das aus
mehreren Komponenten besteht [Balogh 1980]. Ein litholytischer Vertreter von
diesem Typ ist Magurlit® .

Magurlit® Granulat (Chemical and Pharmaceutical Works Chinoin Ltd., Buda-
pest) ist erhaltlich in in Kartons zu 200g aber auch in Dosen zu 2g [Baranyai
1980]. Die Zusammensetzung einer 2g Dosis ist folgendermassen: 0.79g Kali-
umzitrat, 0.72g Natriumzitrat, 0.27g Zitronensdure, 0.18g Magnesiumzitrat,
0.01g Vitamin B6.

Bedingt durch seinen Magnesium- und Pyridoxingehalt verhindert es die Kal-
ziumoxalatsteinbildung und durch Alkalisierung des Urins vermag es, Harnsau-
rekomponenten in Steinen aufzuldésen [Balogh 1980]. Im Falle von Steinen, die
far Rbnt(genstrahlen transparent sind und einem stabilen Urin-pH haben, kann
Magurlit® erfolgreich zur Auflésung der Steine angewendet werden [Baranyai
1980]. Es kann dabei als Adjuvans verwendet werden, primar bei Patienten mit
Uretersteinen. Die Grdsse des Steins wird vermindert und ein spontanes Ab-
gehen wird wahrscheinlicher. Im Falle von Steinen, die massig réntgendicht
sind (gemischte Steine) und ebenfalls einem stabilen Urin-pH haben, kann ei-
ne Magurlit®-Behandlung als konservative Methode angewendet werden. Ma-
gurlit® fordert die Ausscheidung von Harnsauresand bzw. -gries und verhindert
so die Bildung von Harnsauresteinen. Allerdings sollte der Urin frei sein von
Bakterien, und eine adequate Diurese sollte gewahrleistet sein. Die uner-
winschten Wirkungen sind gering und in den meisten Féllen von voriberge-
hendem Charakter [Baranyay 1979, Baranyai 1980]. Zudem zeigte sich, dass
Magurlit von Patienten gut vertragen wird [Téth 1979, Balogh 1980]. Es wird
aber auch festgestellt, wie wichtig eine kontinuierliche Anwendung von Magur-
lit® und eine regelmassige Kontrolle der Patienten ist [Baranyai 1980]. Die Ver-
schreibung von Magurlit® alleine genugte nicht flr eine erfolgreiche Behand-
lung, selbst bei Vorhandensein einer Gebrauchsanweisung [Téth 1979]. Ohne
strikte Einhaltung, Konsultationen, Training und grindliche Kontrolle der Pa-
tienten konnte weder eine Auflésung der Steine noch eine Pravention der
Steinbildung erreicht werden.

Eine klinische Studie mit 24 Patienten zeigte, dass Magurlit® zum Auflésen von
reinen Harnsauresteinen und solchen mit einem niedrigen Oxalatgehalt geeig-
net ist und ferner, dass es erfolgreich in der Pravention angewendet werden
kann [Balogh 1980].

3.4.5 Zusammenhang zwischen der 4-Pyridoxinsaure und der Oxalat-

ausscheidung

e In einer Studie wurde bei 75 Nierensteinpatienten und bei 50 gesunden
Freiwilligen unter ihrer gewohnten Diadt die Ausscheidung der 4-PA und der
Oxalsaure untersucht [Tiselius 1977a]. Die mittlere Ausscheidung der 4-PA
betrug 0.85 bzw. 0.90 mg pro Tag und die mittlere Ausscheidung der Oxal-
saure 27.5 bzw. 28.0 mg pro Tag. Statistisch wurde zwischen den beiden
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Gruppen sowohl flr die 4-PA als auch fur die Oxalsaure kein Unterschied
gefunden. Es wurde eine schwache, positive Korrelation zwischen der 4-PA-
und der Oxalsdureausscheidung festgestellt. Patienten, die wahrend der
Urinsammlung unter einer Vitamin-C-Supplementation standen, schieden
erh6hte Mengen an Oxalsdure aus.

Aus den Resultaten konnte gefolgert werden, dass die meisten Nierenstein-
patienten eine 4-PA- und eine Oxalsadureausscheidung innerhalb der norma-
len Limiten aufwiesen. Niedrige 4-PA-Werte waren nicht mit einer hohen
Ausscheidung an Oxalsaure kombiniert. Vom Vitamin-B6-Status der Nieren-
steinpatienten wurde angenommen, dass dieser ausreicht, um die endogene
Oxalsaureproduktion kontrollieren zu kénnen.

4 ZUSAMMENFASSUNG UND SCHLUSSFOLGERUNGEN

Vitamin B6 ist in der belebten Natur weit verbreitet [Hartke 1986c]. In den
Pflanzen entsteht es biosynthetisch, wahrend Tiere es mit der Nahrung auf-
nehmen oder Uber die Darmflora bilden.

In der Natur kommen drei verschiedene Formen von Vitamin B6 vor, welche im
Kérper enzymatisch ineinander umgewandelt werden kénnen und daher auch
die gleiche Vitaminwirkung besitzen [Kieffer 1988].

Pyridoxin wird im Organismus durch Oxidation und Phosphorylierung in seine
Wirkform Pyridoxal 5'-Phosphat Uberfuhrt [Hartke 1986c¢]. Diese ist das Koen-
zym zahlreicher Enzyme, die Transaminierungen, Desaminierungen, Decarbo-
xylierungen, Desulfhydrierungen sowie Spaltung und Synthese von Aminoséau-
ren ermoglichen [Hartke 1986¢, Morant 1994a]. Die meisten dieser Enzyme
befinden sich in der Leber [Kieffer 1988]. Pyridoxin ist somit fir den Eiweiss-
stoffwechsel von zentraler Bedeutung und an der Synthese von Kérpereiweiss,
ferner an der Blutbildung, der Muskelfunktion und der Funktion des ZNS betei-
ligt [Hartke 1986c¢].

Eine Hyperoxalurie, wie sie bei einem Pyridoxinmangel beobachtet werden
kann, entsteht (1.) aus einer erhéhten Oxalatbiosynthese, als Resultat einer
reduzierten Transaminaseaktivitdt und einer erhdhten Aktivitat von oxalat-
biosynthetischen Enzymen (GAO und GAD) und (2.) aus einer erhéhten Ab-
sorption von diatetisch zugefihrtem Oxalat [Nath 1990]. Um eine exzessive
Oxalatproduktion aus Glyoxylat zu verhindern, wird das letztere enzymatisch in
Glycin transaminiert [Jaeger 1992]. Fir diese enzymatische Reaktion benétigt
das Apoenzym allerdings Vitamin B6 [Jaeger 1992], welches als Kofaktor dient
[Latta 1990, Milliner 1994, Sutton 1994] und somit die Oxalatproduktion durch
Enzyminduktion reduzieren kann [Milliner 1994].

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass es sowohl bei idio-
pathischen Steinpatienten als auch bei experimentell induzierter Hyperoxalurie
der Ratte zu einer Reduktion der Hyperoxalurie durch Pyridoxinsupplementati-
on kam [Nath 1990]. Wird Pyridoxin bei idiopathischer Hyperoxalurie und pri-
marer Hyperoxalurie vom Typ | verabreicht, so kann die Stérung bei einem Teil
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der Patienten korrigiert werden nicht jedoch bei der absorptiven Hyperoxalurie
[Jaeger 1986].
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4 PROJEKTE

4.1 Entwicklung einer Messmethode fur Pyridoxal 5'-
phosphat und 4-Pyridoxinsaure

1 ZUSAMMENFASSUNG

Innerhalb der letzten vier Dezennien wurden die verschiedensten Methoden
zur qualitativen und quantitativen Bestimmung der Vitamin-B6-Metaboliten be-
schrieben. Nebst mikrobiologischen und enzymatischen Methoden sind auch
zahlreiche chemisch-physikalische Methoden in der Literatur beschrieben.

Mit der vorliegenden Arbeit konnte eine HPLC-Methode entwickelt werden, die
zur routinemassigen Erfassung des P5'P im Serum und der 4-PA im Urin ge-
eignet ist. Es handelt sich um eine isokratische Methode mit nur einem Elu-
tionsmittel sowie Verwendung von Fluoreszenzdetektion nach Post-S&ulen-
Derivatisierung mittels Natriumbisulfit. Die Selektivitdt der Methode ist hoch.
Der Variationskoeffizient der Prazision fir P5'P betragt 3.6-6.0%, wahrend der
gleiche Koeffizient in der 4-PA zwischen 1.7-2.0% liegt. Fir P5'P liegt der Va-
riationskoeffizient der Reproduzierbarkeit je nach Konzentration zwischen 2.9-
7.7%, wahrend er fir die 4-PA 6.3-6.9% betragt. Die Recovery von P5'P be-
tragt je nach Zusatz 99-102%, und die Recovery von 4-PA liegt zwischen 97-
101%.

Eine qualitative und quantitative HPLC-Bestimmungsmethode flr das im Se-
rum enthaltene P5'P und die mit dem 24h-Urin ausgeschiedene 4-PA konnte
entwickelt werden unter Berlcksichtigung von Sensitivitdt und Stabilitat der
Vitamere. Die Methode war einfach und praktisch in der Anwendung und kann
anderen Labors empfohlen werden.

2 EINLEITUNG

Die Trennung komplexer Substanzgemische ist ein zentrales Anliegen vieler
spezieller Teildisziplinen in der Pharmazie [Hartke 1986a]. In der pharmazeuti-
schen Analytik von Arzneimitteln bedingt eine Reihe technologisch erforderli-
cher Hilfsstoffe eine Abtrennung des oder der Arzneistoffe aus der Matrix des
Arzneimittels. In der Pharmakokinetik sind Arzneistoffe und deren Metaboliten
in einer komplexen Matrix kérpereigener Substanzen (z.B. im Blutplasma) zu
bestimmen. Schliesslich gilt es in der pharmazeutischen Biologie, definierte
Inhaltsstoffe einer Droge aus der Vielzahl von Bestandteilen eines lebenden
oder gar eines abgestorbenen Zellverbandes nachzuweisen und quantitativ zu
bestimmen.

Die analytischen Probleme, die mit der Bestimmung von Vitamin-B6-Vitameren
in biologischen Materialien assoziiert sind, sind vielfaltig und wurden deshalb
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schon seit Dekaden untersucht [Ubbink 1985]. Da Pyridoxal 5'-Phosphat (P5'P)
die physiologisch aktive Form von Vitamin B6 darstellt [Hartke 1986¢, Morant
1994], und seit P5'P-Messungen im Plasma einen guten Hinweis auf den Vi-
tamin-B6-Ernahrungszustand leisten, wurden fir die Messung der B6-Vitamere
verschiedene alternative Methoden entwickelt [Ubbink 1985].

Schon frih wurden spektrophotometrische [Gaudiano 1965, Nirmalchandar
1988] oder gaschromatographische Methoden [Korytnyk 1966, Williams 1974]
zur Quantifizierung der B6-Vitamere entwickelt. Es wurden jedoch keine Be-
stimmungen mit Serum oder Plasma durchgeflihrt.

1967 wurde eine enzymatische Bestimmungsmethode durch Hamfelt be-
schrieben. Dabei wurde L-Tyrosin'C (U) in Anwesenheit vom P5'P abhangi-
gen Tyrosin-Decarboxylase Apoenzym umgewandelt in Tyramin-"*C (U) +
*CO, [Hamfelt 1967]. Die Methode wurde als spezifisch und sensitiv bezeich-
net, bendtigte pro Analyse allerdings 800ul Plasma, radioaktiv markiertes L-
Tyrosin'*C und hatte eine mittlere Recovery von nur 88%. Eine analoge Me-
thode wurde 1970 durch Chabner et al. beschrieben, wobei jedoch 900ul
Plasma bendtigt wurden [Chabner 1970].

Vereinzelte Autoren empfahlen auch die Dudnnschichtchromatographie zur
Trennung von verschiedenen Komponenten von Vitamin B6 [Dementjeva
1968, Ahrens 1969, Smith 1971].

1975 wurde ein System fir eine semi-automatische Analyse von Pyridoxal, Py-
ridoxin und Pyridoxamin entwickelt [Yasumoto 1975]. Die entwickelte Methode
erlaubte quantitative Messungen innerhalb von zwei Stunden und mit einer
Prazision von 100+4%. Die Methode war jedoch hauptsachlich far quantitative
Bestimmungen von pharmazeutischen Produkten mit Pyridoxin entwickelt wor-
den und eignete sich fur biologische Materialien nur beschrankt.

Die Lumineszenzeigenschaften von Pyridoxal und P5'P waren auch oft von
Interesse und wurden bei unterschiedlichen pH-Werten untersucht [Morozov
1967]. Dabei wurden verschiedene Fluoreszenz- und Absorptionsspektren
aufgenommen. Aufgrund dieser Fluoreszenzeigenschaften konnten weitere
Messmethoden entwickelt und beschrieben werden [Contractor 1968, Taka-
nashi 1970a, Durké 1973]. 1979 wurde eine Methode zur Bestimmung der 4-
PA im Urin beschrieben [Gregory 1979]. Urinproben wurden mit Trichloressig-
saure versetzt, um die Proteine auszufallen. Die Detektion erfolgte mittels ei-
nes Fluoreszenzdetektors unter isokratischen Bedingungen. 1981 wurde ein
Assay zur quantitativen Bestimmung samtlicher B6-Vitamere im Serum entwi-
ckelt, wobei dazu ein Spektrophotofluorometer verwendet wurde [Chauhan
1981]. Die Recovery aus dem Serum schwankte zwischen 90 und 93%.

1982 wurde der haufig zur Ermittlung des Vitamin-B6-Versorgungszustandes
beim Menschen herangezogene Aktivierungskoeffizient der erythrozytaren
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (a-EGOT) kontrar beurteilt [Leinert 1982].
Ergebnisse zeigten, dass eine einmalige Ermittlung des a-EGOT-Wertes auf-
grund der vielfaltigen Beeinflussungsmdglichkeiten dieser Messgrdsse als Be-
urteilungskriterium flr den Vitamin-B6-Versorgungszustand wenig aussagefa-
hig ist. Erst die Beobachtung der Veranderung des individuellen a-Wertes bei
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Mangel- und Substitutionsversuchen unter Berlcksichtigung wesentlicher Ein-
flussgréssen erlaubt eine fundierte Aussage. So wird z.B. die Maximalaktivitat
der EGOT durch das Alter der untersuchten Personen, eine unzureichende
Proteinversorgung und chronischen Alkoholkonsum beeinflusst. Ein Jahr spa-
ter wurde die Stimulation der Glutamat-Oxalacetat-Aminotransferase (EGOT)
durch P5'P erneut vorgeschlagen [Vuilleumier 1983].

In den neunziger Jahren wurde immer mehr die Hochleistungs-FlUssig-
chromatographie (HPLC) empfohlen. 1981 wurde eine Extraktionsmethode fir
Plasma vorgestellt, die hilfreich ist fir eine erfolgreiche Bestimmung der B6-
Vitamere mittels HPLC [Vanderslice 1981]. Die Analyse erfolgte mit Hilfe eines
HPLC-Anionenaustauschsystem. Die Recovery fir P5'P lag zwischen 87 und
98%. Die Methode bendtigte allerdings 3ml Plasma und dauerte fir eine Ana-
lyse 1.5 Stunden. 1989 wurde eine einfache HPLC-Methode vorgestellt, die die
Messung aller sieben bekannten Formen von Vitamin B6 aus dem menschli-
chen Plasma nach Vitamin-B6-Supplementation erlaubte [Edwards 1989]. Fir
Urin- und Plasmabestimmungen mussten allerdings zwei verschiedene Elu-
tionsmittel verwendet werden. Die Recovery aus dem Plasma betrug fir P5'P
im Mittel 92.5%.

Die Hochleistungs-Flissigchromatographie ist eine Sonderform der Saulen-
chromatographie, bei der Druck angewandt wird [Ricker 1992]. Sie dient zur
Trennung von Substanzgemischen sowie deren qualitativer und quantitativer
Analyse. Bei der klassischen Saulenchromatographie fliesst das Elutionsmittel
aufgrund der Schwerkraft durch die mit der stationaren Phase geflllte Trenn-
saule. Voraussetzung ist eine ausreichende Fliessgeschwindigkeit der mobilen
Phase, die durch die Schwerkraft zustandekommt. Die Trennleistung der Saule
hangt stark von der Partikelgrésse und der Partikelgréssenverteilung der sta-
tionaren Phase ab. Je kleiner und gleichmassiger die Teilchen geformt sind,
desto grdsser ist die Trennleistung. Aus kleineren Partikelgréssen resultiert
aber eine wesentlich gréssere Packungsdichte in der Trennsdule. Um trotz der
hohen Packungsdichte noch eine ausreichende Stromungsgeschwindigkeit
des Elutionsmittels zu gewahrleisten, wird bei der HPLC das Elutionsmittel mit
Hilfe von Pumpen durch die Saule gedrickt. Die Saulenchromatographie unter
Druck kann unter verschiedenen Gesichtspunkten eingeteilt werden, so z.B.
nach dem angewandten Trennverfahren (z.B. lonenaustauschchroma-
tographie), dem angewandten Druck (Nieder-, Mittel- und Hochdruckchroma-
tographie) und/oder nach den durchgesetzten Substanzmengen (analytische
und praparative Trennungen).

Das Ziel dieses Projektes war, eine qualitative und quantitative HPLC-
Bestimmungsmethode flr das im Serum enthaltene P5'P und die mit dem 24h-
Urin ausgeschiedene 4-PA zu entwickeln. Berucksichtigt werden sollten nicht
nur die Sensitivitat sondern auch die Stabilitat dieser beiden Vitamere und die
Einfachheit der Messmethode. Im folgenden wird eine Methode beschrieben,
die zur routinemassigen Erfassung des P5'P im Serum und der 4-PA im Urin
geeignet ist.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 STABILITAT VON B6-VITAMEREN

Dem Erhalt der vollen Aktivitat der beiden Vitamere P5'P und 4-PA und somit
der Sicherstellung der Stabilitat wahrend dem ganzen Prozess, d.h. wahrend
der Probengewinnung, Lagerung, Verarbeitung und quantitativen Bestimmung,
wurde eine hohe Prioritat beigemessen.

Aus der Literatur sind Probleme mit der Stabilitdt bekannt und auch genauer
untersucht worden. Wahrend der Entwicklung von Vitamin-B6-Assays zeigte
sich, dass Standardlésungen, aus mehreren Komponenten bestehend, sich
zersetzen, wahrend unter den gleichen Bedingungen die einzelnen Standard-
I6sungen stabil blieben [Shephard 1986]. Alle Vitamine, mit Ausnahme von
P5'P, waren stabil, wenn sie einzeln im Dunkeln gelagert wurden. Lésungen
von P5'P waren stabil, wenn sie bei -20°C eingefroren und bei einer Konzent-
ration von 1mg/ml (pH 3.3) gelagert wurden. Wurde P5'P jedoch in Natrium-
acetatpuffer (pH 5.5) oder in destilliertem Wasser (pH 6.1) in einer Konzentra-
tion von 1pug/ml bei Raumtemperatur, im Dunkeln, wahrend 24 Stunden gela-
gert, kam es zu einem 20% resp. 95% Verlust. Das Erscheinen eines Peaks im
Chromatogramm, aufgrund der Retentionszeit als Pyridoxal identifiziert, liess
vermuten, dass der Phosphatester (P5'P) unter diesen Bedingungen hydroly-
siert wird. Wurde P5'P jedoch als 0.01 mol / | HCI hergestellt, war es fir min-
destens zwei Tage bei Raumtemperatur stabil. Ferner zeigte es sich, dass die
einzelnen Standardlésungen bei -20°C gelagert wahrend Monaten stabil sind.
Bereits 1979 wurde die Stabilitdt von drei B6 Vitameren unter verschiedenen
Laborlichtbedingungen untersucht [Ang 1979]. Dabei zeigte sich, dass das
normale Laborlicht sich am meisten destruktiv auf die Vitamere auswirkte, wo-
bei die Destruktion bei hohem pH und langer Expositionszeit zunahm. Fir die
Bestimmung von P5’P und Pyridoxal im Plasma mussen dunkle Raumen ver-
flgbar sein, da diese beiden Vitamin-B6-Vitamere photosensitiv sind [Ubbink
1985].

P5'P kann durch S&aurehydrolyse in Pyridoxal umgewandelt werden [Anderson
1974]. Kristallines Pyridoxal, alleine oder zum Serum hinzugefligt, war wah-
rend der Saurehydrolyse hitzestabil. Pyridoxal, das aus der Konversion von
kristallinem Pyridoxin entstanden ist, verhalt sich gleich wie synthetisches Pyri-
doxal und ist hitzestabil [Davis 1974a]. Letzteres zeigte kein Absinken der Akiti-
vitét selbst nach einem 90mindtigen Erhitzen bei 121°C [Davis 1974b]. Im Se-
rum hingegen gingen ca. 30% der Pyridoxalaktivitat unter einem 45minttigen
Erhitzen bei 121°C verloren. Die restlichen 70% wiederum waren hitzestabil
und zeigten keine Reduktion der Aktivitat selbst nach einem weiteren
45min0tigen Erhitzen.

Samtliche Arbeiten im Labor, bei denen ein Vitamin-B6-Derivat direkt involviert
war, wurden daher unter Lichtschutz, d.h. mit geschlossenen Sonnenstoren
und ohne kunstliches Licht, bei Raumtemperatur, durchgefihrt.

3.2 GERATE
Folgende Gerate wurden flr Aufbereitung des Probenmaterials bzw. die Her-
stellung der Losungen bendtigt:
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Ein pH-Meter, Modell 940 Expandable lonanalyzer (Orion Research AG,
Kisnach, Schweiz)

eine Analysenwaage, Modell Mettler AE 240S (Mettler-Toledo AG, Greifen-
see, Schweiz)

eine Zentrifuge, Modell Megafuge 3.0R (Heraeus Sepatech GmbH, Zirich,
Schweiz)

eine Ultrazentrifuge, Modell Biofuge A (Heraeus-Christ GmbH, Zirich,
Schweiz)

ein Mixer, Modell K-550-GE (Haska AG, Bern, Schweiz)

ein Magnetriihrer, Modell IDA-COMBIMAG-RCH (Janke u. Kunkel JG, IKA
Werk, Staufen im Breisgau, Deutschland)

ein Tiefgefrierschrank (-25°C)

ein Tiefgefrierschrank (-80 °C)

In Abbildung 5 ist der Aufbau des HPLC-Gerates dargestellt.
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Abbildung 5: Schematischer Aufbau des HPLC-Gerétes. 1: Reservoir des Elu-
tionsmittels, 2: Hauptpumpe, 3: Probeneinlasssystem, 4: Trennsaulen, 5: Fluo-
reszenzdetektor, 6: Spritzenpumpe, 7: SIM-Box, 8: Computer

Die folgenden HPLC-Komponenten wurden fir die Analyse benétigt:

Eine Hauptpumpe, Modell Waters 510 Solvent Delivery System (Waters AG,
Rupperswil, Schweiz), ausgelegt flr eine isokratische Arbeitsweise

ein automatisches Probeneinlasssystem, Modell Waters 712 WISP (Waters
Intelligent Sample Processor), mit einem maximalen Injektionsvolumen von
200ul

eine SIM-Box, Modell Waters System Interface Modul, eine Einheit, welche
den Datentransfer und die Befehlskontrolle zwischen dem Flissigchroma-
tographiesystem und dem Computer sicherstellt

ein Fluoreszenzdetektor, Modell Waters 470 Scanning Fluorescence Detec-
tor, mit einer 150 Watt Xenonlampe

eine Spritzenpumpe, Modell Perfusor® V (B. Braun Melsungen AG, Deutsch-
land), fir das Post-Saulen Reagens

ein Computer, Modell Apciv, Power Mate 1, APC-H 202E (NEC, USA) mit
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Bildschirm, Tastatur und Maus

e cine Computer-Software, Modell Maxima 820 Chromatography Software,
Version 3.30 (1990) (Dynamic Solutions, Division of Millipore, Waters AG,

Rupperswil, Schweiz)

3.3 TRENNSAULEN

e Eine Vorsaule, Resolve Cg, Partikelgrosse: 5um, WATO46915 (Waters AG,
Rupperswil, Schweiz), eingebettet in eine Kartusche, Universal Guard Co-
lumn Holder, WATO46910, zur Schonung der nachfolgenden Trennsaulen

vor Verschmutzung

e cine erste Trennsaule, Nova-Pak Cig Partikelgrésse: 4um, 4.6mm x
250mm, WATO52840, eingebettet in eine Kartusche, End Connector Kit,

WATO37525

e eine zweite Trennsdule, uBondapak Cig, Partikelgrésse: 10um, 3.9mm x

300mm, WATO27324

e zwei RCM 8x10 Module mit je einer uBondapak Cig-Saule, Partikelgrésse:

10um, 8mm x 100mm, WATO85721

3.4 REAGENTIEN UND CHEMIKALIEN

In Tabelle 4 sind die fir die Analysen benétigten Reagentien und Chemikalien
inklusive Lieferanten und Artikelnummern aufgefihrt. Ebenfalls angegeben
sind die beiden Standardsubstanzen P5'P und 4-PA, die fir die Herstellung der
Standardlésungen gebraucht wurden. In der nachfolgenden Liste sind die Ad-

ressen der Lieferanten aufgefthrt.

Tabelle 4: Reagentien und Chemikalien

Bezeichnung MW CAS- bzw. Lieferant Artikel-Nr.
[g/mol] EEC-Nr.
1-Hexansulfonsure, Natriumsalz, 206.24 220-601-3 Fluka 52862
Monohydrat
4-Pyridoxinsaure 183.2 82-82-6 Sigma P-9630
Aqua ad Iniectabilia Inselspital-Apotheke 10022372
Dichlormethan 84.93 200-838-9 Merck 1.06054
Dikaliumhydrogenphosphat, 174.18 231-834-5 Merck 1.05104
wasserfrei
Essigsadure 100% (Eisessig) 60.05 200-580-7 Merck 1.00063
Metaphosphorsaure - 37267-86-0 | Sigma M-5043
ortho-Phosphorsaure 85% 98.0 231-633-2 Fluka 79617
Pyridoxal 5'-Phosphat 2471 41468-25-1 | Sigma P-9255
Natriumbisulfit - 7631-90-5 | Sigma S-9000
Stickstoff N,, verdichtet, 200 bar - 231-783-9 Carbagas 1066
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Fortsetzung:

Bezeichnung MW CAS- bzw. Lieferant Artikel-Nr.
[g/mol] EEC-Nr.
Triethylamin 99% 101.2 204-469-4 Sigma T-0886

Adresse der Lieferanten:

Carbagas, Bern-Liebefeld, Schweiz

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Inselspital-Apotheke, Inselspital, Bern, Schweiz
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA

3.5 LOSUNGSMITTEL

Die Fluoreszenzspektroskopie ist eine extrem empfindliche Methode, weshalb
an die verwendeten Lésungsmittel sehr hohe Reinheitsanforderungen zu stel-
len sind [Hartke 1986b]. Aus dem gleichen Grund wurde der Nullabgleich des
Messsystems immer mit dem auch bei der Analyse verwendeten Losungsmittel
durchgefthrt.

3.5.1 Elutionsmittel

10ml Essigsaure 100% wurden mit 900ml Aqua ad Iniectabilia verdinnt, mit
Triethylamin auf einen pH von 3.20 eingestellt und mit Aqua ad Iniectabilia auf
1000ml erganzt. Der Lésung wurden 825mg Hexansulfonsdure hinzugefugt.
Unmittelbar vor dem Gebrauch wurde die Lésung unter Verwendung einer
engporigen Filternutsche filtriert (Millipore Filter, Typ GV, 0.22um, Waters AG,
Rupperswil, Schweiz).

3.5.2 Post-Saulen-Puffer

1229 wasserfreies K;HPO, wurden in Aqua ad Iniectabilia gelést und auf ein
Volumen von 200ml ergénzt. Durch Hinzufiigen von 3.5 N H3zPO, (80ml kon-
zentrierte H3PO, mit Aqua ad Iniectabilia auf 1000ml ergéanzt) wurde die L6-
sung auf einen pH von 7.80 eingestellt.

3.5.3 Post-Saulen-Lésung
300mg NaHSO; wurden in Post-Saulen-Puffer geldst und auf 100ml erganzt.

3.5.4 Standardlésungen

Von P5'P wurden Standardiésungen mit einer Konzentration von 5ng/ul und
von 4-PA Standardlésungen mit einer Konzentration von 1ng/ul hergestellt. Als
Lésungsmittel diente in beiden Fallen 10% Essigsaure. Die Standardlésungen
wurden halbjahrlich neu hergestellt und sofort eingefroren (-20°C).

3.5.5 Interner Standard
Es wurde kein interner Standard, wie z.B. 3,5-Diaminobenzoeséure [Mahuren
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1990] oder 2-Amino-5-Chlorobenzoesaure [Coburn 1983] verwendet, da in je-
dem Assay eine Standardreihe, unter den gleichen Bedingungen wie die Ana-
lysen, mitbestimmt wurde.

3.5.6 Weitere Losungen

e Metaphosphorsaure 10%: 5.0g Metaphosphorsaure wurden in Aqua ad In-
iectabilia geldst und auf 50.0ml erganzt.

e Essigsaure 10%: 10ml Essigsaure 100% wurden mit Aqua ad Iniectabilia auf
100ml erganzt.

3.6 DURCHFUHRUNG EINER ANALYSE

Die Saulen wurden jeweils am Tag vor der Analyse zusammengebaut und
wahrend der nachfolgenden Nacht mit Aqua ad Iniectabilia gespult, um Verun-
reinigungen, Kristalle und Luftblasen zu entfernen. Vor der Analyse wurde das
System mit dem Elutionsmittel bis zum Erreichen einer stabilen Baseline
durchspilt. Nach Beendigung der Analyse wurde wiederum eine Nacht lang
mit Aqua ad Iniectabilia gespult, um das Elutionsmittel zu entfernen sowie ein
Auskristallisieren zu verhindern.

3.6.1 P5'P

Es wurden samtliche finf Saulen in der oben angegebenen Reihenfolge bend-
tigt. Die Flussrate der Hauptpumpe betrug 0.9ml/min, diejenige der Spritzen-
pumpe 1.2ml/h. Das Injektionsvolumen betrug 100ul. Eine vollstandige Analyse
war innert 60 Minuten durchfihrbar.

3.6.2 4-PA basal

Es wurden nur die ersten drei Saulen benétigt. Die Flussrate der Hauptpumpe
betrug 1ml/min, diejenige der Spritzenpumpe 1.2ml/h. Das Injektionsvolumen
betrug 40ul. Eine vollstandige Analyse war innert 30 Minuten durchfihrbar.

3.6.3 4-PA nach Vitamin-B6-Belastung

Es wurde nur die Vorsaule benétigt. Die Flussrate der Hauptpumpe betrug
1ml/min, diejenige der Spritzenpumpe 1.2ml/h. Das Injektionsvolumen betrug
20ul. Eine vollstandige Analyse war innert 2 Minuten durchfihrbar.

3.7 MATERIALZUBEREITUNG

3.7.1 P5'P

Gefrorenes Serum wurde in einem Wasserbad aufgetaut, auf Raumtemperatur
erwarmt und wahrend einer Minute gemixt. 400ul Serum wurde in einem Po-
lystyrolrdhrchen mit 400ul Metaphosphorsdure 10% versetzt, wahrend einer
Minute gemixt und anschliessend wahrend 10 Minuten bei 3000rpm zentrifu-
giert. 500ul vom Uberstand wurde in einem Polypropylenréhrchen mit 500pul
CH.CI, versetzt, wahrend einer Minute gemixt und anschliessend wahrend 10
Minuten bei 3000rpm zentrifugiert. 400ul vom Uberstand wurde in einem Ep-
pendorfréhrchen wahrend 15 Minuten mit 13000rpm zentrifugiert. Der Uber-
stand war direkt einspritzbar.
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3.7.2 4-PA basal

Gefrorener 24h-Urin wurde in einem Wasserbad aufgetaut, auf Raumtempera-
tur erwarmt und wahrend einer Minute gemixt. 100ul Urin wurde in einem Po-
lystyrolréhrchen mit 900ul Essigsaure 10% versetzt und wéahrend einer Minute
gemixt. 100ul davon wurde in einem Polystyrolréhrchen mit 400ul Essigsaure
10% versetzt und wahrend einer Minute gemixt. Es resultierte eine 50fache
Verdiinnung des Urins, welche direkt einspritzbar war.

3.7.3 4-PA nach Vitamin-B6-Belastung

Gefrorener 24h-Urin wurde in einem Wasserbad aufgetaut, auf Raumtempera-
tur erwarmt und wéhrend einer Minute gemixt. 100ul Urin wurde in einem Po-
lystyrolrhrchen mit 3900ul Essigsaure 10% versetzt und wahrend einer Minu-
te gemixt. 40ul davon wurde in einem Polystyrolréhrchen mit 1460ul Essigsau-
re 10% versetzt und wéahrend einer Minute gemixt. Es resultierte eine
1500fache Verdiinnung des Urins, welche direkt einspritzbar war.

3.8 HERSTELLUNG EINER STANDARDREIHE

3.8.1 P5'P

Die Standards wurden mit Sammelserum von gesunden Freiwilligen herge-
stellt. Gefrorenes Serum wurde in einem Wasserbad aufgetaut, auf Raumtem-
peratur erwarmt und wahrend einer Minute gemixt. Es wurden 5 Polystyrol-
réhrchen mit je 400ul Serum vorgelegt, aus denen unterschiedliche Volumina
Serum gemdss der Tabelle 5 entnommen und durch das gleiche Volumen
P5'P-Standardlésung erganzt wurden.

Tabelle 5: Herstellung von P5'P-Standards

Bezeichnung der Standards Entnommenes und durch P5'P-
Standardlésung ergénztes Volumen
Ausgangswert Oul/400ul Serum
Standard 1 3ul/400ul Serum
Standard 2 6u/400ul Serum
Standard 3 9ul/400ul Serum
Standard 4 12ul/400ul Serum

Die Standards wurden mit 400ul Metaphosphorsaure 10% versetzt und weiter-
behandelt wie normale Seren.

3.8.2 4-PA

Die Standards wurden direkt in Polystyrolrdhrchen mit Essigsdure 10% ge-
mass der Tabelle 6 hergestellt.
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Tabelle 6: Herstellung von 4-PA-Standards

Bezeichnung der Standards Volumen der Standardlésung
in 2000ul Essigsaure 10%
Ausgangswert Owl /2000pl
Standard 1 10wl /2000l
Standard 2 20ul /2000l
Standard 3 40ul /2000l
Standard 4 80ul /2000l

Die so erhaltenen Standards waren direkt einspritzbar.

3.9 LINEARITAT DER STANDARDKURVE

Die Linearitat der Standardkurve wurde in jedem Assay mittels linearer Reg-
ression Uberprift. Messpunkte von Proben, die sich ausserhalb des linearen
Bereichs der Standardkurve befanden, wurden nicht bericksichtigt und wurden
zu einem spateren Zeitpunkt wiederholt. Betroffen davon war v.a. die 4-PA im
Urin, in seltenen Fallen das P5'P nach Vitamin-B6-Belastung. Durch eine ge-
nugend grosse Verdinnung des Urins konnten diese Ausfalle jedoch vermie-
den werden.

3.10 BERECHNUNG DER KONZENTRATION

In das Fluoreszenzspektrum gehen unmittelbar die spekiralen Eigenschaften
der verwendeten Strahlungsquellen, Monochromatoren und des Empféangers
ein [Hartke 1986b]. Es ist folglich im Gegensatz zur Absorptionsphotometrie in
Lésung nicht ohne weiteres moglich, Absolutmessungen durchzufiihren. PH.
EUR. schreibt deshalb grundsatzlich die relative Messung gegen eine Refe-
renzsubstanz oder einen anderen vorgegebenen Standard vor.

Aus diesem Grund erfolgte die Berechnung der Konzentration an P5'P bzw. 4-
PA auch in dieser Methode mit Hilfe von Standards. Dabei wurden die Peak-
Hbhen x der Chromatogramme mittels linearer Regression mit den bekannten
Konzentrationen y der Standards korreliert. Es qgilt:

y =ax+b

Mit den Parametern a, b und zusammen mit dem verwendeten Verdlinnungs-
faktor konnten die Konzentrationen der zu analysierenden Lésungen errechnet
werden.

3.11 VERIFIZIERUNG DER PEAK-IDENTITAT
Die Peakidentitat wurde sichergestellt durch (1.) die Verwendung der optima-
len Wellenlangen sowie (2.) die Retentionszeit des jeweiligen Vitamers.
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3.12 BESTIMMUNG DER OPTIMALEN WELLENLANGEN

Die Fluoreszenzintensitat ist abhangig vom pH [Bridges 1966, Takanashi
1970a] und der Molekulstruktur [Bridges 1966]. Zudem besteht ein linearer Zu-
sammenhang zwischen der Intensitat der Fluoreszenz und der Konzentration
der zu bestimmenden Substanz nur dann, wenn die Anregungs- und Fluores-
zenzwellenlangen weit genug auseinanderliegen, d.h. wenn keine Reabsorp-
tion eintreten kann [Hartke 1986b].

Da von dieser Methode die Erreger- und Emissionswellenlangen nicht bekannt
waren, mussten die optimalen Wellenlangen zuerst im einem Test unter Ana-
lysenbedingungen bestimmt werden. Gesucht werden musste diejenige Emis-
sionswellenlange, bei konstanter Erregerwellenlange, bei der die Fluoreszenz-
intensitat am gréssem ist und umgekehrt. Vor jedem Assay wurden die beiden
Wellenlangen zudem erneut auf ihre Richtigkeit Gberpruft.

3.13 PRAZISION UND REPRODUZIERBARKEIT

Die Prazision (Intra-Assay Varianz) wurde durch wiederholtes Bestimmen von
verschiedenen Serum- bzw. Urinproben in einem einzigen Assay berechnet.
Bei den Serumproben wurden zwei Seren unterschiedlicher Konzentration, ein
basales Serum sowie ein Serum nach Vitamin-B6-Belastung, verwendet. Bei
den Urinproben handelte es sich um zwei mit 5mM Essigsdure verdiinnte 24h-
Urine unterschiedlicher Konzentration.

Die Reproduzierbarkeit (Inter-Assay Varianz) wurde von den erzielten Daten
zweier Kontrollserumpools bzw. zweier Kontrollurinpools errechnet, die Uber
eine Dauer von zwei Monaten hinweg gepraft wurden.

3.14 RECOVERY - WIEDERFINDUNG

Far die Recovery von Seren wurden unterschiedliche Mengen an P5'P einem
basalen Serumpool beigefligt. Die Serumproben wurden vor und nach dem
Zusatz in einem einzigen Assay analysiert.

Far die Recovery von 24h-Urinen wurden unterschiedliche Mengen an 4-PA
einem mit 5mM Essigsaure verdinnten, basalen Urinpool beigeftgt. Die Urin-
proben wurden vor und nach dem Zusatz je sieben Mal, in einem einzigen As-
say, analysiert.

4 ERGEBNISSE

In Abbildung 6 ist ein typisches Chromatogramm von P5'P im Serum und in
Abbildung 7 das Chromatogramm der 4-PA aus verdinntem 24h-Urin darge-
stellt. Wahrend im Urin mit dieser Verdinnung nur ein einziger Peak, die 4-PA,
erkennbar war, waren auf dem Serumchromatogramm mehrere Peaks erkenn-
bar, die jedoch alle von P5'P (tg=12.21min.) deutlich abgetrennt waren; der auf
P5'P nachfolgende Peak (tg=14.13min.) folgte erst in einem Abstand von
knapp 2 Minuten.

In Abbildung 8 ist das Fluoreszenzspektrum von P5'P und in Abbildung 9 das-
jenige von 4-PA dargestellt. Durch die Aufnahme dieser beiden Spektren konn-
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ten die Wellenlangen mit der gréssten Peak-Hbohe festgestellt werden. Far
P5'P betrug in diesem Assay die optimale Emissionswellenldange 402nm und
die optimale Erregerwellenlange 328nm. Fir die 4-PA hingegen lagen die op-
timalen Wellenlangen im untersuchten Assay bei 430nm resp. 314nm.

Die Prazision wurde durch wiederholtes Bestimmen von Serum- bzw. Urinpro-
ben in einem einzigen Assay berechnet. In Tabelle 7 sind die Variationskoeffi-
zienten von P5'P und von der 4-PA dargestellt. Bei den Serumproben wurden
zwei Seren unterschiedlicher Konzentration, ein basales Serum sowie ein Se-
rum nach Vitamin-B6-Belastung, verwendet. Bei den Urinproben handelte es
sich um zwei mit 5mM Essigsaure 50fach verdinnte 24h-Urine unterschiedli-
cher Konzentration. Wie aus Tabelle 7 erkennbar ist, betrug der Variationsko-
effizient fur P5'P 3.6-6.0%, wahrend der gleiche Koeffizient in der 4-PA zwi-
schen 1.7-2.0% lag.
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Abbildung 6: Chromatogramm des P5'P im Serum
Die Retentionszeit des P5'P betrug 12.21 Minuten, die Peak-HOhe 94'977 Einheiten und die dadurch berechnete
Konzentration 119.2pg/ul. Die Analyse wurde gemass Kapitel 3.6 durchgefthrt (ve=0.9ml/min, vp=1.2ml/h, vi=100ul).
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Abbildung 7: Chromatogramm der 4-PA im 24h-Urin
Die Retentionszeit der 4-PA betrug 0.793 Minuten, die Peak-Hb6he 492'814 Einheiten und die dadurch berechnete

Konzentration 72.1pg/ul. Die Analyse wurde gemass Kapitel 3.6 durchgefiihrt (ve=1.0ml/min, vp=1.2ml/h, vi=20ul).
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Abbildung 8: Fluoreszenzspektrum von P5'P
Durchgefiihrt mit einer Standardlésung (conc.=125pg/ul), einem Output-pH von
4.26 und einer Vorsaule (vg=1.0ml/min, vp=1.2ml/h, v|=80ul, tg=1.5min, p=110)
bei einer konstanten Erregerwellenlange von 330nm bzw. einer konstanten
Emissionswellenlange von 402nm.
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Abbildung 9: Fluoreszenzspektrum von 4-PA

47




Durchgefiihrt mit einer Standardlésung (conc.=37.8pg/ul), einem Output-pH
von 4.26 und einer Vorsaule (vg=1.0ml/min, vp=1.2ml/h, v\=20ul, tg=1.5min,
p=110) bei einer konstanten Erregerwellenlange von 320nm bzw. einer kon-
stanten Emissionswellenlange von 430nm.

Tabelle 7: Intra-Assay Varianz

Vitamer Durchschnittswert® N Variationskoeffizient
(pg/u) (%)

P5'P 222 + 13 3 6.0

P5'P 118 + 4 6 3.6

4-PA 557 + 0.1 7 2.0

4-PA 372 + 06 5° 1.7

Mittelwert + Standardabweichung. ®Von 7 Messungen konnten nur 5 ausgewertet werden, da sich 2
ausserhalb des linearen Bereichs befanden.

Die Reproduzierbarkeit wurde von den erzielten Daten zweier Kontrollserum-
pools bzw. zweier Kontrollurinpools errechnet, die Uber eine Dauer von zwei
Monaten hinweg gepruft wurden. In Tabelle 8 sind die Variationskoeffizienten
von P5'P und von der 4-PA dargestellt. Fir P5'P lag er je nach Konzentration
zwischen 2.9-7.7%, wahrend der Variationskoeffizient fir die 4-PA 6.3-6.9%
betrug.

Tabelle 8: Inter-Assay Varianz

Vitamer Durchschnittswert® N Variationskoeffizient
(pg/ul) (%)

P5'P 224 + 1.7 6 7.7

P5'P 106 + 3 6 2.9

4-PA 115 + 038 6 6.9

4-PA 342 + 22 6 6.3

“Mittelwert + Standardabweichung

Die Recovery (Wiederfindung) von P5'P ist in Tabelle 9 dargestellt und betrug
je nach Zusatz zwischen 99 und 102%. Tabelle 10 zeigt die Recovery von 4-
PA, welche zwischen 97-101% lag.
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Tabelle 9: Recovery von P5'P

1000ul Sammelserum wurden 5, 10 bzw. 20ul Serum entnommen und durch
das gleiche Volumen Standardlésung (conc.=5000pg/ul) ersetzt. Die Analyse

wurde in einem einzigen Assay durchgefuhrt.

P5'P P5'P P5'P Erwartete P5'P Recovery
im Serum entnommen hinzugeflgt Werte gefunden
(pg/1000pH)? (p9) (p9) (pg/1000ul) (pg/1000ul)° (%)
22165 + 1324 111 25000 47054 48219 + 2026 102
22165 + 1324 222 50000 71943 70993 + 3781 99
22165 + 1324 443 100000 121722 123541 + 4169 102

®Mittelwert + Standardabweichung 3fach analysiert. °Mittelwert + Standardabweichung 6fach analysiert.

Tabelle 10: Recovery von 4-PA

Einem mit 5mM Essigsaure, 50fach verdinnten, basalen Urinpool von 2000ul
wurden 10, 20, 40 bzw. 60ul Urin entnommen und durch das gleiche Volumen
Standardlésung (conc.=944pg/ul) ersetzt. Die Analyse wurde in einem einzigen
Assay durchgefthrt.

4-PA 4-PA 4-PA Erwartete 4-PA Recovery
im Urinpool entnommen hinzugeflgt Werte gefunden
(pg/u)* (pg) (Pg) (pg/ul) (pg/uh)* (%)
5.57 £ 0.11 56 9440 10.26 10.40x0.12 101
5.57 £ 0.11 111 18880 14.95 15.12+0.47 101
5.57 £ 0.11 223 37760 24.34 24.37 £0.55 100
5.57 +0.11 334 56640 33.72 32.63 +0.57 97

“Mittelwert + Standardabweichung 7fach analysiert.

5 DISKUSSION

Das Ziel dieses Projektes war, mit Hilfe des im Labor vorhandenen HPLC-
Gerétes, eine qualitative und quantitative Bestimmungsmethode flr das im Se-
rum enthaltene P5'P und die mit dem 24h-Urin ausgeschiedene 4-PA zu ent-
wickeln. Berlcksichtigt werden sollten nicht nur die Sensitivitat sondern auch
Stabilitat dieser beiden Vitamere und die Einfachheit der Messmethode.

Innerhalb der letzten vier Dezennien wurden die verschiedensten Methoden
zur qualitativen und quantitativen Bestimmung der Vitamin-B6-Metaboliten be-
schrieben. Neben der Bestimmung des Vitamin-B6-Gehaltes im Serum oder in
Blutzellen bot sich als weiterer direkter Parameter fir den Versorgungszustand
die Ermittlung der Vitamin-B6-Ausscheidung bzw. seiner Metabolite im Harn,
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speziell der 4-PA, an [Simon 1982]. Viele der daflir entwickelten Methoden hat-
ten aber auch ihre Schwachen: Zahlreiche Methoden eigneten sich nicht fur
die Anwendung an biologischen Materialien, wurden nicht damit gepriift [Gau-
diano 1965, Korytnyk 1966, Ahrens 1969, Williams 1974, Reitzer-Bergaentzle
1993] oder eigneten sich nur fur Arzneistoffe [Yasumoto 1975, Williams 1975].
In anderen Methoden mussten radioaktiv markierte Marker verwendet werden
[Hamfelt 1967, Chabner 1970, Thanassi 1980], verbunden mit den entspre-
chenden Problemen des Strahlenschutzes in Handhabung, Transport, Lage-
rung und Entsorgung. Auch wurden verschiedene Methoden, wie z.B. die Ver-
wendung der Glutamat-Oxalacetat-Transaminase, in der Literatur kontrar beur-
teilt [Leinert 1982] und ein Jahr spater wieder empfohlen [Vuilleumier 1983].

Die Bestimmung der B6-Vitamere mittels HPLC, wie in dieser Arbeit beschrie-
ben, ist nicht neu. 1990 wurde eine hoch-sensitive HPLC Methode zur P5'P-
Bestimmung empfohlen [Hirose 1990]. Bei dieser Methode wurde allerdings
ein Plasmaextrakt mit Kaliumcyanid versetzt, um P5'P zu Pyridoxinsédure-5'-
Phosphat zu oxidieren und als solches auch zu messen. Die heutige Verwen-
dung von Cyaniden im Labor ist allerdings nicht unbedenklich und sollte des-
halb nach Méglichkeiten vermieden werden.

1992 wurde zur Bestimmung der B6-Vitamere eine sensitive Mikromethode
mittels HPLC, Fluoreszenzdetektion und Postsaulen-Derivatisierung mit Na-
triumbisulfit verwendet [Sharma 1992]. Dabei wurden Metaphosphorsaure-
Extrakte zusammen mit einem Internen Standard ins HPLC-System injiziert. Es
wurde eine bindre Gradientenelution mit einer Flussgeschwindigkeit von
1.2ml/min. durchgefiihrt. Es wurden zwei S&ulen verwendet, eine 30mm Vor-
saule und eine 150mm Trennséaule. Die Assaydauer betrug inklusive Saulen-
equilibrierung 35 Minuten. Die Recovery fir P5'P im Plasma betrug 90+22%.
Die Durchfiihrung einer binaren Gradientenelution ist aufwendig und die An-
wendung geratetechnisch nicht in jedem Labor durchfihrbar.

In zahlreichen Methoden liess auch die Recovery zu wiinschen Ubrig [Sharma
1992, Driskell 1991, Reitzer-Bergaentzle 1993].

Mit der vorliegenden Arbeit konnte eine Methode beschrieben werden, die zur
routinemassigen Erfassung des P5'P im Serum und der 4-PA im Urin geeignet
ist. In den Chromatogrammen waren die Peaks von P5'P und von der 4-PA
deutlich abgetrennt. Durch die Aufnahme von Fluoreszenzspekiren vor jedem
Assay konnten die Wellenlangen mit der gréssten Peak-Hbhe festgestellt wer-
den und so zur Selektivitat der Methode beitragen. Die Prazision wurde durch
wiederholtes Bestimmen von Serum- bzw. Urinproben in einem einzigen Assay
berechnet. Der Variationskoeffizient fir P5'P betrug 3.6-6.0%, wahrend der
gleiche Koeffizient fur die 4-PA zwischen 1.7-2.0% lag. Die Reproduzierbarkeit
wurde aus den erzielten Daten zweier Kontrollserumpools bzw. zweier Kon-
trollurinpools errechnet, die Uber eine Dauer von zwei Monaten hinweg gepruft
wurden. Fur P5'P lag der Variationskoeffizient je nach Konzentration zwischen
2.9-7.7%, wahrend er fir die 4-PA 6.3-6.9% betrug. Die Recovery fur P5'P be-
trug je nach Zusatz 99-102%, und die Recovery fur die 4-PA lag zwischen 97-
101%. Die Retentionszeiten innerhalb eines Assays blieben in der Regel kon-
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stant, vorausgesetzt kein beteiligter Parameter wurde in irgendeiner Art und
Weise verandert. Ferner konnte durch korrekte Lagerung und Handhabung der
Proben die Stabilitat gewahrleistet werden.

Mit Hilfe des im Labor vorhandenen HPLC-Geréates konnte eine qualitative und
guantitative Bestimmungsmethode fir das im Serum enthaltene P5'P und die
mit dem 24h-Urin ausgeschiedene 4-PA entwickelt werden unter Berlcksichti-
gung von Sensitivitdt und Stabilitdt der Vitamere und der Einfachheit der
Messmethode. Die Methode war praktisch in der Anwendung und kann ande-
ren Labors empfohlen werden.
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4.2 Vitamin-B6-Belastung von Nierensteinpatienten
und gesunden Freiwilligen

1 ZUSAMMENFASSUNG

Der grosste Teil der Oxalatausscheidung im Urin hat einen metabolischen Ur-
sprung. Um eine exzessive Oxalatproduktion aus Glyoxylat zu verhindern, wird
das Glyoxylat in Glycin transaminiert. Dazu bendtigt das Apoenzym jedoch Vit-
amin B6, welches als Kofaktor im Alanin-Glyoxylat-Transaminase-Weg dient.
Bedingt durch die Rolle, die Vitamin B6 im Oxalatmetabolismus spielt und dem
nachgewiesenen Erfolg bei der Behandlung von Patienten mit primarer Hyper-
oxalurie, wurde die Hypothese aufgestellt, dass die sogenannte idiopathische
Hyperoxalurie mit oder ohne Hyperglykolaturie durch Vitamin-B6-Mangel ver-
ursacht ist entweder infolge einer ungenigenden Zufuhr, einer ungenigenden
Absorption im Darm oder einer gestorten Aktivierung von Vitamin B6.

Um diese Hypothese zu prifen, wurden 24h-Urine und Nichternblutproben
von 157 gesunden Probanden, 78 idiopathischen Kalziumsteinpatienten ohne
Hyperoxalurie und 79 idiopatischen Kalziumsteinpatienten mit Hyperoxalurie,
welche unter ihrer freien Diat standen, untersucht. Aus dieser Gesamtpopula-
tion nahmen 50 gesunde Probanden, 15 Patienten ohne Hyperoxalurie und 40
Patienten mit Hyperoxalurie freiwilig an einem 7-tdgigen Vitamin-B6-
Belastungstest teil.

Vor der Vitamin-B6-Belastung wurde fiir die Urinausscheidung an 4-Pyridoxin-
saure zwischen den drei Gruppen keine signifikanten Unterschiede gefunden.
8 Patienten, 4 Patienten mit und 4 Patienten ohne Hyperoxalurie, hatten eine
Ausscheidung an 4-Pyridoxinsaure, die tiefer war als der 5-95%-Referenz-
bereich von gesunden Mannern (N=157; 3.9-14.4umol/24h). Bei den Patienten
ohne Hyperoxalurie war die Serumkonzentration von Pyridoxal 5'-Phosphat
niedriger als bei den gesunden Probanden, aber hdher als bei den Patienten
mit Hyperoxalurie. Die Unterschiede fir das Pyridoxal 5'-Phosphat zwischen
den Patienten und den Probanden waren signifikant. Bei 23 Patienten mit und
bei 15 Patienten ohne Hyperoxalurie war das Pyridoxal 5'-Phosphat tiefer als
der 5-95%-Referenzbereich der gesunden Probanden (N=105; 50.8-
152.6nmol/l).

Auch nach der Vitamin-B6-Belastung wurden zwischen den drei Gruppen fir
die Ausscheidung an 4-Pyridoxinsaure keine signifikanten Unterschiede fest-
gestellt. Zwar stieg die Serumkonzentration an Pyridoxal 5'-Phosphat bei allen
Teilnehmern an, blieb jedoch bei 2 Patienten ohne Hyperoxalurie und 13 Pa-
tienten mit Hyperoxalurie, tiefer als der 5-95%-Referenzbereich der Probanden
(N=50; 312-834nmol/l). Die Unterschiede flur das Pyridoxal 5'-Phosphat zwi-
schen den Kalziumsteinpatienten und den Probanden waren signifikant.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass idiopathische Kalziumsteinpa-
tienten mit oder ohne Hyperoxalurie eine mit gesunden Probanden vergleich-
bare Zufuhr und Absorption an Vitamin B6 haben. Allerdings scheinen mehr
als ein Drittel der Patienten mit Hyperoxalurie bzw. ein Viertel der Patienten
ohne Hyperoxalurie eine gestorte Aktivierung von Vitamin B6 aufzuweisen, die
massgeblich an der Ausbildung dieses Krankheitsbildes beteiligt sein kénnte.

2 EINLEITUNG

Pyridoxin ist ein Koenzym in der Umwandlung von Glyoxylat in Glycin [Sidhu
1986]. Bei erndhrungsbedingtem Mangel an Thiamin und Pyridoxin konnte ge-
zeigt werden, dass es zu Hyperoxalurie und Nierensteinbildung beim Men-
schen und im Tierexperiment kommt [Sidhu 1986, Kridl 1984].

Andererseits ist seit vielen Jahren bekannt, dass Pyridoxin die Oxalataus-
scheidung bei 25-30% der Patienten mit primarer Hyperoxalurie vom Typ | re-
duzieren oder gar normalisieren kann [Latta 1999]. Vereinzelten Fallberichten
zufolge konnte auch bei Kindern mit primarer Hyperoxalurie durch eine hoch-
dosierte Vitamin-B6-Therapie eine deutliche Reduktion der Oxalatausschei-
dung erzielt werden [Hautmann 1992]. Bei einigen Patienten mit primarer Hy-
peroxalurie reichte sogar schon die Einnahme von kleinen Dosen, wahrend es
bei anderen Patienten nicht zu einer messbaren Reduktion der Hyperoxalurie
kam [Latta 1999]. Auch die Langzeiteffekte einer Behandlung mit Pyridoxin und
Orthophosphat bei 25 Patienten mit primarer Hyperoxalurie vom Typ | und Il
wurden untersucht [Milliner 1994]. Es zeigte sich, dass die Ausscheidung an
Oxalat in ein paar homozygoten Patienten abnahm. Allerdings schien Pyridoxin
in symptomatischen Heterozygoten effektiver, da sich dort die Oxalatausschei-
dung um bis zu 10% reduzierte.

Nicht nur bei Patienten mit primarer Hyperoxalurie sondern auch bei Patienten
mit idiopathischer Hyperoxalurie und der Bildung von Kalziumoxalatnierenstei-
nen wurde Pyridoxin mit Erfolg verabreicht [Mitwalli 1988]. T&gliche, orale Do-
sen von 250-500mg Pyridoxin verringerten die Urinoxalatausscheidung signifi-
kant. In dieser Zeit zeigten acht von zwélf Patienten kein Anzeichen einer akiti-
ven Steinerkrankung, und keiner dieser Patienten entwickelte irgendwelche
signifikanten Komplikationen.

Mit dieser Studie sollte an Nierensteinpatienten mit idiopathischer Hyperoxal-
urie der Einfluss von Vitamin B6 auf die Oxalatausscheidung im 24-Stunden-
Urin in Abhangigkeit von Pyridoxal 5'-Phosphat im Serum und von 4-
Pyridoxinsdure im Urin untersucht werden. Wir wollten beobachten, ob gewis-
se Nierensteinpatienten eine Hyperoxalurie als Konsequenz eines Mangels an
Vitamin B6 entwickeln, verursacht durch eine ungenigende Zufuhr, eine unge-
nugende Absorption im Darm und/oder einer gestoérten Aktivierung von Vitamin
B6.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 PRUFUNGSANLAGE

3.1.1 Prufungsdesign

Es handelte sich um eine offene, nicht randomisierte, stratifizierte Studie mit
Wash-out-Phase und Gruppenvergleich. Die Studie wurde monozentrisch am
Ambulatorium der Medizinischen Universitatspoliklinik, Inselspital, Bern, durch-
gefuhrt.

3.1.2 Prufmaterial

Als Verum dienten Benadon® Tabletten mit Bruchrille, enthaltend 300mg rei-
nes, synthetisch gewonnenes Pyridoxin in Form des Hydrochlorids [Morant
1994a]. Es entspricht in seiner biologischen Wirksamkeit dem nattrlichen Vit-
amin B6. Die Studie wurde ohne Placebo durchgeflhrt.

3.1.3 Dosierung
Jeden Morgen nahm der Patient/Proband unmittelbar vor dem Frihstick eine
Tablette unzerkaut mit einem halben Glas FlUssigkeit ein.

3.1.4 Behandlungsdauer
Die Behandlung erstreckte sich Uber sieben Tage.

3.2 WIRKSTOFF-CHARAKTERISIERUNG
Siehe Kapitel '3 Vitamin B6 - Pyridoxin'

3.3 AUSWAHL DER PATIENTEN

3.3.1 Rekrutierung

Die Patienten wurden aus Nierensteinpatienten selektioniert, die zwischen Ja-
nuar 1993 und Marz 1999 wegen ihres Steinleidens im Ambulatorium der Me-
dizinischen Universitatspoliklinik zu einer Abklarung erschienen und an der in-
terdisziplinaren Fallbesprechung (Nierenstein-Sprechstunde) vorgestellt wor-
den waren. Danach wurden sie durch den betreuenden Arzt anlasslich der
Schlussbesprechung informiert und auf die Studie aufmerksam gemacht. Oft
wurden interessierte Patienten vom Arzt oder von der Erndhrungsberaterin
auch direkt zur Studienleiterin geschickt. Patienten, die die Ein- und Aus-
schlusskriterien erflllten, aber nicht mehr in ambulanter Behandlung standen,
erhielten von der Studienleiterin per Post einen unverbindlichen, informativen
Brief Gber die Studie zugeschickt. Bei Interesse und/oder Fragen konnten sich
die Patienten dann direkt mit der Studienleiterin in Verbindung setzen.

3.3.2 Einschlusskriterien

e Absolvierte Routine-Abklarung im Ambulatorium, i.R. bestehend aus: Allge-
meine Anamnese, klinische Status, Blut- und Urinuntersuchungen, Stein-
analyse, radiologischen Untersuchungen, Diat-Anamnese, interdisziplindre
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Fallbesprechung, Besprechung des Therapieplans mit dem Patienten, Er-
nahrungsberatung, Bericht an den zuweisenden Arzt/Hausarzt, ambulanten
Nachkontrollen nach 3, 6 und 12 Monaten

¢ |diopathisches Kalziumsteinleiden, rezidivierend, mit mindestens zwei Stein-
abgangen

e Manner im Alter von 20-90 Jahren

e Mit Hyperoxalurie (HO; definiert als Oxalurie > 450umol/24h) in mindestens
zwei von drei 24h-Urinsammlungen (withHO) oder

e Ohne Hyperoxalurie in drei von drei 24h-Urinsammlungen (noHO)

3.3.3 Ausschlusskriterien

Primarer Hyperparathyreoidismus [Balcke 1983, Hess 1995a]

Renal tubuléare Acidose [Balcke 1983, Hess 1995a]

Sarcoidose [Hess 1995a]

Primare Hyperoxalurie [Balcke 1983]

Harnwegsinfektionen [Prien 1974, Rattan 1994]

Krankheiten, die die Absorption, den Metabolismus oder die Exkretion von
Vitamin B6 beeinflussen [Hansen 1997]

Bekannte Uberempfindlichkeit gegen Vitamin B6 [Morant 19944]

e Einnahme von Levodopa [Morant 19943]

Einnahme von Vitamin-B6-Antagonisten (Isoniazid, Penicillamin, D-Cyclo-
serin, Hydralazin, 4-Desoxypyridoxin, Thiosemicarbazon) [Morant 1994a]
Einnahme von Eisenpraparaten [Hartke 1986c¢]

Akne vulgaris [Morant 1994b]

Plasmakreatinin >130umol/l

Andere Nierenerkrankungen

Vitaminsupplementation

3.3.4 Begleitmedikation

Es wurden nur diejenigen Medikamente toleriert, die flr den Patienten notwen-
dig waren und die nicht unter 3.3.3 Ausschlusskriterien erwahnt wurden. Eine
ev. Begleitmedikation musste durch den Patienten auf dem Fragebogen ver-
merkt werden.

3.3.5 Fruhere Medikation

Eine frhere Einnahme von Vitamin-B6-Antagonisten und/oder Levodopa wur-
de nicht toleriert. Bei Einnahme eines Eisenpraparates wurde vor der Teilnah-
me an der Studie eine einwdchige Wash-out-Phase, bei Vitaminsupplementa-
tion eine vierwdchige Wash-out-Phase durchgefihrt.

3.4 AUSWAHL DER PROBANDEN

3.4.1 Rekrutierung

Die Probanden wurden durch Anschlage an verschiedenen, gut frequentierten
Orten, wie Universitaten, Instituten, Schulen und éffentlichen Gebauden, in den
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Agglomerationen Basel, Bern und Zurich auf die Studie aufmerksam gemacht.
Aus den Interessenten, die sich telefonisch, schriftlich oder per e-mail bei der
Studienleiterin meldeten, wurden zwischen August 1997 und Juli 1999 die Pro-
banden rekrutiert.

3.4.2 Einschlusskriterien
e Gesunde Manner im Alter von 20-90 Jahren

3.4.3 Ausschlusskriterien

Positive Familienanamnese fur Urolithiasis bzw. Nierenerkrankungen
e Eine vorliegende Erkrankung

e Einnahme von Medikamenten

e Eine Oxalatausscheidung >1000umol/24h mit erhéhtem Glykolat

3.4.4 Begleitmedikation
Es wurde keine Begleitmedikation toleriert.

3.4.5 Fruhere Medikation

Eine frihere Einnahme von Vitamin-B6-Antagonisten wurde nicht toleriert. Bei
Einnahme eines Eisenpraparates wurde vor der Teilnahme an der Studie eine
einwdchige Wash-out-Phase, bei Vitaminsupplementation eine vierwdéchige
Wash-out-Phase durchgefihrt.

3.5 DURCHFUHRUNG DER VITAMIN-B6-BELASTUNG

3.5.1 Ausgangswerte

Als Ausgangswerte dienten bei den Patienten die im Rahmen der Routine-Ab-
klarung am Untersuchungstag A1 entnommenen Nuchternblutentnahmen so-
wie die am Vortag gesammelten 24h-Urine A1.

Als Ausgangs- und gleichzeitig auch Normwerte dienten die von den Proban-
den gesammelten 24h-Urine und die am Tag darauf erfolgten Nuchternblut-
entnahmen.

3.5.2 Vitamin-B6-Belastung

Wahrend der ganzen Studie lebten die Teilnehmer in ihrem hauslichen Umfeld,
assen ihre gewohnte, uneingeschrankte Diat und behielten ihre gewohnte, kor-
perliche Aktivitat bei. Vier Wochen vor der Einnahme der ersten Tablette wur-
de eine Wash-out-Phase durchgefiihrt. Ab dieser Phase verzichteten die Ver-
suchspersonen auf die Einnahme von Vitaminsupplementen, Multivitaminpra-
paraten und mit Vitaminen kinstlich angereicherte Nahrungsmittel. Am Tag 0,
nach dem Morgenurin, sammelte der Patient/Proband wéahrend 24 Stunden
den Urin in einer Plastikflasche. In den folgenden sieben Tagen (Tag 1 bis Tag
7) nahm der Patient/Proband jeden Morgen unmittelbar vor dem Frihstlck ei-
ne Tablette Benadon® unzerkaut mit einem halben Glas Fliissigkeit ein. Am 7.
Tag, nach dem Morgenurin, sammelte der Patient/Proband einen zweiten 24h-
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Urin. Am 8. und letzten Tag erschien er nichtern im Ambulatorium der Medizi-
nischen Poliklinik, wo er abgeholt und zum Kalzium-Phosphat-Labor geflihrt
wurde. Dort wurde ihm eine Nlchternblutprobe genommen.

3.6 ANZAHL DER PATIENTEN BZW. PROBANDEN

3.6.1 Basal

Von den 271 méannlichen Nierensteinpatienten, die zwischen Januar 1993 und
Marz 1999 zu einer Abklarung erschienen waren, erflllten 183 Patienten
(67.5%) die Einschlusskriterien. Von 12 Patienten fehlten in der Krankenge-
schichte das Kdrpergewicht und/oder die Kérpergrésse. Von den selektionier-
ten Patienten konnten 157 24h-Urine und 119 Seren analysiert werden.

Aus den gesunden Interessenten wurden zwischen August 1997 und Juli 1999
166 Probanden rekrutiert. 101 gesunde Manner sammelten einen 24h-Urin und
kamen am Tag darauf zu einer Nichternblutentnahme. 59 Probanden sammel-
ten nur einen 24h-Urin und schickten die geflllte Urinflasche am darauffolgen-
den Tag direkt ins Labor. 6 Probanden wollten oder konnten keinen Urin sam-
meln und kamen nur zu einer NUchternblutentnahme. 3 gesunde Freiwillige
wollten keine Angaben zu Gewicht und/oder Kdrpergrosse machen. Als Aus-
gangswerte und zur Berechnung des Referenzbereichs dienten somit 157 24h-
Urine und 105 Nuchternblutproben.

3.6.2 Vitamin-B6-Belastung

Von den selektionierten Patienten und gesunden Probanden machten 47 Pa-
tienten mit Hyperoxalurie, 15 Patienten ohne Hyperoxalurie und 51 gesunde
Freiwillige an der Vitamin-B6-Belastung mit.

3.7 MATCHING

Es wurde nicht versucht, die Patienten mit den gesunden Probanden beziglich
Alter, Koérpergewicht, Kérpergrosse oder BMI zu matchen. Statistische Berech-
nungen innerhalb der drei Gruppen (withHO, noHO, gesunde Probanden) er-
gaben keine Hinweise auf Korrelationen zwischen den Vitamin-B6-Metaboliten
Pyridoxal 5’-Phosphat und 4-Pyridoxinsdure betreffend Alter, Kérpergewicht,
Kérpergrésse oder BMI.

3.8 BEURTEILUNGSPARAMETER

3.8.1 Probensammlung und -aufbereitung

Sowohl basal als auch unter Vitamin-B6-Belastung wurden 24h-Urine gesam-
melt und Nuchternblutproben genommen.

Die Urinsammlung begann mit dem 2. Morgenurin, dauerte 24 Stunden und
beinhaltete den 1. Morgenurin des folgenden Tages [Pannemans 1994]. Der
Urin wurde in einer 3.3 Liter fassenden Plastikflasche gesammelt, die 10g Bor-
saure (Nr. 1.00165.1000; Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) als Konser-
vierungsstoff enthielt [Hess 1995a]. Aufgrund der Lichtempfindlichkeit der Vit-
amin-B6-Derivate [EDI 1995, Hartke 1986c¢] wurden die Versuchspersonen an-
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gehalten, die Urinflasche wahrend der Sammlung an einem dunklen, kihlen
Ort aufzubewahren. Die geflllte Urinflasche wurde am folgenden Tag von der
Versuchsperson persénlich im Kalzium-Phosphat-Labor abgegeben, zur Blut-
entnahme mitgebracht oder pauschalfrankiert per A-Post direkt ans Labor ge-
schickt. Von jedem 24h-Urin wurden 3 Réhrchen zu je 10ml abgefllt. 3 weitere
Roéhrchen zu je 10ml Urin wurden mit je 4 Tropfen konzentrierter Salzsaure
(Nr. 317.1000; E. Merck, Darmstadt, Deutschland) versetzt, um einerseits eine
Oxalatkristallisation und andererseits eine Umwandlung von Ascorbat in Oxalat
zu verhindern [Milliner 1994]. Samtliche 6 Réhrchen wurden danach bis zur
Analyse bei -25°C eingefroren.

Die Nduchternblutproben wurden jeweils am Morgen nach der 24h-
Urinsammlung entnommen und bestanden aus ca. 50ml venésem Blut. Serum
wurde nach einer 10mindtigen Zentrifugation (Modell Megafuge 3.0R; Heraeus
Sepatech GmbH, Zirich, Schweiz) mit 3000rpm aus Nativblut, Plasma nach
Zentrifugation aus heparinisiertem Blut gewonnen. Serum und Plasma wurden
sofort eingefroren und bei -80°C gelagert.

3.8.2 Analysenmethoden

Vom 24h-Urin wurden zuerst das Volumen und dann mittels pH Meter (Modell
940 Expandable lonanalyzer; Orion Research AG, Kisnach, Schweiz) der pH
bestimmt. Die Konzentrationen von Natrium, Kalium, Chlorid, Kalzium, Phos-
phat, Harnstoff, Kreatinin, Magnesium und Harnsaure wurden durch Autoana-
lyzer-Technik im Chemischen Zentrallabor gemessen. Oxalat, Glykolat, Sulfat,
Zitrat und 4-Pyridoxinsdure wurden im Kalzium-Phosphat-Labor gemessen.
Dabei wurde Oxalat mittels Oxalat-Oxidase und HPLC [Buttery 1983], Glykolat
mittels Glykolsaure-Oxidase, Zitrat mittels Zitrat-Lyase [Welshman 1973] und
Sulfat mittels HPLC [Buchholz 1982] bestimmt. 4-Pyridoxinsdure wurde mittels
HPLC bestimmt. Die Proteinzufuhr in der Diat in g/24h wurde folgendermassen
berechnet: 0.175 x Harnstoff-Ausscheidung in mmol/24h + 0.2 x kg Korperge-
wicht [Maroni 1985]. Die Kreatinin-Clearance wurde berechnet aus der Kreati-
ninausscheidung im Urin pro 24h dividiert durch 1440 Minuten und durch die
Plasmakreatininkonzentration [Colombo 1994].

Die Plasmakonzentrationen von Natrium, Kalium, Chlorid, totales Kalzium,
Phosphat, Magnesium, Harns&ure, Protein, Albumin, Harnstoff und Kreatinin
wurden durch Autoanalyzer-Technik im Chemischen Zentrallabor gemessen.
Im Serum wurde das ionisierte Kalzium mittels einer ionenselektiven Elektrode
(Modell 634 Ca*™/pH Analyzer; Ciba-Corning, Chiron Diagnostics AG, Dietli-
kon, Schweiz), das Intakt-Parathormon durch eine radioimmunometrische Me-
thode (Nichols Institute, San Juan Capostrano, CA) und die Serumkonzentra-
tion von Pyridoxal 5’-Phosphat mittels HPLC bestimmt (s. Kapitel "Entwicklung
einer Messmethode fir Pyridoxal 5'-Phosphat und 4-Pyridoxinsaure"). Alkali-
sche Phosphatase, Bicarbonat und Glucose wurden durch das Chemische
Zentrallabor mit unterschiedlichen Methoden gemessen.
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3.8.3 Unerwiinschte Wirkungen
Die unerwtinschten Wirkungen wurden anhand eines Fragebogens erfasst und
laufend auf ihre Relevanz gepruft.

3.8.4 Compliance

Der Patient/Proband bestatigte taglich die korrekte Einnahme der Tabletten auf
dem Fragebogen. Zusatzlich wurde die Compliance durch Messung der 4-
Pyridoxinsaure Uberpruft.

3.9 ABBRUCH UND ABSCHLUSS DER KLINISCHEN STUDIE

Die klinische Studie ware unverzlglich abgebrochen worden beim Auftreten
von starken, unerwlinschten Wirkungen. Nach Erreichen der erforderlichen
Anzahl Versuchspersonen wurde sie offiziell beendet.

3.10 DROP-OUT'S

Als Drop-Out wurde ein Patient/Proband definiert mit mindestens einem der

folgenden Ereignisse:

e Das Auftreten starker, unerwinschter Wirkungen

e Eine Verschlechterung des Allgemeinzustandes, die eine Medikation erfor-
derte, die unter den Ausschlusskriterien ausgeschlossen wurde

e Schlechte Compliance, d.h. Vergessen von einer oder gar mehreren Tablet-
ten

e Entscheid vom Patienten/Probanden die Studie abzubrechen

Fr Drop-out's wurde Ersatz gesucht.

3.11 RANDOMISIERUNG UND VERBLINDUNG

Es wurde keine Randomisierung vorgenommen. Da es sich um eine offene,
klinische Studie handelte, waren sowohl die Patienten/Probanden als auch die
behandelnden Arzte (iber den Inhalt der Tabletten informiert.

3.12 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die statistische Auswertung wurde durchgeflhrt mit der Personalcomputer
Software StatView® for Windows, Version 5.0.1 (SAS Institute Inc., Cary, NC
27513). Bei den im Text, in Tabellen oder Graphiken erwéhnten Daten handelt
es sich um Mittelwert + Standardabweichung. Als Normwerte von gesunden
Freiwilligen wurde das 5-95% Quantil des jeweiligen Parameters definiert. Als
Mass der Signifikanz diente der p-Wert. Signifikanztests wurden mittels nicht-
parametrischer Methoden durchgefthrt. Als Mass fir einen monotonen Zu-
sammenhang einer Korrelation zwischen zwei Parametern wurde die Spear-
man'sche Rangkorrelation (engl. Spearman rank correlation) berechnet. Der
Vergleich zweier unterschiedlicher Gruppen wurde mit dem Wilcoxon-
Rangsummentest (engl. Wilcoxon rank sum test bzw. Mann-Whitney U-Test)
durchgefiihrt, und bei > 3 Gruppen wurde der Kruskal-Wallis Test angewendet.
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Bei gepaarten Daten innerhalb einer Gruppe wurde die Signifikanz mittels Wil-
coxon-Vorzeichen-Rangsummentest (engl. Wilcoxon signed rank test) unter-
sucht.

3.13 INFORMATION DES PATIENTEN / PROBANDEN UBER DIE
PERSONLICHEN ERGEBNISSE

Die Patienten und Probanden erhielten nach Abschluss der klinischen Studie
eine Kopie der bestimmten, persénlichen Parameter mit Interpretation und
Empfehlungen. Zusatzlich wurde bei den Patienten die Teilnahme an der klini-
schen Studie in deren Krankengeschichte eingetragen.

3.14 BEURTEILUNG DES RISIKO / NUTZEN-VERHALTNISSES VOR
BEGINN DER STUDIE

Trotz langjahrigen Erfahrungen mit Benadon® wurde in der Literatur von kei-
nen negativen Vorkommnissen oder relevanten unerwinschten Wirkungen be-
richtet. Die bis heute bestehenden Therapiemdglichkeiten bei einem Nieren-
steinleiden befriedigen nicht vollumfanglich; der Nutzen, d.h. die diagnostische
und/oder therapeutische Anwendung von Pyridoxin bei idiopathischer Hyper-
oxalurie und primérer Hyperoxalurie vom Typ |, hingegen war und ist sehr viel-
versprechend.

3.15 ETHISCHE UBERLEGUNGEN

Die Studie wurde durchgeflihrt gemass:

e Reglement Uber die Heilmittel im klinischen Versuch. Interkantonale Kon-
trollstelle fir Heilmittel, 18. November 1993

e Gute Praxis des Klinischen Versuchs (GPKV)

e Fakultatsdokument 1088, 2. Mai 1988

e Verordnungen Uber Forschungsuntersuchungen am Menschen im Kanton
Bern. Kantonale Gesundheitsdirektion, August 1989

¢ Medizinisch-ethische Richtlinien der Schweizerischen Akademie der Medizi-
nischen Wissenschaften, Mai 1984

¢ Richtlinien far die Organisation und Téatigkeit medizinisch-ethischer Kommis-
sionen zur Beurteilung von Forschungsuntersuchungen am Menschen.
Schweizerischen Akademie der Medizinischen Wissenschaften, 11. Mai
1989

e Deklaration von Helsinki, Juni 1964, revidiert in Tokio, Oktober 1975, Vene-
dig, Oktober 1983, und Hong Kong, September 1989

e Proposed International Guidelines for Biomedical Research Involving Hu-
man Subjects. CIOMS, Geneva, 1982

e Good Clinical Practice for Trial on Medicinal Products in the European
Community. CPMP Working Party on Efficacy of Medicinal Products, 1990
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3.16 WRITTEN INFORMED CONSENT

Die fUr den Patienten/Probanden nétigen Informationen wurden sowohl mind-

lich, durch den behandelnden Arzt und/oder die Studienleiterin, als auch

schriftlich abgegeben. Dabei wurde der Patient/Proband Uber die nachfolgen-

den Punkte informiert:

e Ziel des klinischen Versuchs

e Auswahl der Patienten/Probanden

e Alle Untersuchungen, welche der Patient/Proband im Rahmen des klini-

schen Versuchs hinzunehmen hat

Umschreibung alternativer Behandlungen

Risiken und Unannehmlichkeiten

Zu erwartender Nutzen

Ergebnisse, die die Sicherheit des Patienten/Probanden beeinflussen kénn-

ten

Schutz der persdnlichen Daten

Finanzielle Regelung

Abbruch des klinischen Versuchs

Das Entschadigungsverfahren sowie die vorgesehene Behandlung im Falle

von Schadigung oder Invaliditat

e Name, Adresse und Telefonnummer der Person, welche zur Beantwortung
aller den klinischen Versuch betreffenden Fragen sowie beim Auftreten von
Problemen zur Verflgung steht

e Samtliche Rechte der Versuchsperson

Zudem wurde die frei, ausdricklich und nach Aufklarung erteilte Einwilligung

des Patienten/Probanden schriftlich eingeholt.

3.17 FINANZIELLE REGELUNG

Die materiellen und personellen Kosten, die im Zusammenhang mit dieser
Studie entstanden, gingen zu Lasten des zur Verfliigung stehenden Kredites
des wissenschaftlichen Fonds des Phospho-Calcique. Zur Abgeltung allfalliger
Kosten wurden die Patienten mit SFr. 100 entschadigt. Die Probanden erhiel-
ten als Entgelt pro 24h-Urin SFr. 20, pro Blutentnahme SFr. 30 und bei Teil-
nahme an der Vitamin-B6-Belastung zusatzlich SFr. 30.

3.18 VERSICHERUNGEN / HAFTUNG

Das Inselspital verfugte Uber eine Betriebshaftpflichtversicherung und arbeitete
mit den folgenden Versicherungsgesellschaften zusammen:

e Berner Versicherungen, Sulgeneckstrasse 19, Postfach, CH-3001 Bern

e Winterthur-Versicherungen, Laupenstrasse 19, Postfach, CH-3001 Bern

Far alle das Medikament betreffende Belange haftete die Firma:
e Roche Pharma (Schweiz) AG, Schénmattstrasse 2, CH-4153 Reinach
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3.19 DATENSCHUTZ

Der Schutz der persénlichen Daten der Patienten/Probanden wurde gewahr-
leistet. Die gesetzlichen Regelungen Uber den Datenschutz bleiben vorbehal-
ten.

3.20 VERANTWORTUNGSBEREICHE

Die Studie wurde unter der Leitung von Frau A. Kalin, Apothekerin, Medizini-
schen Universitatspoliklinik, Inselspital, 3010 Bern, im Rahmen der For-
schungstétigkeit des Kalzium-Phosphat-Labors durchgefihrt und stand unter
der Supervision von Herrn Prof. Dr. med. Ph. Jaeger, Direktor und Chefarzt der
Medizinischen Universitatspoliklinik, Inselspital, 3010 Bern.

3.21 MEDIZINISCH-ETHISCHER KONSENS

Die vorliegende klinische Studie wurde unter dem Titel "Die Rolle einer Thera-
pie mit Pyridoxin auf die Oxalurie von Patienten mit Nierensteinleiden", am 12.
November 1996, ordnungsgemass der Kommission flr medizinisch-ethische
Fragen der Fakultat Bern vorgelegt und von ihr am 26. November 1996 in me-
dizinisch-ethischer Hinsicht gebilligt. Aus diesem Grund erteilte die Kommis-
sion der Hauptgesuchstellerin, Frau A. Kalin, offiziell die medizinisch-ethische
Genehmigung zur praktischen Ausflhrung des eingereichten Projektes (Inter-
ne Gesuchsnummer 193/96). Zwei nachfolgende Erweiterungen des urspriing-
lichen Versuchsplans wurden am 12. Mai 1997 und am 16. Februar 1999 von
der gleichen Kommission billigend zur Kenntnis genommen.

4 ERGEBNISSE

4.1 URINPARAMETER VON PROBANDEN UND NIERENSTEINPA-
TIENTEN VOR DER VITAMIN-B6-BELASTUNG

4.1.1 Vergleich der drei Gruppen

Die Urinparameter sowie die Charakteristik der Probanden und der Nieren-
steinpatienten sind in der Tabelle 11 dargestellt.

Die gesunden Probanden waren junger, grésser, weniger schwer und hatten
auch einen kleineren BMI als die Patienten, wéahrend die beiden Patienten-
Gruppen in dieser Hinsicht keine sicheren Unterschiede aufwiesen.

Die Patienten mit Hyperoxalurie hatten eine gréssere Ausscheidung an U-
Kreatinin, U-Oxalat, U-Chlorid, U-Harns&aure, U-Harnstoff, U-Kalium, U-Kal-
zium, U-Magnesium, U-Natrium und U-Phosphat als die Patienten ohne Hyper-
oxalurie. Ebenfalls grésser waren die Proteinzufuhr, der U-pH und das U-Volu-
men.
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Tabelle 11: Charakteristik und Urinparameter von gesunden Probanden und Nierensteinpatienten mit oder ohne Hypero-
xalurie (withHO bzw. noHO) unter freier Diat

Gruppe p'
Parameter Probanden noHO withHO noHO vs. noHO vs. withHO vs.
(N=157) (N=78) (N=79) withHO Probanden Probanden

Alter (J) 39.1 =+ 105 451 £ 116 454 + 126 ns <0.001 <0.001
Koérpergewicht (kg) 752 + 104 79.3 + 131 81.8 + 11.6 0.048 0.019 <0.001
Korpergrésse (m) 1.78 = 0.07 1.75 = 0.07 1.75 + 0.07 ns 0.017 0.004
BMI (kg/m?) 238 + 3.2 258 + 3.5 269 + 3.7 ns <0.001 <0.001
U-4PA (umol/24h) 8.29 + 6.62 754 t 433 8.15 + 4.79 ns ns ns
U-Glycolat (umol/24h) 373 + 175 473 + 204 558 + 276 ns <0.001 <0.001
U-Kreatinin (umol/24h) 14123 + 2817 15344 + 3215 17010 + 3901 0.023 <0.001 <0.001
U-Oxalat (umol/24h) 412 + 143 301 + 88 550 + 171 <0.001 <0.001 <0.001
U-pH 6.16 + 0.46 5.85 + 0.46 6.04 + 047 0.012 <0.001 ns
U-Sulfat (mmol/24h) 236 + 86° 235 + 105 249 + 92 ns ns ns
U-Volumen (ml) 1834 + 723 1749 + 717 2316 £ 795 <0.001 ns <0.001
U-Zitrat (mmol/24h) 4025 + 1533° 2825 + 1139 3286 + 1524 ns <0.001 0.034
U-Chlorid (mmol/24h) 185 + 64 241 + 94 <0.001

U-Harnséure (umol/24h) 3574 + 973 4141 = 1272 0.008

U-Harnstoff (mmol/24h) 413 + 98 484 + 149 0.003

U-Kalium (mmol/24h) 67.6 + 20.5 81.0 + 334 0.002

U-Kalzium (mmol/24h) 6.52 £ 2.70 8.64 + 3.81 <0.001

U-Magnesium (mmol/24h) 457 + 1.41% 576 + 2.78 0.001

U-Natrium (mmol/24h) 180 + 61 240 + 96 <0.001

U-Phosphat (mmol/24h) 325 + 88 416 + 20.2 0.002

Proteinzufuhr (g/24h) 88.2 + 173 101.0 + 26.8 <0.001

‘Mittelwert + Standardabweichung. TMann-Whitney U Test. *N=77. SN=21.
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In Abbildung 10 sind die Ausscheidungen von U-Oxalat, U-Glykolat und U-
Kreatinin abgebildet.

Erwartungsgemass war das U-Oxalat bei den Patienten ohne Hyperoxalurie
niedriger und bei den Patienten mit Hyperoxalurie héher als bei den gesunden
Probanden. Auffallend war auch, dass nicht alle Patienten mit Hyperoxalurie in
dieser 24h-Urinsammlung auch eine erhdhte Oxalurie aufwiesen.

Das U-Glykolat und das U-Kreatinin waren bei den Steinpatienten héher als
bei den gesunden Probanden. Beim U-Glykolat bestand zudem eine betrachtli-
che Uberlappung zwischen den drei Gruppen.

In Abbildung 11 sind die Ausscheidung von U-Zitrat, sowie der pH und das Vo-
lumen des 24h-Urins abgebildet.

Verglichen mit den gesunden Probanden hatten beide Patienten-Gruppen ein
tieferes U-Zitrat. Zuséatzlich unterschieden sich die Patienten ohne Hyperoxal-
urie durch einen tieferen U-pH und die Patienten mit Hyperoxalurie durch ein
grésseres Urinvolumen von den Probanden.
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Flr die Ausscheidungen an 4-Pyridoxinsdure und U-Sulfat wurden zwischen
den drei Gruppen keine Unterschiede gefunden.
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Abbildung 12: Ausscheidung der 4-Pyridoxinsdure von gesunden Probanden
(Controls) und Nierensteinpatienten mit oder ohne Hyperoxalurie (withHO bzw.
noHO) unter freier Diat

4.1.2 Lineare Beziehungen der 4-Pyridoxinsaure

In der Tabelle 12 sind die Korrelationskoeffizienten r und die Signifikanz p der
4-Pyridoxinsaure dargestellt.

Bei allen drei Gruppen wurden zwischen der 4-Pyridoxinsdure und der Kérper-
grésse bzw. dem BMI keine Korrelationen gefunden. Im Gegensatz zu den
Steinpatienten war bei den gesunden Probanden die 4-Pyridoxinsdure mit dem
Alter, Kérpergewicht, U-Glykolat, U-Oxalat, U-pH und dem U-Volumen korre-
liert.

Nur bei den gesunden Probanden und bei den Patienten ohne Hyperoxalurie
wurde eine lineare Beziehung zwischen der 4-Pyridoxinsaure und der Serum-
konzentration an Pyridoxal 5'-Phosphat gefunden (s. Abbildung 13).

In Abbildung 14 ist die Korrelation zwischen der 4-Pyridoxinsaure und dem U-
Kreatinin dargestellt, welche jedoch nur bei den gesunden Probanden und den
Patienten mit Hyperoxalurie vorhanden war.

Zusatzlich wurden bei den Nierensteinpatienten positive Korrelationen zwi-
schen der 4-Pyridoxinsdure und dem U-Phosphat, U-Kalium und dem U-
Harnstoff festgestellt (s. Abbildung 15).
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Tabelle 12: Korrelationen der 4-Pyridoxinsaure mit den bestimmten Parame-
tern. Aufgefuhrt sind die Korrelationskoeffizienten r und die Signifikanz p

Gruppe

Parameter Probanden noHO withHO

r p r p R p
Alter + 0.18 0.025 + 0.01 ns - 017 ns
Kérpergewicht + 0.17 0.033 - 0.01 ns + 0.14 ns
Kérpergrésse + 0.12 ns + 0.03 ns + 0.21 ns
BMI + 0.11 ns - 0.10 ns + 0.01 ns
B-Kreatinin - 0.09 ns - 0.24 0.037 - 0.14 ns
Kreatinine-Clearance + 0.32 0.003 + 0.32 0.005 + 0.48 <0.001
Pyridoxal 5’-Phosphat + 0.41 <0.001 + 0.38 0.005 + 0.26 ns
U-Glykolat + 0.23 0.004 + 0.03 ns + 0.20 ns
U-Kreatinin + 0.39 <0.001 + 0.16 ns + 0.44 <0.001
U-Oxalat + 0.27 <0.001 + 0.17 ns + 0.19 ns
U-pH + 0.16 0.043 + 0.04 ns - 0.05 ns
U-Sulfat + 042 ns + 0.22 ns + 0.41 <0.001
U-Volumen + 0.19 0.018 + 0.10 ns + 0.10 ns
B-Phosphat + 0.05 ns + 0.24 0.036
U-Kalzium + 0.05 ns + 0.26 0.022
U-Chilorid + 0.13 ns + 0.30 0.009
U-Harnséaure + 0.16 ns + 0.38 <0.001
U-Harnstoff + 0.24 0.034 + 047 <0.001
U-Kalium + 0.36 0.002 + 0.34 0.003
U-Magnesium + 0.19 ns + 042 <0.001
U-Natrium + 0.16 ns + 0.27 0.018
U-Phosphat + 0.38 <0.001 + 0.38 <0.001
Proteinzufuhr + 0.02 ns + 0.36 <0.001

*Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman.

68



] [
. Controls

. (]

801 amtte F=+0.41

40 .'. ' p < 0.001

20

0 T T T T U E !
0 5 10 15 20 - 25 30
U-4PA (umoi/24h)
160 7 .

10 15 20 25 30
U-4PA (umol/24h)

wl - _-..‘:.' N withHO
J e @ ns
20 A . *
o T, T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

U-4PA (umol/24h)

Abbildung 13: Korrelation zwischen der Serumkonzentration an Pyridoxal 5'-
Phosphat und der Ausscheidung an 4-Pyridoxinsaure bei den gesunden Pro-
banden (Controls) und bei den Nierensteinpatienten mit oder ohne Hyperoxal-
urie (withHO bzw. noHO) unter freier Diat
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Abbildung 15: Korrelation zwischen der Ausscheidung an Harnstoff und der 4-
Pyridoxinsdure bei den Nierensteinpatienten mit oder ohne Hyperoxalurie
(withHO bzw. noHO) unter freier Diat

4.2 BLUTPARAMETER VON PROBANDEN UND NIERENSTEINPA-
TIENTEN VOR DER VITAMIN-B6-BELASTUNG

4.2.1 Vergleich der drei Gruppen

Die Blutparameter sowie die Charakteristik der Probanden und der Nieren-
steinpatienten sind in der Tabelle 13 dargestellt.

Die gesunden Probanden waren janger, grésser, weniger schwer und hatten
einen kleineren BMI als die Steinpatienten. Zuséatzlich war bei den Probanden
das ionisierte B-Kalzium hdher und das B-Kreatinin kleiner. Zwischen den bei-
den Patienten-Gruppen hingegen wurden keine Unterschiede festgestellt.
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Tabelle 13: Charakteristik und Blutparameter von gesunden Probanden und Nierensteinpatienten mit oder ohne Hyperoxal-

urie (withHO bzw. noHO) unter freier Diat

+

Parameter Gruppe p
Probanden noHO withHO noHO vs. noHO vs. withHO vs.
(N=105) (N=59) (N=60) withHO Probanden  Probanden

Alter (J) 379 + 101 456 + 114 440 =+ 127 ns <0.001 <0.001
Korpergewicht (kg) 745 * 109 794 * 136 819 = 120 ns 0.014 <0.001
Kérpergrésse (m) 1.78 = 0.07 1.75 + 0.08 1.75 = 0.07 ns 0.003 0.007
BMI (kg/m?) 234 + 34 26.0 + 35 26.7 + 3.9 ns <0.001 <0.001
B-Kalzium, ionisiert (mmol/l) 125 + 0.05 1.23 = 0.07 122 = 0.07 ns 0.022 0.001
B-Kreatinin (umol/l) 931 + 105" 975 + 107 9.9 + 93* ns 0.008 0.013
P5'P (nmol/l) 86.1 + 305 651 + 194 60.7 + 227 ns <0.001 <0.001
B-Albumin (g/1) 413 + 29" 407 + 2.8t ns

B-Alkalische Phosphatase (U/l) 742 + 20.0° 724 + 198" ns

B-Bicarbonat (mmol/l) 279 + 24° 281 + 1.8t ns

B-Chlorid (mmol/l) 105 + 3 104 + 2% ns

B-Glucose (mmol/l) 541 + 0.62° 578 + 1.68 ns

B-Harnsaure (umol/l) 319 = 104 331 = 77 ns

B-Harnstoff (mmol/l) 595 + 1.31 557 + 1.19* ns

B-Kalium (mmol/l) 404 * 0.31 403 £ 0.34 ns

B-Kalzium (mmol/l) 239 + 0.07 239 + 0.09 ns

B-Magnesium (mmol/l) 0.84 + 0.07° 0.83 + 0.07 ns

B-Natrium (mmol/l) 142 = 2 141 = 2 ns

B-Phosphat (mmol/l) 099 + 0.16 095 + 0.16° ns

B-Proteine (g/l) 775 + 40° 779 + 44t ns

B-PTH (pg/ml) 357 £ 135 350 £ 11.6 ns

‘Mittelwert + Standardabweichung. "Mann-Whitney U Test. *N=59. SN=58. "N=56. IN=93. "N=45.
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In Abbildung 16 sind die Serumkonzentrationen von Pyridoxal 5'-Phosphat der
gesunden Probanden und der Nierensteinpatienten dargestellt.

Die gesunden Probanden hatten eine héhere Konzentration an Pyridoxal 5'-
Phosphat als die beiden Patienten-Gruppen. Bei 5 Patienten mit Hyperoxalurie
und bei 1 ohne Hyperoxalurie waren die Konzentrationen von Pyridoxal 5'-
Phosphat tiefer als der tiefste Wert eines gesunden Probanden (36.2nmol/l).
Bei 23 Patienten mit Hyperoxalurie und bei 15 ohne Hyperoxalurie war das Py-
ridoxal 5’-Phosphat tiefer als der 5-95%-Referenzbereich der gesunden Pro-
banden (N=105; 50.8-152.6 nmol/l).
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Abbildung 16: Serumkonzentration von Pyridoxal 5-Phosphat von gesunden
Probanden (Controls) und von Nierensteinpatienten mit oder ohne Hyperoxal-
urie (withHO bzw. noHO) unter freier Diat

4.2.2 Lineare Beziehungen von Pyridoxal 5'-Phosphat

In der Tabelle 14 sind die Korrelationskoeffizienten r und die Signifikanz p von
Pyridoxal 5'-Phosphat dargestellt.

Zwischen Pyridoxal 5’-Phosphat und dem Alter, Kérpergewicht, Kérpergrdsse
oder BMI wurden keine Korrelationen festgestellt.

Nur bei den Probanden und bei den Patienten ohne Hyperoxalurie war das Py-
ridoxal 5-Phosphat mit der 4-Pyridoxinsdure positiv korreliert (s. Abbildung
13).

Bei den Patienten ohne Hyperoxalurie war das Pyridoxal 5’-Phosphat zusatz-
lich mit dem U-Kalzium und dem U-Magnesium positiv korreliert, wahrend nur
bei den Patienten mit Hyperoxalurie das Pyridoxal 5-Phosphat mit dem U-
Zitrat, U-Kreatinin und U-Glykolat positiv korreliert war.
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Tabelle 14: Korrelationen von Pyridoxal 5'-Phosphat mit den bestimmten Pa-
rametern. Aufgefihrt sind die Korrelationskoeffizienten r und die Signifikanz p

Parameter Guppe

Probanden noHO withHO

r p r p r p
Alter + 0.08 ns - 0.24 ns - 0.18 ns
Koérpergewicht + 0.04 ns - 0.09 ns - 0.01 ns
Kérpergrésse - 0.05 ns + 0.22 ns - 0.04 ns
BMI + 0.10 ns - 017 ns - 0.01 ns
4-Pyridoxinsaure + 0.41 <0.001 + 0.38 0.005 + 0.26 ns
U-Zitrat - 022 ns + 0.06 ns + 0.35 0.008
U-Glykolat + 0.05 ns + 0.04 ns + 0.27 0.040
U-Kreatinin + 0.11 ns + 0.18 ns + 0.30 0.024
U-Oxalat + 0.19 ns + 0.22 ns + 0.06 ns
B-Albumin + 0.10 ns + 0.28 0.034
B-Alkalische Phosphatase - 0.27 0.039 - 0.34 0.009
B-Glucose - 0.29 0.027 + 0.06 ns
B-Phosphat + 0.33 0.013 + 0.38 0.004
U-Kalzium + 0.32 0.015 + 0.11 ns
U-Magnesium + 0.29 0.028 + 0.20 ns

‘Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman.

In Abbildung 17 sind die Korrelationen zwischen dem Pyridoxal 5’-Phosphat

und dem B-Phosphat bzw. der B-Alkalischen Phosphatase dargestellt.

Bei den Steinpatienten war das Pyridoxal 5-Phosphat mit dem B-Phosphat
positiv und mit der B-Alkalischen Phosphatase negativ korreliert.
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Abbildung 17: Korrelationen zwischen der Serumkonzentration an Pyridoxal 5'-Phosphat und B-Phosphat bzw.
Alkalischen Phosphatase bei Nierensteinpatienten mit oder ohne Hyperoxalurie (withHO bzw. noHO) unter freier Diat



4.3 URIN- UND BLUTPARAMETER VON PROBANDEN UND NIEREN-
STEINPATIENTEN NACH VITAMIN-B6-BELASTUNG

4.3.1 Vergleich der drei Gruppen

Die Urin- und Blutparameter sowie die Charakteristik der Probanden und Nie-
rensteinpatienten sind in der Tabelle 15 dargestellt.

Die beiden Steingruppen unterschieden sich nach der Vitamin-B6-Belastung
nur in der Anderung des Urin-pH's.

In Abbildung 18 ist die Ausscheidung der 4-Pyridoxinsaure sowie die Serum-
konzentration von Pyridoxal 5'-Phosphat dargestellt.

Nach der Vitamin-B6-Belastung hatten sowohl die Nierensteinpatienten als
auch die gesunden Freiwilligen eine vergleichbare Ausscheidung an 4-
Pyridoxinsdure und auch fir A4-Pyridoxinsdure wurde zwischen den drei
Gruppen kein Unterschied festgestellt.

Im Gegensatz dazu waren die Serumkonzentrationen an Pyridoxal 5'-Phosphat
zwischen den Steinpatienten und den gesunden Mannern signifikant unter-
schiedlich. Unter der 7tagigen Belastung stieg die Konzentration zwar bei allen
Teilnehmern an, blieb jedoch bei 15 Steinpatienten (27%) tiefer als der 5-95%-
Referenzbereich der gesunden Manner (N=50; 312-834nmol/l). 12 Steinpatien-
ten (22%) hatten gar eine tiefere Konzentration an Pyridoxal 5'-Phosphat als
der tiefste Wert eines gesunden Probanden (283nmol/l).
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Tabelle 15: Charakteristik, Blut- und Urinparameter von gesunden Probanden und Nierensteinpatienten mit oder ohne

Hyperoxalurie (withHO bzw. noHO) nach der Vitamin-B6-Belastung’

+

Parameter Gruppe p
Probanden noHO withHO noHO vs. noHO vs. withHO vs.
(N=50) (N=15) (N=40) withHO Probanden Probanden

Alter (J) 374 + 10.9 550 + 838 50.8 + 125 ns <0.001 <0.001
Korpergewicht (kg) 752 + 11.3* 797 + 116" 822 + 116 ns ns 0.003
Korpergrosse (m) 179 + 0.07° 175 + 0.06" 175 + 0.07" ns ns 0.016
BMI (kg/m?) 236 + 3.6 262 + 3.9 271 + 3.9¢ ns 0.006 <0.001
P5'P (nmol/l) 546 + 180 429 + 115 415 + 180 ns 0.036 <0.001
OP5'P (nmolfl) 476 + 172° 382 + 110™ 390 + 182% ns ns 0.029
U-Glycolat (umol/24h) 409 * 205 427 = 102 483 = 196 ns ns ns
AU-Glycolat (umol/24h) -6 * 168 -13 £ 112 -38 + 119 ns ns ns
U-Kreatinin (umol/24h) 13434 + 3354 14066 =+ 2685 14924 + 3492 ns ns ns
O U-Kreatinin (umol/24h) -688 + 2332 930 * 203t -88 + 2483 ns 0.012 ns
U-Oxalat (umol/24h) 412 + 125 419 + 103 508 + 191 ns ns 0.012
A U-Oxalat (umol/24h) 27 + 150 1 £ 99 7 + 123 ns ns ns
U-pH 6.16 + 0.45 599 + 0.51 598 + 0.36 ns ns 0.041
AU-pH -0.08 = 048 -0.17 = 042 0.09 + 042 0.031 ns ns
U-4PA (umol/24h) 862 + 3283 1003 *= 226 857 + 354 ns ns ns
OU-4PA (umol/24h) 853 + 323 1013 + 239% 825 + 370" ns ns ns
U-Volumen (ml/24h) 1887 = 791 2205 * 687 2112 = 672 ns ns ns
AU-Volumen (ml/24h) 61 + 822 -80 + 429 151 + 517 ns ns ns

‘Mittelwert + Standardabweichung "Mann-Whitney U Test. *N=47. N=49. "N=14. IN=38. "N=39. "'N=8. ¥N=25. N=13. ""N=34.
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Abbildung 18: Ausscheidung der 4-Pyridoxinsdure sowie Serumkonzentration
von Pyridoxal 5'-Phosphat von den gesunden Probanden (Controls) und von
den Nierensteinpatienten mit oder ohne Hyperoxalurie (withHO bzw. noHO)
nach der Vitamin-B6-Belastung

4.3.2 Lineare Beziehungen von Pyridoxal 5'-Phosphat und der 4-Pyrido-
Xinsaure

In der Tabelle 16 sind die Korrelationskoeffizienten r und die Signifikanz p von
Pyridoxal 5'-Phosphat und der 4-Pyridoxinsdure mit den bestimmten Parame-
tern dargestellt.

Weder bei den Nierensteinpatienten noch bei den gesunden Freiwilligen wur-
den Korrelationen zwischen der Serumkonzentration an Pyridoxal 5'-Phosphat
bzw. der Ausscheidung an 4-Pyridoxinsdure und dem Alter, dem Kdérperge-
wicht oder der Kérpergrésse gefunden.

Bei den gesunden Probanden, nicht jedoch bei den Nierensteinpatienten, wa-
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ren sowohl die Serumkonzentration an Pyridoxal 5'-Phosphat als auch A&Pyri-
doxal 5’-Phosphat mit dem U-Oxalat/U-Kreatinin-Quotienten negativ korreliert
(s. Abbildung 19). Zusatzlich wurde zwischen APyridoxal 5’-Phosphat und
dem 4-Pyridoxinsdure/U-Kreatinin-Quotienten eine negative lineare Beziehung
festgestellt.

Bei den Probanden und bei den Patienten ohne Hyperoxalurie war der 4-
Pyridoxinsaure/U-Kreatinin-Quotient positiv. mit dem U-Oxalat/U-Kreatinin-
Quotienten korreliert (s. Abbildung 20).

Tabelle 16: Korrelationen von Pyridoxal 5'-Phosphat und der 4-Pyridoxinsaure
mit den bestimmten Parametern. Aufgeflhrt sind die Korrelationskoeffizienten r
und die Signifikanz p von gesunden Probanden und Nierensteinpatienten mit
oder ohne Hyperoxalurie (withHO bzw. noHO) nach der Vitamin-B6-Belastung

Korrelation zwischen Gruppe
Parameter 1 Parameter 2 Probanden noHO withHO
r p r p r p

P5-P Alter - 0.20 ns - 0.16 ns - 0.29 ns
Koérpergrosse + 0.09 ns + 0.07 ns - 0.20 ns
Kérpergewicht + 0.03 ns - 0.50 ns - 0.01 ns
B-Kreatinin + 0.34 0.033 - 0.15 ns + 0.16 ns
U-Oxalat/U-Kreatinin - 0.30 0.037 + 0.22 ns + 0.02 ns

OP5-P B-Kreatinin + 039 0.013 - 0.50 ns + 0.29 ns
Kreatinin-Clearance + 0.05 ns - 0.41 ns - 045 0.030
U-Kreatinin + 0.27 ns - 0.76 0.044 - 0.36 ns
U-Oxalat/U-Kreatinin - 0.35 0.017 + 0.12 ns + 0.11 ns
4-Pyridoxinsdure/U- - 0.30 0.038 + 0.43 ns + 0.18 ns
Kreatinin

4-PA Alter + 0.05 ns - 0.03 ns - 0.07 ns
Korpergrésse + 0.08 ns + 0.00 ns - 0.09 ns
Koérpergewicht - 028 ns - 0.50 ns + 0.04 ns
B-Kreatinin - 0.31 0.047 - 0.13 ns + 0.01 ns
U-Kreatinin + 0.11 ns - 014 ns + 0.39 0.015
Kreatinin-Clearance + 0.35 0.025 - 0.11 ns + 0.32 ns

O4-PA B-Kreatinin - 0.31 0.047 - 0.05 ns - 0.02 ns
U-Kreatinin + 0.10 ns - 013 ns + 0.34 0.048
Kreatinin-Clearance + 0.35 0.029 - 0.08 ns + 0.31 ns

4-PA/U-Kreatinin  B-Kreatinin - 040 0.011 + 0.07 ns - 0.07 ns
Kreatinin-Clearance - 0.12 ns - 0.53 0.047 - 0.08 ns
U-Kreatinin - 046 0.001 - 0.54 0.042 - 0.12 ns
U-Oxalat/U-Kreatinin + 043 0.003 + 058 0.030 - 0.09 ns

U-Glykolat/U-Oxalat - 0.38 0.008 - 0.32 ns + 0.22 ns

*Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman.

79



(=]
(#r)
Bai )

07 . Controls
r=-0.230
06 7 . * p =0.037
. - L]
05 - . : .

|

U-Oxalat/U-Kreatinin (nmol/l/umol/)

03_ ] ...l . - N
- ™ - - -‘-‘_‘-‘-_‘-
- "
02 - . . e
.. *

01 . . . : . . v - : 5
100 200 300 400 500 600 700 BOO 900 1000 1100
P5'P {nmal/l)
—_ .08 1
=
[=]
5 07 1
E .06 1 noHO
S 1 ns
:E = .
8
v ,04'- . L. . /
2 R
08—
o . - -
3 .02+ * .
S ] L]
01 T T . . . : : . . .
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
P5'P (nmol/l)
E 08 7
=]
EL 07 .
% withHO
£ .06 7 . ns
=2
E .05 1
E * .. L] . *
:% 04 » “ ., L | .-' -
2 _
Z03 " e e St
T ‘et
5 021 * . L4
-} -
01 T T T T T T T T T 1
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
P5'P (nmol/l)

Abbildung 19: Korrelation zwischen dem U-Oxalat/U-Kreatinin-Quotienten und
der Serumkonzentration an Pyridoxal 5'-Phosphat bei den gesunden Proban-
den (Controls) und bei den Nierensteinpatienten mit oder ohne Hyperoxalurie
(withHO bzw. noHO) nach der Vitamin-B6-Belastung
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Abbildung 20: Korrelation zwischen dem U-Oxalat/U-Kreatinin- und dem U-4-
Pyridoxinsdure/U-Kreatinin-Quotienten bei den gesunden Probanden (Con-
trols) und bei den Nierensteinpatienten mit oder ohne Hyperoxalurie (withHO
bzw. noHO) nach der Vitamin-B6-Belastung
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4.3.3 Oxalat- und Glykolatausscheidung vor und nach der Belastung

In Abbildung 21 sind die individuellen Anderungen der Ausscheidung an U-
Oxalat und U-Glykolat in Abhangigkeit von Tag 0 und Tag 7 dargestellt.

Unter der Vitamin-B6-Belastung énderte sich die Oxalatausscheidung bei kei-
ner der drei Gruppen. Einzig bei den Nierensteinpatienten mit Hyperoxalurie
kam es zu einem Absinken der Glykolatausscheidung.

Aus dieser Abbildung ist auch sehr gut erkennbar, wie die Ausscheidungen
von Oxalat und Glykolat innert einer Woche stark variieren kénnen.
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Abbildung 21: Individueller Wechsel der Oxalat- und Glykolatausscheidung bei
den Probanden (Controls) und den Nierensteinpatienten mit oder ohne Hyper-
oxalurie (withHO bzw. noHO) unter der Vitamin-B6-Belastung
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4.3.4 Unterscheidung zwischen metabolischer Hyperoxalurie und nicht
metabolischer Hyperoxalurie

Die 40 Nierensteinpatienten mit Hyperoxalurie konnten in zwei Gruppen zu je
20 Patienten unterteilt werden. Die eine Gruppe bestand aus Patienten mit ei-
ner geringen metabolischen Hyperoxalurie (MMH; definiert als Urinausschei-
dung von Glykolat > Oxalat > 450umol/24h, in mindestens 2 der 3 24h-Urine),
wéahrend die andere Gruppe aus Patienten mit einer '‘gewdhnlichen' Hyperoxal-
urie bestand (noMMH; definiert als Glykolat < Oxalat > 450umol/24h, in min-
destens 2 der 3 24h-Urine). In Tabelle 17 sind die Blut- und Urinparameter die-
ser beiden Gruppen nach der Vitamin-B6-Belastung zusammengefasst.

Tabelle 17: Blut- und Urinparameter von Nierensteinpatienten mit einer gering-
en metabolischen Hyperoxalurie und von Nierensteinpatienten mit einer 'ge-
wohnlichen' Hyperoxalurie (MMH bzw. noMMH) nach der Vitamin-B6-Belast-
ung

Parameter Gruppe p
noMMH MMH noMMH
(N=20) (N=20) vs. MMH

Pyridoxal 5’-Phosphat (nmol/l) 456 + 206 374 * 144 ns

O Pyridoxal 5'-Phosphat 468 + 209 325 + 137" 0.049

(nmol/l)

U-Glykolat (umol/24h) 409 + 187 558 + 178 0.004

AU-Glykolat (wmol/24h) 30 + 94 -46 + 142 ns

U-Kreatinin (umol/24h) 14568 + 4307 15279 + 2493 ns

A U-Kreatinin (umol/24h) 24 + 3003 -200 = 1900 ns

U-Oxalat (umol/24h) 509 + 252 507 + 107 ns

A U-Oxalat (umol/24h) -16 = 145 30 £ 95 ns

U-pH 5,92 + 0.41 6.05 + 0.29 ns

OU-pH 0.00 * 0.48 0.19 = 0.33 0.033

4-Pyridoxinsaure (umol/24h) 866 + 382 848 + 334 ns

N4-Pyridoxinsaure (umol/24h) 835 + 392° 814 =+ 356" ns

U-Volumen (ml/24h) 2174 + 677 2050 + 678 ns

AU-Volumen (ml/24h) 179 = 517 123 = 529 ns

‘Mittelwert + Standardabweichung "TMann-Whitney U Test. *N=11. SN=18. "N=14. IN=16.

Bei den Nierensteinpatienten mit der geringen metabolischen Hyperoxalurie
war die Ausscheidung an U-Glykolat auch nach der Vitamin-B6-Belastung hé-
her als bei den Patienten mit der 'gewohnlichen’ Hyperoxalurie. Zusatzlich un-
terschieden sich die beiden Gruppen in der Anderung des U-pH's. Hingegen
konnte weder fur Ausscheidung an 4-Pyridoxinsdure noch fir &4-
Pyridoxins&ure ein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
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In Abbildung 22 sind die Serumkonzentrationen an Pyridoxal 5'-Phosphat so-
wie das APyridoxal 5’-Phosphat der beiden Gruppen dargestellt.

Die Patienten mit der geringen metabolischen Hyperoxalurie hatten unter der
Belastung einen kleineren Anstieg an Pyridoxal 5'-Phosphat.
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Abbildung 22: Serumkonzentration an Pyridoxal 5'-Phosphat sowie Delta Pyri-
doxal 5'-Phosphat von Nierensteinpatienten mit einer geringen metabolischen
Hyperoxalurie (MMH) und von Nierensteinpatienten mit einer 'gewdhnlichen’
Hyperoxalurie (hoMMH) nach der Vitamin-B6-Belastung

4.4 DROP-OUT'S

Wahrend der Durchfihrung der Vitamin-B6-Studie waren total 8 Drop-out's zu
verzeichnen.

Von den 47 eingeschlossenen Nierensteinpatienten mit Hyperoxalurie mussten
nachtraglich sieben Patienten ausgeschlossen werden:

e Vier Patienten wurden ausgeschlossen, weil die Einschlusskriterien nicht
mehr erflllt waren. Bei einem genauen Studium der Krankengeschichten
zeigte sich, dass diese Patienten in den ersten drei 24h-Urinsammlungen
jeweils nur einmal eine Hyperoxalurie hatten und nicht wie gefordert mindes-
tens zweimal.

e Ein Patient konnte am letzten Tag aus beruflichen Grinden nicht zur Blut-
entnahme kommen und meldete sich ab.

e Ein Patient erkrankte wahrend der Studie an einer schweren Infektion und
wollte deshalb die Studie nicht beenden.

e Von einem Patienten konnte trotz mehreren Versuchen nur so wenig Blut
enthommen werden, dass es flur eine Analyse nicht reichte.

Von den 51 eingeschlossenen gesunden Freiwilligen musste ein Proband we-
gen schlechter Compliance ausgeschlossen werden.
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Unter den Patienten ohne Hyperoxalurie gab es keine Drop-out's.

4.5 UNERWUNSCHTE WIRKUNGEN / NEBENWIRKUNGEN

Total 21 von 105 Versuchspersonen (20.0%) haben unter der Vitamin-B6-
Belastung Nebenwirkungen wahrgenommen, wobei Mehrfachnennungen mdg-
lich waren.

13 von 55 Patienten (23.6%) bemerkien die folgenden Nebenwirkungen:
Durchfall (2x), Juckreiz (2x), brennende Zunge, Schweissausbruch, Kopf-
schmerzen, trockene Lippen, Verstopfung, Appetitabnahme, Appetitzunahme,
Abnahme von Schmerzen, besser gelaunt, Euphorie, keine Mittagsmuldigkeit
und mehr Energie.

Auch 8 von 50 Probanden (16.0%) haben Nebenwirkungen wahrgenommen:
Durchfall (2x), innere Unruhe nach Einnahme der Tabletten, Schwarzwerden
vor den Augen, tieferer Blutdruck, weniger Schlaf und dadurch bedingt Uber-
durchschnittliche Mdigkeit, Abnahme von Schmerzen, fiihlte sich besser so-
wie Euphorie.

5 DISKUSSION

Zahlreiche Studien in den vergangenen Jahren haben gezeigt, dass Pyridoxin
sowohl im Tierexperiment [Schneider 1977, Kridl 1984] als auch beim Men-
schen [Revusova 1978, Murthy 1982, Balcke 1983, Mitwalli 1988] mit Erfolg bei
Hyperoxalurie angewendet werden kann. Leider gibt es auch Studien, bei de-
nen die Teilnehmer keine Erniedrigung der Oxalatausscheidung [Tiselius
1977b, Edwards 1990] oder gar ein Ansteigen der Oxalurie zeigten [Edwards
1990]. Es wurden auch drei Félle einer geringen metabolischen Hyperoxalurie
beschrieben, bei denen jeder dieser drei Patienten ein anderes Verhalten auf
Pyridoxin zeigte [Gill 1986]. Der biochemische Grund dieses unterschiedlichen
Verhaltens gegeniber Pyridoxin ist nicht bekannt.

Die Ergebnisse unserer Studie zeigen, dass die Mehrzahl der Patienten mit ei-
nem idiopathischen Nierensteinleiden eine adequate Aufnahme und Absorp-
tion von Vitamin B6 hat. Sowohl vor als auch nach der B6-Belastung wurden
zwischen den drei untersuchten Gruppen, Probanden, Patienten ohne und Pa-
tienten mit Hyperoxalurie, fir die Ausscheidung an 4-Pyridoxinsaure keine sig-
nifikanten Unterschiede gefunden. Diese Resultate bestatigen somit Befunde
aus friheren Jahren, in denen die 4-Pyridoxinsdure-Ausscheidung bei Nieren-
steinpatienten nicht kleiner war als bei gesunden Freiwilligen [Tiselius 1977a,
Edwards 1990, Edwards 1991].

Wurden hingegen die Serumkonzentrationen von Pyridoxal 5'-Phosphat der
gesunden Probanden und der Nierensteinpatienten miteinander verglichen,
zeigte sich ein anderes Bild. Basal war das Pyridoxal 5’-Phosphat bei den Pa-
tienten ohne Hyperoxalurie niedriger als bei den Probanden, aber héher als bei
den Patienten mit Hyperoxalurie. Die Unterschiede fir das Pyridoxal 5’-
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Phosphat zwischen den idiopatischen Kalziumsteinpatienten und den Proban-
den waren signifikant. Bei 38% der Patienten mit Hyperoxalurie und bei 25%
der Patienten ohne Hyperoxalurie war das Pyridoxal 5’-Phosphat tiefer als der
5-95%-Referenzbereich der gesunden Probanden. Erwartungsgemass kam es
bei allen drei Gruppen unter der Vitamin-B6-Belastung zu einem signifikanten
Ansteigen der Serumkonzentration an Pyridoxal 5’-Phosphat, blieb jedoch bei
13% der Patienten ohne Hyperoxalurie und bei 33% der Patienten mit Hypero-
xalurie tiefer als der 5-95%-Referenzbereich der gesunden Probanden. Die
Unterschiede flir Pyridoxal 5’-Phosphat zwischen den idiopatischen Kalzium-
steinpatienten und den Probanden waren ebenfalls signifikant.

Bis heute ist lediglich eine Studie bekannt, in der die Konzentration von Pyri-
doxal 5’-Phosphat im Plasma von Nierensteinpatienten gemessen wurde. 1991
erhielten gesunde Freiwillige, 7 Patienten mit einer primdren Hyperoxalurie
vom Typ | und 8 Patienten mit einer geringen metabolischen Hyperoxalurie un-
terschiedliche Dosen an Pyridoxin [Edwards 1991]. Die Konzentration von Py-
ridoxal 5’-Phosphat schien bei den Patienten mit einer primaren Hyperoxalurie
niedriger als bei den gesunden Freiwilligen (p=0.178). Patienten mit einer ge-
ringen metabolischen Hyperoxalurie hatten eine signifikant niedrigere Konzen-
tration als die Gesunden. Die Autoren schlossen aus ihren Resultaten, dass
bei einer geringen metabolischen Hyperoxalurie Schwierigkeiten in der Um-
wandlung von Pyridoxin in Pyridoxal 5’-Phosphat bestehen kénnten.

Die Patienten mit einer geringen metabolischen Hyperoxalurie in der vorlie-
genden Studie hatten nach der B6-Belastung im Mittel eine tiefere Konzentra-
tion an Pyridoxal 5’-Phosphat als die Patienten ohne geringe metabolische Hy-
peroxalurie. Unsere Ergebnisse bestatigen somit die Befunde von Edwards,
gehen jedoch noch weiter, da nicht nur Patienten mit einer geringen metaboli-
schen Hyperoxalurie von einer Aktivierungsstérung des Vitamins B6 betroffen
waren, sondern, wie oben gezeigt, auch Kalziumsteinpatienten ohne Hyper-
oxalurie und "normale" Patienten mit Hyperoxalurie.

Bei 15 Patienten blieb nach der B6-Belastung die Konzentration an Pyridoxal
5-Phosphat tiefer als der 5-95%-Referenzbereich der gesunden Probanden.
Die Frage nach der Compliance dieser Teilnehmer ist berechtigt. Sie konnte
jedoch Uberprift werden mittels der Messung der 4-Pyridoxinsaure. 14 dieser
15 Patienten hatten eine Ausscheidung an 4-Pyridoxinséure, die innerhalb des
Referenzbereichs der gesunden Probanden lag. Lediglich ein Kal-
ziumsteinpatient hatte eine tiefere Ausscheidung, die jedoch immer noch héher
war als der tiefste Wert eines gesunden Probanden.

Unter der B6-Belastung &nderte sich bei keiner Gruppe die Oxalatausschei-
dung signifikant, und nur bei den Patienten mit Hyperoxalurie kam es zu einem
signifikanten Absinken der Glykolatausscheidung. Zahlreiche Autoren haben
von einer Erniedrigung der Oxalatausscheidung berichtet [Revasova 1978,
Murthy 1982, Balcke 1983, Mitwalli 1988]. Andere stellten keine signifikante
Veranderung oder sogar eine Erhéhung unter B6-Belastung fest [Edwards
1990]. Die Grinde fir diese unterschiedlichen Befunde sind vielfaltig, u.a. un-
terschiedliche Dauer der Pyridoxinsupplementation, unterschiedliche Dosen,
inhomogenes Patientenkollektiv und keine Oxalatrestriktion bzw. standardisier-
te Diat wahrend der Belastung.
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Die Gruppe der Steinpatienten war im Mittel &lter, kleiner, schwerer und dicker
als die gesunde Kontrollpopulation. Dies sollte aber nicht stdren, da fir die Se-
rumkonzentration an Pyridoxal 5’-Phosphat weder in der Kontrollgruppe noch
bei den Steinbildnern signifikante Korrelationen zu Alter, Kérpergrosse oder
Kérpergewicht gefunden wurden.

In der Literatur sind Probleme mit der Stabilitdt der B6-Vitamere bekannt und
auch genauer untersucht worden [Anderson 1974, Davis 1974a, Ang 1979,
Ubbink 1985, Shephard 1986]. Dem Erhalt der vollen Aktivitat von Pyridoxal 5’-
Phosphat und 4-Pyridoxinsaure und somit der Sicherstellung der Stabilitat
wahrend der Durchflihrung der Studie wurde eine hohe Prioritat beigemessen.
Da wahrend der Studie die Seren und die Urine der gesunden Probanden wie
auch der Nierensteinpatienten parallel und somit gleichzeitig gesammelt, gleich
verarbeitet, gelagert und analysiert wurden, kann eine diesbezlgliche Interfe-
renz ausgeschlossen werden.

Die Auswirkungen von Pyridoxin auf die Oxalatausscheidung bleiben kontro-
vers. Basierend auf den Ergebnissen dieser Studie kann gesagt werden, dass
Nierensteinpatienten mit einem idiopathischen Kalziumsteinleiden eine mit ge-
sunden Probanden vergleichbare Einnahme und Absorption an Vitamin B6 ha-
ben. Dass aber auch bei mehr als einem Drittel der Patienten mit Hyperoxal-
urie und bei einem Viertel der Patienten ohne Hyperoxalurie eine gestorte Akti-
vierung von Pyridoxin vorhanden ist, die ev. sogar massgeblich an der Ausbil-
dung dieses Krankheitsbildes beteiligt ist.
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4.3 Proteinbelastung von Nierensteinpatienten und
gesunden Freiwilligen

1 ZUSAMMENFASSUNG

Eine hohe Proteinzufuhr ist ein anerkannter Risikofaktor des Nierensteinlei-
dens. Die vorliegende Studie wurde entworfen, um bei idiopathischen Kal-
ziumsteinpatienten mit oder ohne geringe metabolische Hyperoxalurie und bei
gesunden Kontrollpersonen zu testen, ob eine proteinreiche Kost die Oxalat-
ausscheidung im Urin beeinflusst.

12 Patienten mit einer geringen metabolischen Hyperoxalurie, 8 Patienten oh-
ne Hyperoxalurie und 13 gesunde Manner wurden unter zwei Didten studiert,
zuerst unter einer 5tagigen Kost mit einer méassigen Proteinzufuhr, gefolgt von
einer 5tagigen Kost mit viel Fleischprotein. In beiden Didten wurden sowohl
oxalatreiche Nahrungsmittel, kinstlicher Sussstoff und Vitamin-C-enthaltende
Arzneimittel vermieden. Die Oxalatausscheidung im 24h-Urin zusammen mit
den Markern der Proteinzufuhr, wie Harnstoff, Phosphat, Harnsaure und Sulfat,
wurden am letzten Tag jeder Periode gemessen.

Die proteinreiche Kost bewirkte eine Zunahme der Oxalurie bei 7 der 20 Stein-
patienten, jedoch bei keiner der gesunden Kontrollpersonen. Falls die Gruppe
von 20 Mannern als reprasentativ flir Steinpatienten im allgemeinen waren,
darfte geschlossen werden, dass etwa ein Drittel der idiopathischen Kalzium-
steinpatienten auf proteinreiche Kost mit einer Zunahme der Oxalurie reagie-
ren.

Aus diesem Grund wird eine standardisierte Proteinbelastung vorgeschlagen,
um diejenigen Patienten zu identifizieren, bei welchen durch eine Fleischpro-
teinrestriktion das Risiko eines Steinrezidivs durch Reduktion der Oxalurie er-
niedrigt werden kdnnte.

2 EINLEITUNG

Ein Zusammenhang zwischen Diatfaktoren und Nephrolithiasis wurde zuerst
durch Andersen 1968 vermutet und seither durch verschiedene Studien besta-
tigt [Robertson 1978b, Boyce 1979, Ljunghall 1979, Robertson 1980]. So beo-
bachteten verschiedene Autoren eine starke Korrelation zwischen der Einnah-
me von tierischem Protein und dem Auftreten von Nierensteinen [Coe 1976,
Robertson 1978a, Trinchieri 1991, Curhan 1993]. Wahrend es allgemein aner-
kannt ist, dass ein Exzess an Protein zu einer erhéhten Ausscheidung an litho-
genen Substanzen, wie z.B. Kalzium [Robertson 1979, Fellstrom 1984, Was-
serstein 1987] und Harnsaure [Robertson 1979, Breslau 1988], und zu einem
Absinken der Zitratausscheidung fahrt, bleibt die Rolle der Einnahme an tieri-
schem Protein auf die Oxalatausscheidung kontrovers. In einigen Interventi-
onsstudien mit Proteinbelastung wurde ein Ansteigen der Oxalatausscheidung
[Robertson 1979, Urivetzky 1990], kein Ansteigen [Fellstrom 1984, Urivetzky
1987] oder ein Ansteigen nur bei gesunden Frauen beobachtet [Holmes 1993].
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Eine vergleichbare Diskrepanz wurde unter Proteinrestriktion gefunden [Ma-
rangella 1989, Giannini 1999]. Die Kontroverse kann an der Tatsache liegen,
dass die studierten Populationen heterogen waren und verschiedene Typen
von Nierensteinpatienten und gesunden Personen einschlossen.

Aus diesen Grinden wurde die Hypothese formuliert, dass, was die Oxa-
latausscheidung betrifft, nur spezifische Gruppen von Nierensteinpatienten,
z.B. Patienten mit einer sogenannten geringen metabolischen Hyperoxalurie,
sensitiv gegeniber Fleischprotein sein kdnnten. Die vorliegende Studie wurde
durchgefiihrt, um diese Hypothese zu testen. Es handelt sich um eine Interven-
tionsstudie, um den Effekt einer Fleischproteinbelastung auf das Urinoxalat bei
drei Gruppen von Teilnehmern, gesunden Kontrollen und idiopathischen Kalzi-
umsteinpatienten mit oder ohne geringe metabolische Hyperoxalurie, zu ver-
gleichen.

3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 AUSWAHL DER PATIENTEN UND PROBANDEN

Von 191 mannlichen Nierensteinpatienten, die zwischen Januar 1993 und De-
zember 1998 an der Medizinischen Universitatspoliklinik des Inselspitals unter-
sucht wurden, konnten 73 rezidivierende, idiopathische Kalziumsteinpatienten
(ICSF; definiert als Patienten mit infrarotspektroskopisch dokumentierten, kal-
ziumhaltigen Nierensteinen) aufgrund von 3 aufeinanderfolgenden 24h-Urin-
sammlungen als potentielle Kandidaten identifiziert werden. 43 idiopathische
Kalziumsteinpatienten hatten eine geringe metabolische Hyperoxalurie (MMH;
definiert als Urinausscheidung von Glykolat > Oxalat > 450umol/24h, in min-
destens 2 der 3 24h-Urine), und 30 idiopathische Kalziumsteinpatienten hatten
eine normale Oxalurie (noHO; definiert als Urinausscheidung von Oxalat <
450umol/24h in allen 3 24h-Urinsammlungen). Die betreffenden Patienten
wurden schriftlich eingeladen, an der Studie teilzunehmen. Mittels Zeitungsin-
seraten wurden gesunde Manner als Kontrollpersonen gesucht. Die Studie
wurde zwischen Dezember 1998 und April 1999 durchgefihrt.

Potentielle Ursachen von Nephrolithiasis, wie primarer Hyperparathyreoidis-
mus, renal tubulare Azidose, entzindliche Darmerkrankungen, Markschwamm-
niere, Sarkoidose, Vitamin-D-Intoxikation, Infektionen des Urintraktes wurden
vor der Teilnahme ausgeschlossen. Zusatzliches Ausschlusskriterium far die
gesunden Kontrollen waren ein friiherer Nierenstein.

21 Nierensteinpatienten, d.h. 13 Patienten mit einer geringen metabolischen
Hyperoxalurie und 8 Patienten ohne Hyperoxalurie, sowie 13 gesunde Manner
erklarten sich bereit, freiwillig an der Studie teilzunehmen. 1 Patient mit einer
geringen metabolischen Hyperoxalurie zog sich vor Beginn der Studie wegen
unspezifischer Abdominalbeschwerden zurtck.

Alle Teilnehmer waren in guter kdrperlicher Verfassung. Alle gaben ihr schriftli-
ches Einverstandnis zur Teilnahme an der Studie, welche durch die Kommissi-
on flr medizinisch-ethische Fragen der Fakultat Bern Uberprift und bewilligt
worden war.
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3.2 DURCHFUHRUNG DER PROTEINBELASTUNG

Ausgehend von ihrer gewohnten Kost erhielten alle Teilnehmer in einer ersten
Phase wéahrend 5 Tagen eine sogenannte ideale Kost (alters- und aktivitatsan-
gepasste Kalorienzufuhr mit 55% Kohlenhydrate, 30% Fette und 15% Pro-
teine), wonach eine erste 24h-Urinsammlung durchgefihrt wurde. In einer
zweiten Phase wurde eine Proteinbelastung durchgefiihrt, indem alle Teilneh-
mer wahrend 5 Tagen eine isokalorische, proteinreiche Kost (35% der gesam-
ten Kalorienzufuhr) einnahmen. Danach erfolgte erneut eine 24h-Urin-
sammlung. Beide Diaten wurden von einer diplomierten Erndhrungsberaterin
zusammengestellt und enthielten vergleichbare Mengen an Kalzium und Oxa-
lat. Wahrend der ganzen Testperiode waren die Teilnehmer angehalten, auf
Vitamin-C-haltige Arzneimittel und kinstliche Sussstoffe zu verzichten und ge-
nigend zu trinken, um auf ein Urinvolumen von mindestens 2000ml zu kom-
men. Die beiden Diaten waren so zusammengesetzt, dass sie zu Hause ein-
genommen werden konnten, und die dazu ndétigen Instruktionen wurden so-
wohl mundlich als auch schriftlich abgegeben (siehe Anhang 7.1). Wahrend
der ganzen Studie wurde von den Teilnehmern ein Tagebuch gefihrt, einer-
seits um die Compliance sicherzustellen und andererseits um die Studie mit-
tels PRODI 4.4, einer Software, entwickelt von der Sektion Erndhrung und
Diat, Departement Medizin, Universitat Freiburg, Deutschland, auswerten zu
kénnen. Mit Hilfe der Eintragungen in den Tageblchern konnte die genaue Zu-
sammensetzung der beiden Diaten bestimmt werden.

3.3 BEURTEILUNGSPARAMETER

3.3.1 Probensammlung und -aufbereitung

Alle Teilnehmer sammelten am letzten Tag jeder Phase einen 24h-Urin (von
06 Uhr am Morgen bis um 06 Uhr am nachsten Tag). Dazu wurden Plastikfla-
schen von 3.3 Liter Inhalt verwendet, die 10g Borsaure als Konservierungsstoff
enthielten. Nichternblutproben wurden am Ende der Studie enthommen.

3.3.2 Analysenmethoden

Oxalat wurde im Kalzium-Phosphat-Labor des Inselspitals mittels einer Oxalat-
oxidase-Methode bestimmt [Chiriboga 1963]. Gemass unseren Messungen
betragt der mittlere Intra-Assay-Variationskoeffizient fur Oxalat 8.5%. Glykolat
wurde mittels Glykolsaureoxidase [Kasidas 1979], Zitrat mittels Zitratlyase [Tof-
tegaard-Nielsen 1976] und Sulfat mittels HPLC bestimmt. Harnstoff, Kalzium,
Phosphat, Magnesium, Natrium, Kalium, Chlorid und Harnsaure wurden mittels
Autoanalyzer-Technik im Chemischen Zentrallabor gemessen. Die Vitamin-B6-
Metaboliten wurden im Serum (P5'P) und im 24h-Urin (U-4PA) mittels HPLC
quantitativ erfasst.

3.4 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die Daten sind angegeben als Mittelwert + Standardabweichung. Gruppenun-
terschiede zu Beginn der Studie wurden mittels nichtparametrischer Tests
oder mittels ANOVA untersucht, in Abhangigkeit von der jeweiligen Verteilung.
Bei den statistischen Analysen der Variation der Oxalatausscheidung wurde
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der Intra-Assay-Variationskoeffizient (CV) der Oxalatkonzentration (Conz) und
das Urinvolumen (V) in Betracht gezogen. Um ein Ansteigen der Oxalataus-
scheidung nach der Proteinbelastung als signifikant (p<0.05) zu akzeptieren,
musste die niedrige Schatzung des zweiten Wertes {Conz, x V, x (100% - 1.4
x CV)} grésser sein als die hohe Schatzung des ersten Wertes {Conz; x V; x
(100% + 1.4 x CV)}.

4 ERGEBNISSE

Tabelle 19 fasst die basalen Charakteristiken aller Teilnehmer zusammen.
Zwischen den drei Gruppen wurden keine Unterschiede beziiglich Alter und
BMI festgestellt.

Tabelle 19: Charakteristik der gesunden Probanden und Nierensteinpatienten
mit oder ohne geringe metabolische Hyperoxalurie (MMH bzw. noHO)"

Gruppe
Parameter Probanden  Alle Patienten MMH noHO
(N=13) (N=20) (N=12) (N=8)
Alter (J) 532 + 87 543 + 96 528 + 108 565 *+ 7.8
BMI (kg/m?) 266 + 29 268 + 34 277 + 37 255 + 24
Steinabgange (Anzahl/Person) 0 48 + 47° 53 + 56" 40 + 3.0'

‘Mittelwert + Standardabweichung. Tp<0.0001 vs. Probanden

Tabelle 20 gibt einen Uberblick {iber die Zusammensetzung der beiden Diéten
berechnet anhand der Aufzeichnungen in den Tageblchern der Teilnehmer.
Zwischen den drei Gruppen wurden fir die totale Energiezufuhr, den Prozent-
satz der Proteinenergie, Kohlenhydrate, Fett, Kalzium und Vitamin-B6-
Aufnahme weder in der idealen Kost noch in der proteinreichen Kost Unter-
schiede festgestellt. Die Proteinzufuhr war wahrend der proteinreichen Kost bei
den Patienten ohne Hyperoxalurie leicht niedriger als bei den Patienten mit
einer geringen metabolischen Hyperoxalurie. Wahrend der idealen Kost war
die Vitamin-C-Zufuhr bei den Kontrollen grésser als bei den idiopathischen
Kalziumsteinpatienten. Wahrend der proteinreichen Phase assen die Ver-
suchspersonen aller 3 Gruppen etwas grdossere Mengen an Fett und Vitamin
B6, jedoch etwas weniger Kohlenhydrate als vorgesehen, was in héherer Ener-
giezufuhr resultierte.

Abbildung 23 zeigt die Anderung der Oxalatausscheidung bei den drei Grup-
pen. Bei den Kontrollen und bei den Patienten ohne Hyperoxalurie wurde keine
signifikante Anderung beobachtet. Bei den Patienten mit einer geringen meta-
bolischen Hyperoxalurie hingegen kam es zu einem signifikanten Ansteigen
der Oxalatausscheidung im Urin.

Es muss herausgestrichen werden, dass unter der idealen Kost 9 von 13 Kon-
trollpersonen und 2 von 8 Patienten ohne Hyperoxalurie eine 24h-Oxalurie
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Uber dem Referenzbereich hatten, wahrend 4 von 12 Patienten mit einer ge-
ringen metabolischen Hyperoxalurie eine normale Oxalurie aufwiesen.

Tabelle 21 fasst andere Urinparameter zusammen: Unter der idealen Kost wa-
ren das Kalzium und das Phosphat signifikant héher bei den Patienten mit ei-
ner geringen metabolischen Hyperoxalurie als bei den Kontrollen und bei den
Patienten ohne Hyperoxalurie. Wie erwartet, war das Glykolat héher bei den
Patienten mit einer geringen metabolischen Hyperoxalurie als bei den Kontrol-
len. Unter der proteinreichen Kost stiegen Harnstoff, Harnsaure, Phosphat und
Glykolat bei allen Gruppen ahnlich an. Gleichzeitig war ein abfallender Trend
des Zitrats zu beobachten.

Die Serumkonzentration von Pyridoxal 5’-Phosphat war bei allen Teilnehmern
normal sowohl zu Beginn als auch am Ende der Studie (Referenzbereich: 50-
142nmol/l). Das Pyridoxal 5’-Phosphat erhdhte sich wahrend der Studie inner-
halb des Referenzbereichs (p=0.003), jedoch ohne signifikanten Unterschied
zwischen den Gruppen (Kontrollen: von 9634 auf 124+31nmol/l, MMH: von
98137 auf 120+44nmol/l, ICSF: von 89424 auf 112+31nmol/l).

Abbildung 24 zeigt die individuellen Werte von Pyridoxal 5’-Phosphat und 4-
Pyridoxinsdure. Die Teilnehmer mit den tiefsten 4 Serumkonzentrationen an
Pyridoxal 5’-Phosphat und den tiefsten 5 Ausscheidungen an 4-Pyridoxinsaure
waren alles Nierensteinpatienten.

Bei den Kalziumsteinpatienten wurde eine positive Korrelation zwischen der
Serumkonzentration an Pyridoxal 5’-Phosphat und der Ausscheidung an 4-
Pyridoxinsdure gefunden; dies war bei den gesunden Kontrollen nicht der Fall
(s. Abbildung 25). Andererseits wurde nur bei den gesunden Kontrollpersonen
eine stark negative Korrelation zwischen der Oxalurie und der Serumkonzen-
tration an Pyridoxal 5’-Phosphat gefunden nicht jedoch bei den Kalziumstein-
patienten (s. Abbildung 26).
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Tabelle 20: Zusammensetzung der beiden Diaten, ideale Kost (MPD) und proteinreiche Kost (HPD), der gesunden Pro-
banden und der Nierensteinpatienten mit oder ohne geringe metabolische Hyperoxalurie (MMH bzw. noHO)

Gruppe

N&hrstoffaufnahme Diat Probanden Alle Patienten MMH noHO

(N=13) (N=20) (N=12) (N=8)

Protein (g/24h) MPD 75 + 14 81 + 13 84 + 13 77 £ 12
HPD 184 + 31t 191 + 291 201 + 277 172 + 20"
Proteinenergie/Totale Energie (%) MPD 164 = 23 16.7 = 241 165 = 26 164 = 1.0
HPD 315 + 521 305 + 34' 312 + 36" 293 + 3.0

Fett (g/24h) MPD 57 + 8 64 + 17 64 + 16 63 + 19
HPD 90 + 21T 95 + 13' 96 + 15' 93 + 10'

Kohlenhydrate (g/24h) MPD 250 + 59 265 + 71 273 + 77 251 + 57
HPD 209 + 81" 217 + 55' 227 + 53" 200 + 57

Energie/Kérpergewicht (KCal/kg) MPD 23 + 3 25 + 5 25 + 6 25 + 5
HPD 31 + 6 32 + 5 32 + 6 32 + 4t
Kalzium (mg/24h) MPD 1028 + 317 1245 + 443 1336 + 525 1090 + 192
HPD 1185 + 481 1312 + 560" 1331 + 582 1279 + 562

Vitamin C (mg/24h) MPD 198 + 155 115 + 64* 124 + 70 100 + 54
HPD 137 + 69 107 + 57 121 + 55 82 + 56
Vitamin B6 (mg/24h) MPD 16 + 05 1.4 + 05 1.4 + 05 1.3 + 04
HPD 29 + 05 29 + 0.8 31 + 09' 27 + 08

‘Mittelwert + Standardabweichung von 5 Tagen. Tsignifikant vs. MPD. *signifikant vs. Probanden. ”signifikant vs. MMH.
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Abbildung 23: Individuelle Anderung der Oxalatausscheidung der gesunden Probanden und der Nierensteinpatienten mit
oder ohne geringe metabolische Hyperoxalurie (MMH bzw. noHO) unter der idealen Kost (MPD) verglichen mit der prote-
inreichen Kost (HPD)
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Tabelle 21: Anderungen von weiteren Urinparametern beim Wechsel von der idealen Kost (MPD) zur proteinreichen Kost
(HPD) bei den gesunden Probanden und bei den Nierensteinpatienten mit oder ohne geringe metabolische Hyperoxalurie

(MMH bzw. noHO)'

Gruppe
Urinparameter Diat Probanden Alle Patienten MMH noHO
(N=13) (N=20) (N=12) (N=8)
Glykolat (umol/24h) MPD 499 + 154 576 + 168 633 + 160* 490 + 149
HPD 804 + 250" 883 + 30 991 + 288' 721 + 255"
Harnstoff (mmol/24h) MPD 452 + 101 494 + 119 533 + 124 435 + 86
HPD 851 + 176" 813 + 203" 885 + 139" 706 + 244"
Kalzium (mmol/24h) MPD 56 + 3.7 8.7 + 4.0 10.7 + 3.7 57 + 1.9
HPD 61 + 3.6 10.0 + 55™ 120 + 5.7* 71 + 3.8
Natrium (mmol/24h) MPD 210 + 49 216 + 67 237 + 66 186 + 60
HPD 276 + 877 271 + 717 285 + 63 250 + 80
Sulfat (mmol/24h) MPD 235 + 7.7 255 + 9.9 285 + 11.0 21.0 + 58
HPD 43.0 + 9.0 39.6 + 13.9 44.0 + 14.7 330 + 10.3"
Phosphat (mmol/24h) MPD 323 + 103 376 + 10.6 41.8 + 10.9° 312 + 6.7
HPD 454 + 157" 472 + 126" 515 + 123" 408 + 108"
Harnsaure (mmol/24h) MPD 4297 + 963 3901 + 741 4192 + 721 3464 + 557*
HPD 6557 + 17977 6093 + 1448" 6739 + 10527 5123 + 1470™
Zitrat (mmol/24h) MPD 825 + 273 820 + 272 850 + 267 775 + 291
HPD 781 + 259 724 + 2721 766 + 226 660 + 336
Magnesium (mmol/24h) MPD 65 + 1.6 67 + 2.3 75 + 2.1 54 + 20"
HPD 63 + 1.7 6.8 + 2.8 77 + 3.0 56 + 2.2
4-Pyridoxinsaure (umol/24h) MPD 10.1 + 3.4 9.7 + 438 96 + 3.9 99 + 6.2
HPD 133 + 3.8 11.3 + 441 12.0 + 4.0 10.3 + 4.2
Urinvolumen (ml/24h) MPD 3069 + 584 2698 + 989 3142 + 884 2031 + 762"
HPD 3208 + 515 2940 + 1165 3425 + 1141 2213 + 792"

‘Mittelwert + Standardabweichung von 5 Tagen. Tsignifikant vs. MPD. *signifikant vs. Probanden. "signifikant vs. MMH.
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Abbildung 24: Serumkonzentration von Pyridoxal 5'-Phosphat und Ausschei-
dung der 4-Pyridoxinsaure unter der proteinreichen Kost. Die nicht ausgefillten
Kreise (0) entsprechen den Patienten mit einem signifikanten Ansteigen der
Oxalatausscheidung. Die beiden horizontalen Linien entsprechen dem 2.5%
Quantil des Referenzbereichs.
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Abbildung 25: Korrelationen zwischen der Serumkonzentration an Pyridoxal 5'-Phosphat und der Ausscheidung an 4-
Pyridoxinsdure bei den gesunden Probanden (Controls) und bei den Nierensteinpatienten (ICSF). Die nicht ausgeflllten
Kreise (O) entsprechen den Patienten ohne Hyperoxalurie. Kreise mit einem Balken (&) entsprechen Patienten mit einem
signifikanten Ansteigen der Oxalatausscheidung.
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Abbildung 26: Korrelationen zwischen der Oxalatausscheidung und der Serumkonzentration an Pyridoxal 5'-Phosphat bei
den gesunden Probanden und bei den Nierensteinpatienten unter der proteinreichen Kost. Die nicht ausgeflllten Kreise

(O) entsprechen den Patienten ohne Hyperoxalurie. Kreise mit einem Balken (&) entsprechen Patienten mit einem signifi-
kanten Ansteigen der Oxalatausscheidung.
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5 DISKUSSION

Bereits frih wurde postuliert, dass eine exzessive Proteinzufuhr bei der Bil-
dung von Nierensteinen eine SchlUsselrolle spiele [Coe 1976, Robertson
1978a, Trinchieri 1991, Curhan 1993], weil sie zu einem Ansteigen der Aus-
scheidung an lithogenen Substanzen, wie z.B. Kalzium [Robertson 1979, Fell-
strom 1984, Wasserstein 1987] und Harnsaure [Robertson 1979, Breslau
1988], fuhrt und die Ausscheidung von Zitrat erniedrigt [Fellstrom 1984]. Die
genaue Rolle einer hohen Proteinzufuhr auf die Oxalatausscheidung blieb je-
doch kontrovers, da die durchgefiihrten Studien sowohl bei gesunden Freiwilli-
gen als auch bei Nierensteinpatienten zu unterschiedlichen Ergebnissen ge-
langten. Einzelne Studien zeigten nach einer Proteinbelastung eine erhéhte
Ausscheidung an Oxalat [Robertson 1979, Urivetzky 1990, Holmes 1993]. An-
dere Studien konnten diese Resultate nicht bestatigten [Fellstrom 1984, Uri-
vetzky 1987, Kok 1990, Holmes 1993].

Die vorliegende Studie wurde entworfen, um zu testen, ob idiopathische Kal-
ziumsteinpatienten oder nur eine Subpopulation, d.h. Patienten mit einer ge-
ringen metabolischen Hyperoxalurie, bei einer erhdhten Zufuhr an Fleischpro-
tein mit einem Ansteigen der Oxalatausscheidung reagieren. Tatsachlich zei-
gen die vorliegenden Daten, dass eine proteinreiche Kost in einem Drittel der
Falle ein Ansteigen der Oxalatausscheidung im Urin von Kalziumsteinpatienten
induzierte, nicht jedoch bei gesunden Kontrollen. Man muss sich nun fragen ob
die Einteilung in "Patienten mit einer geringen metabolischen Hyperoxalurie"
Uberhaupt berechtigt ist. Wir beobachteten, dass (1.) unter der idealen Kost
nicht alle gesunden Kontrollen ein normales Urinoxalat hatten und das trotz
einer niedrigen Oxalatzufuhr, (2.) 4 von 12 Patienten mit einer geringen meta-
bolischen Hyperoxalurie eine normale Oxalurie aufwiesen und (3.) 2 von 8 Pa-
tienten ohne Hyperoxalurie eine erhdhte Oxalurie hatten. Folglich variierte die
Oxalurie weit, und die Einteilung der Patienten in verschiedene Gruppen kann
gut nur einem vortbergehenden Zustand entsprechen.

Weil alle Teilnehmer nur eine begrenzte Menge an Oxalat einnahmen, hat die
bei den Kalziumsteinpatienten beobachtete erhdhte Oxalatausscheidung nach
der Proteinbelastung einen metabolischen Ursprung. Eine Interferenz mit Vit-
amin C ist aufgrund der Aufzeichnungen unwahrscheinlich. Das beobachtete
Absinken der Kohlenhydratzufuhr nach dem Wechsel von der idealen auf die
proteinreiche Kost, sollte, wenn Uberhaupt, die Oxalurie erniedrigen, nicht aber
erhdhen [Nguyen 1989, 1995, 1998]. Es ist auch unwahrscheinlich, dass das
Ansteigen der Fetteinnahme, entstanden beim Wechsel auf die proteinreiche
Kost, zur Anderung der Oxalurie beitrug. Tatsachlich kann Fett durch die Bin-
dung von Kalzium die intestinale Absorption von Oxalat erhéhen [Masai 1995].
Allerdings hatte man dann erwartet, dass dies auch bei den gesunden Kontrol-
len geschehen wirde und nicht nur bei den Kalziumsteinpatienten.

Andere Argumente flir ein proteinabhéngiges Ansteigen der Oxalurie sind die
Korrelationen zwischen der Anderung der Oxalurie und der Anderung der Urin-
marker der Proteinzufuhr. Die Tatsache, dass diese Korrelationen nur bei den
Kalziumsteinpatienten vorhanden waren, stitzt die Behauptung eines pro-

100



oxalurischen Effekts der Proteine bei diesen Patienten.

Bei den 7 Patienten mit der positiven oxalurischen Antwort auf die Fleischpro-
teinbelastung konnte nichts Spezifisches gefunden werden. Die Serumkon-
zentration an Pyridoxal 5-Phosphat und die Ausscheidung an 4-
Pyridoxinsdure waren bei diesen Patienten beide normal. Betrachtet man die
Daten genauer, so war bei 25% der idiopathischen Kalziumsteinpatienten die
Ausscheidung an 4-Pyridoxinsdure tiefer als der tiefste Wert einer Kontrollper-
son. Zusatzlich wurde bei den Patienten eine positive Korrelation zwischen Py-
ridoxal 5’-Phosphat und 4-Pyridoxinsdure gefunden. Die Tatsache, dass bei
den gesunden Kontrollen eine negative Korrelation zwischen dem U-Oxalat
und dem Pyridoxal 5’-Phosphat vorhanden war, unterstitzt zusatzlich die Be-
ziehung zwischen dem Vitamin-B6-Status eines Individuums und seiner Oxa-
latausscheidung. Dass diese Beziehung bei den idiopathischen Kalziumstein-
patienten fehlte, illustriert zusatzlich die Tatsache, dass bei einem Teil der Pa-
tienten verglichen mit der gesunden Population der Vitamin-B6-Metabolismus
gestort ist, wie bereits beschrieben. Dies alles der Reihe nach mag zumindest
teilweise zur beobachteten Proteinsensitivitdt und/oder Hyperoxalurie bei ei-
nem erheblichen Teil der Patienten mit einer sogenannten idiopathischen Kal-
ziumoxalatsteinbildung beitragen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass ca. ein Drittel der Patienten mit
einem idiopathischen Kalziumsteinleiden, was die Oxalatausscheidung betrifft,
gegeniber Fleischprotein sensitiv sind. Nicht alle Patienten sind jedoch gleich
empfindlich und um sicher zu sein, dass eine diatetische Massnahme zu einer
Anderung der Oxalatausscheidung flihrt, braucht es wahrscheinlich mehrere
24h-Urine oder viel mehr Versuchspersonen oder beides. Vom praktischen
Standpunkt her kann eine Proteinbelastung vorgeschlagen werden, um dieje-
nigen Patienten zu identifizieren, die zumindest theoretisch am meisten von
einer Einschrankung der Fleischproteinzufuhr profitieren wirden, um dadurch
das Risiko eines Rezidivs zu reduzieren. Die Hypothese des aktiven Vitamin-
B6-Mangels als Ursache dafir hat sich nicht bestatigt.
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5 ZUSAMMENFASSUNG, SCHLUSSFOLGE-
RUNGEN UND PERSPEKTIVEN

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, ob die idiopathi-
sche Hyperoxalurie verursacht wird durch (1.) einen inadequaten Gehalt an
Vitamin B6 in der Nahrung, (2.) eine ungenidgende Absorption im Darm
und/oder (3.) eine gestdrte Aktivierung von Vitamin B6. Zusatzlich wollten wir
beobachten, ob bei gewissen Patienten dieser allfallige Aktivationsmangel, be-
zlglich der Oxalatausscheidung, mit einer Uberempfindlichkeit gegentber
Fleischprotein verbunden sein kénnte. Die Hypothese wurde anhand von drei
Teilprojekten Uberpruift.

In einem ersten Teil wurde zur routinemassigen Erfassung der beiden B6-
Vitamere, Pyridoxal 5'-Phosphat und 4-Pyridoxinsaure, eine geeignete Mess-
methode im Labor entwickelt und geprift. Unter Beriicksichtigung von Sensiti-
vitat und Stabilitdt konnte eine einfache, qualitative und quantitative HPLC-
Bestimmungsmethode fir das im Serum enthaltene Pyridoxal 5’-Phosphat und
die im Urin ausgeschiedene 4-Pyridoxinsdure entwickelt werden. Es handelte
sich um eine isokratische Methode mit einem Elutionsmittel sowie der Verwen-
dung von Fluoreszenzdetektion nach Post-Saulen-Derivatisierung mittels Na-
triumbisulfit. Die Selektivitat und die Recovery der Methode waren hoch.

Im zweiten Teil wurde mit gesunden Probanden und Nierensteinpatienten eine
offene, nicht randomisierte, klinische Studie durchgeftihrt.

Von 157 gesunden Probanden, 78 idiopathischen Kalziumsteinpatienten ohne
Hyperoxalurie und 79 mit Hyperoxalurie wurden 24h-Urine und Nichternblut-
proben untersucht. 50 gesunde Probanden, 15 Patienten ohne Hyperoxalurie
und 40 Patienten mit Hyperoxalurie nahmen anschliessend freiwillig an einem
7-tagigen Vitamin-B6-Belastungstest teil. Vor der B6-Belastung wurden fur die
Urinausscheidung an 4-Pyridoxinsaure zwischen den drei Gruppen keine Un-
terschiede gefunden. Bei den Nierensteinpatienten war die Serumkonzentra-
tion von Pyridoxal 5’-Phosphat niedriger als bei den Probanden. In 38.3% der
Patienten mit Hyperoxalurie und bei 25.4% der Patienten ohne Hyperoxalurie
war das Pyridoxal 5’-Phosphat tiefer als der 5-95%-Referenzbereich der ge-
sunden Probanden. Auch nach der Vitamin-B6-Belastung wurden zwischen
den drei Gruppen flr die 4-Pyridoxinsdure keine Unterschiede festgestellt. Die
Serumkonzentration an Pyridoxal 5’-Phosphat stieg bei allen Teilnehmern an,
blieb jedoch bei 13.3% der Patienten ohne Hyperoxalurie und 32.5% der Pa-
tienten mit Hyperoxalurie tiefer als der Referenzbereich der gesunden Teil-
nehmer.

Mit Hilfe dieser kontrollierten Studie konnte gezeigt werden, dass (1.) die idio-
pathische Kalziumsteinpatienten mit oder ohne Hyperoxalurie eine mit gesun-
den Probanden vergleichbare Zufuhr und Absorption an Vitamin B6 hatten, da
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sowohl vor als auch nach der Belastung keine Unterschiede in der Ausschei-
dung an 4-Pyridoxinsédure festgestellt wurden. (2) Bei mehr als einem Drittel
der Kalziumsteinpatienten mit Hyperoxalurie und bei einem Viertel der Kal-
ziumsteinpatienten ohne Hyperoxalurie war eine gestoérte Aktivierung von Vit-
amin B6 vorhanden, da bei gleicher Zufuhr und Absorption die Serumkonzen-
tration an Pyridoxal 5’-Phosphat tiefer war. Aufgrund der Messungen der 4-
Pyridoxinsdure im Urin sowohl vor als auch nach der Belastung konnte eine
fehlende Compliance der Teilnehmer ausgeschlossen werden.

Im dritten Teil dieser Arbeit wurden 12 Nierensteinpatienten mit einer geringen
metabolischen Hyperoxalurie, 8 Nierensteinpatienten ohne Hyperoxalurie und
13 gesunde Manner unter zwei Didten studiert, zuerst unter einer 5-tagigen
idealen Kost, gefolgt von einer 5-tdgigen Kost mit viel Fleischprotein.

Unter der Proteinbelastung stieg die Oxalurie bei 4 Patienten mit einer gerin-
gen metabolischen Hyperoxalurie und 3 Patienten ohne Hyperoxalurie aber bei
keinem der gesunden Kontrollen. Aus den Ergebnissen kann abgeleitet wer-
den, dass schatzungsweise ein Drittel der idiopathischen Kalziumsteinpatien-
ten empfindlich ist gegenlber Fleischprotein und mit einer Erhéhung der Oxa-
latausscheidung reagiert. Einschrankend muss hier nochmals erwahnt werden,
dass die Oxalatausscheidung im Urin von Tag zu Tag sehr variabel ist. Des-
halb sollten viel mehr 24h-Urin-Messungen gemacht werden und die Anzahl
Teilnehmer pro Gruppe viel grésser sein.

Aufgrund der gewonnenen Erkenntnisse drangen sich weitere Uberlegungen
und Fragen auf, denen neue Hypothesen zwangslaufig folgen.

e So ware es interessant zu wissen, was, trotz der vergleichbaren Zufuhr und
Absorption an Vitamin B6, mit dem Pyridoxin im Organismus derjenigen
Kalziumsteinpatienten geschieht, die eine gestdérte Aktivierung aufweisen.
Mit der entwickelten HPLC-Methode kénnten ohne grésseren Aufwand nebst
Pyridoxal 5’-Phosphat und 4-Pyridoxinsdure auch noch weitere Metaboliten
von Pyridoxin bestimmt werden, wie z.B. Pyridoxin- oder Pyridoxamin-
Phosphat. So ist denkbar, dass diese Patienten quantitativ und/oder qualita-
tiv eine andere metabolische Transformation aufweisen als gesunde Pro-
banden.

e Die Bestimmung des Oxalats im Blut der Probanden und Patienten ware hilf-
reich und wirde aufzeigen, ob zwischen dem Oxalat im Blut und der Oxa-
latausscheidung im Urin tatsachlich eine Korrelation besteht oder eher nicht.

e Interessant ist auch die Tatsache, dass zur Bildung von Pyridoxalphosphat
aus Pyridoxin Vitamin B2 notwendig ist, genauer gesagt ein Enzym, welches
durch Riboflavin aktiviert wird [Kieffer 1988]. Verschiedene Autoren vermu-
ten, dass eine hdéhere Riboflavinzufuhr den Vitamin-B6-Status verbessern
kénnte [Lowik 1994]. So konnte auch gezeigt werden, dass Personen mit ei-
nem Vitamin-B2-Mangel verglichen mit gesunden Kontrollen eine kleinere
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Ausscheidung an 4-Pyridoxins&dure aufweisen [Kodentsova 1993].

Eine wichtige Rolle im B6-Metabolismus spielt auch die Alkalische Phospha-
tase. Bevor Pyridoxal 5’-Phosphat aus der Leber in andere Gewebe aufge-
nommen wird, wird Pyridoxal 5’-Phosphat durch die Alkalische Phosphatase
dephosphoryliert [Merrill 1990]. In der vorliegenden Arbeit wurde bei Nieren-
steinpatienten eine negative Korrelation zwischen der Alkalischen Phospha-
tase und der Serumkonzentration an Pyridoxal 5’-Phosphat gefunden, ein
Zusammenhang, auf den auch in der Literatur hingewiesen wird [Kant 1988,
Wan 1993, Igbal 1998, Bates 1999]. Inwieweit die Alkalische Phosphatase
einen Einfluss auf die gestbrte Aktivierung des Pyridoxal 5’-Phosphat in ge-
wissen Nierensteinpatienten hat bleibt offen.
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7 ANHANG

7.1 Informationsmappe Proteinbelastung
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Informationsmappe

e fiuir
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MENUVORSCHLAGE Phase 1

% Austauschmenu fiir Mittagessen

Mittagessen Nr.1 _ Mittagessen Nr. 4

Chines. Nudelpfanne aus:

gek. Teigwaren Fleischspiessli

Champignon, Peperonistreifen Naturalsauce/Fleischsauce
Lauchstreifen

seperat: Pouletbrust mit Bratensauce Polenta

Griner Salat mit Radieschen Mischgemiise (Riebli, Blumenkohl, Mais;
Dressing ‘Nusslisalat mit Dressing
Mittagessen Nr. 2 Mittagessen Nr. 5

Fischfilet Zitronensauce Schnitzel mit Pilzsauce
Schnittlauchkartoffeln . Hormli

Riebli gedinstet . : Zucchetti mit Peperoni gedinstet
Blattsalat mit Dressing Griiner Salat mit Dressing
Mittagessen Nr, 3 % Menge sieche Tagesplan

Reispfanne aus:

gek. Reis, Rinderhack,

diverses Gemiise und gek. Reis
Chiccoreésalat mit Dressing

personfuschifagesplan i Phase)
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MENUVORSCHLAGE fiir Phase 1

% Austauschmenu fiir Abendessen

Abendessen Nr. 1

Kase

Forelienfilet gerduchert

Meerretich geraffelt, Zitronenschnitze,
Zwiebelringe; Rohkost: Gurke etc.
Brot '

Margarine

Abendessen Nr. 2
Gemiisesalat aus: Kase &
einem gekochtem Ei

Rohkost nach Belieben
Vollkorntoast, Margarine /Butter

Abendessen: Nr 3

Gemisequark: aus Quark mit Gemise-
sorten -nach Belieben

Bindnerfleisch

Gschwellti

Rohkost

personiuschiTagesplan fir Phasel

Abendessen Nr. 4

Hittenk&se mi frischen Krautern
magerer Schinken (roh, gekocht)
Cornichons, Tomatenschnitze
Brot & Butter

Abendessen Nr. B

Farmersalat aus: Thon Rosé (i. Wasser) &
Fetakase & Tomaten, Gurken, Peperoni, Pilze
Dressing

Brot & Butter

Abendessen Nr. 6

Rohschinken
Kéase
Melonenschnitze
Brot & Butter
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Tagesplan fiir Phase 1 (d1-d5)

Frihstick
Tl T

phm s

g}iﬁg?ﬁf'. TR e S R R S e
A x.’?‘%;‘%}ﬁéﬁkpﬁgmﬁ-gﬁ 'ffhﬁﬂﬁﬁhﬁf%-w B e e Al ..?ﬁ:‘f{—i”‘

Tes oder Kaffee nach Belieben

Brot 3 Scheiben 125-150 g
oder

Getreideflocken: 6-7 EL 60-75g
Butter/Margarine: 1-2 TL ca, 10g
Konfitire/Honig e 1-2TL ca 25g
Mifch o 1 Glas 2 di
oder

Joghurt : 1 Becher : 180 g
oder ST o

Kase 1 Zundholzkastligrésse 20-40g
Znieni

St P
L o e R e kg
Frische Frichte 1 Portion

{(ausser Mango, Rhabarber}
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Tage.splun fir Phase 1 (d1-d5)

Mittagessen

Fhmar &xwt A \rm.,-w,_' w?ﬁ .w """" SR
;’éﬁiﬁ"‘: W -@"..f‘“ﬁ%ﬂkk'ﬁ:- jl&m‘%ﬂ% @;@-}:ﬁﬁ W\%&%?”

Brot oo 3 Scheiben ' 125-150 g
oder

Kartoffeln (Salzkartoffeln, Gschweiiti, Stecki) 300 g

oder

Pommes frites 150 g

oder

Reis, Teigwaren 250 g (gekocht) 75 q (roh)
oder

Hirse, Mais (Polenta), Griess 300 g (gekocht) 75 g (roh)
Salat (ohne Chicoree, Lowenzahn) 1 Portion 40 g
GemUsSe ohne Spinat, Mangaididaulstiel, Randen, Bohnen) 1 Portion

Salalsauce

Fleisch, mager 80-100 g

oder

Fisch, mager 100-120 g

Sauce/Jus

Bratfett 1TL

Salatdl 1TL

Zvieri

R e e T e
Frische Frijchte 1 Portion

(ausser Mango. Rhabarber})
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Tagesplan fur Phase 1 (d1-d5)

Abendessen ) |

S S S AE)
Brot - 3 Scheiben 150 g
oder

Kartoffeln (sssratofien, Gsehwelt, Stock) 300 g

Salat (ohne Chicoree, Lswenzann) oder 1 Porfion 40 g
Rohkostgemlse shne Spnay, Mangold/Kraulsfiel, Randen, Botnen 1 Partion
Fisch, mager (z.B. Thon rosé) 60 g
oder :

Aufschnitt z. B. Lyoner, Salami 40 g
oder .

Ei 1 Stlck
und

Hartkase 20-30 g
oder

Weichkase 50g

oder

Quark 200 g
Streichfett 1-2TL 104g

§E§j'_!1_1 ahlzel‘r .

"'ILIJDgh'L’th IR 1 Becher o 1Bﬂg
Darvida 30g
oder
Getreideflocken 1-2 EL 30g
122
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Frl'.ihsﬁ.ick

1 xww*'ﬁﬁm
C ‘“\w_-:
SR

s

Tee oder Kaffee o nacﬁ B:::‘]IEHEEI"I |

Brot 1-1% Scheiben 80g
oder

Getreideflocken: 34 EL 40g
Butter/Margarine: 1 TL 5g
Konfitire/Honig 1-2 TL ca. 25¢g
Milch 1 Glas 2 dl
oder

Joghurt 1 Becher 180 g
und

Kase : 1 Ziindholzkéstligrésse 30 g
Biindnerfleisch, Schinken, Rauchfleisch 1 Portion 50g
Zniieni

S §+ﬁ§§_’°&.‘ﬁ'-‘€$‘*$ﬂ‘"¥ R

R e

«ﬁ?&k.x o e &‘5-'*?#’
}IQ.{ } f’; .{ .:M-./@-

.Frl.sc.k e Frichte 1 Portion 200g
{ausser Mango, Rhabarber)
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" Tagesplan fiir Phase 2 (d6-d10)

Mlﬂagessan »

L e aw*ﬂ‘” ii""«"%ﬁ@g%i%f S
Brot ) 1-1 % Scheiben 80 g

oder

Kartoffeln (Salzkartoffein, Gschwellt, Stocki) 150 g

oder

Reis, Teigwaren 100 g (gekocht) 30g (roh)
odar

Hirse, Mais (Polenta), Griess 150 g (gekocht) 40 g (roh)
Salat (shne Chicoree, Lawanzahn) 1 Partion 40 q
GemUse ohne Spinat, Mangald¥rautstiel, Randen, Bohnen} 1 Papiion

Fleisch, mager (Steak, Filet, Platzli..} 350 g N
Fohgewicht) :

oder

Fisch (Lachsschnitte, Fischfilef...) _ 400 g (Rohg.)

Bratensauce [ Kriuterbutter

Bratfett 1TL
Salatai 1TL
Zvie ri
R L I S SR AR
Frlsr:he Fruchte 1 Portion 2009
(ausser Mange. Rhabarber}
1 Joghurt oder 1 Glas Milch
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"Tagesplan fiir Phase 2 (d6-d10)

Abendessen

A ETT R PR b *‘fﬁﬁ";’}”‘ SR
e Ebnelir el ks e
Brot 1.4 Scheiben " 80g
cdar
Kartoffeln (sakarsifeln, Gsetwelti, Stocki) 180 g
Salat (ohne Ghicoree, Liwenzahnyader 1 Portion 40 g
Rohkostgemiiseiohne Spinat, Mangokd/Krautstiel, Randen, Bohnen) - _ . .1 Portion
Fleisch, mager ( Rnhgewmht} 300 g
oder
Fisch, mager (Rohgewicht) ) 350 ¢g
Streichfett 1-2TL 10¢g
Salatdl 1TL
Spafmuhlzer_f
5 {ﬁ-_)é;: "": :-%u.&n.}mut%ﬁv e S l:,_.':" ’gx:i%%y:‘gigjgﬂxi:iﬁjr "H"ﬁ i
Trockenflaisch 404g
Brot 1 Scheibe 40¢g

%’Wichﬁg

1 '.g_o. e S L e

Lt b s R
S £§?§$x¥6<¥‘<m"5‘“ £

o S o T
" = E )g ﬁ‘\::-?c:?ﬁ:'-l.-:-:-"?w' Mt
B g il g S SN e

i i
AH':S&? '*'W’" ot
im Uerlauf des Tages ausremher.d trinken I! - mindestens 2 | besser 3 | am Tag
ertaubte Getranke. Hahnemwasser, Mineralwasser natur, Krduter- und Frichtetee,
wenig Kaffee selten Schwarztee
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Wichtig

* Bitte Essprotokolle
wihrend der
Studienzeit fithren

» Bitte Angaben zu der
Sorte des
Mineralwassers sowie
wieviel Alkohol am
Tag aufgenommen
wurde
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Wichtig

* bei Hunger:
Brot, Teigwaren ...
Friichte, Gemiise Vr:lmehrt
essen - bitte kein Fleisch,
Fisch,
Milch/Milchprodukte....

* allgemein 3 Portionen
Milch /Milchprodukte am
Tag nicht iiberschreiten
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%i’éﬁl\i:ﬂgﬁé}ur ff.!hm ﬁg E]”EE Eﬁﬁﬁf‘ﬂ ’ ; , f
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Dieses Essprolokoll diert dazu, ein Bild dber Ihre Essgewohrihellen zu echallen. Zudem g es
Aufschiuls Gher dis Versorgung mil den einzelnen Mahrstafien. Daner (51 &5 wichtig, méglichst genaue
.F'Jl.ﬂﬂbf.'l'l zu machen und alles sofort aufzuschreiben, was cen ganzen Tag dber [hre Lippen geht, Um
Inner aha‘;rdas Fohren zu efsichtem kurz einige Infeomalionen:

Flelsch, Fisch, Tofu -| Mbglichet mit Grammangabe; achien-Sle-baim Einkawfen au das |-
Milchprodukie Gewdicht, und (eilen Sie &5 durch dis Anzahl Partionen .

Merken Sie sich ebenfalls den Feffgehalt oder die genaue
Bezeichnung {2.B. Drnkmilch). Eine Kazeportion in der Grole
ainer Zondholzschachiel waegl ca 30 4.

Fefl, Oal und Bulter Angabe in EL oder TL

Brot Maglichst mit Grammangabe, wagen Sie diz Brotscheiben 2-3 mal
ab und merken Sie sich das Gawichl Schreiben Sie zasdizlich
hinzu um welche Brotsorte es sich handell (Vallkom-, Weilarot),

Hartoffeln Stickzahl und Grodie (klsin, mitial, gron)

Rafs, Karioffaisfock Angaban in genduian EEGTen {gekechi
Polenta, Telgwarsn

Gemise Porionen, genave Grammangaben sind nicht ndiig
_r:lbm' Stickzahl und Bezeichnung Keir, mitlel, grof

Getrdnke Deziliterangaben; abschaizen nach Glas- oder Tasseninhall {auch

Wasser nolieren|

Fertigprodurte Gevachis- und Nahmwenangaben auf der Packung enthehmen
A.;.'e_ﬂe.i B Pro Slock odar Gramem v.;nn midiglich _
Zubareitungshinweaise Beispiglzeeize ;"I Béchamelsascs, ahne Cel, in Teflonplanne
Zait @ Zeikangabe R

e __Eu Hause, Restaurant, Karting, untensels, eingela-uen

Dias exakie und ehrdiche Fihren sines Prolokolls erorden Zeil und Désgzipding, dennoch Diften wir Sie om
Ihre sorgi&iligs Mitaroeil, damil wir aul Ihre spezellen Emdhongsgewahnhziten singehen kbnnen,

Adar hadbnpriitimer . b S
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Emihrungsberalung

Megirirische Polikiinlk

Inse|spital
3010 Bam

0371632 3885

eher 32 25 25

Beispiel fir ain

Hame

VOITIME i,

pdresse

Geb. Dat, ...

= Immer sofort alles notieren! =

1
Uhrzeil: Wi | Essen: Trinkan:
was { wisyiel? was fujevial?
a7.10 zH |50 g Ruachbao 1 dl Vallmilch
2 Kaffes
0. 20 2 dl Valserwasser
09, 30 R 1 Gipdeli 1.5 kates
? Kalfmerahm
1 Wikfelrycker
1215 " 150 g Schweinskolglelie 2.5 df Crémesuppe
2 EL Bralensauca 3 d Henniez
4 EL Rash 1.5 4 Kaffes
1 Borion Bonnen T ¥aifaerahm
3 Sehokoladangueizi 1 Wilrelpusker
15,30 u |30 g Erdnikssli 3 dl Coca-Cola
1830 gH |80 g Ruchbrol 4 dl Schwarzlee ohne Zipcker
1 EL Buller
40 g Fchanken
1 Sguree
112 Ei
180 g Erdveerjoghur
20,00 2di Cola light
2045 zH |1 millelgresser Andal
22.30 3 dl Biar
Learlazsen

ZH = zu Hause, R = Restgurant, K = Kanline, U = mlervegs, @ = eingeladen
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