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Verdieping van de kennis van het
een-koolstof(1C-)metabolisme

Y.M. Smulders, D.E.C. Smith, R.M. Kok, AM.W. Spijkerman, C. Jakobs, C.D.A. Stehouwer

Hyperhomocysteinemie is een bekende risicodeterminant voor
hart- en vaatziekten. Het is onduidelijk of homocysteine zélf
direct vasculaire schade veroorzaakt. Homocysteine is namelijk
slechts een van vele componenten in een complex metabool
netwerk: het een-koolstof(1C-)metabolisme. Het beschreven
onderzoek richt zich op andere, deels aan homocysteine
gerelateerde componenten van het 1C-metabolisme. In dit artikel
worden S-adenosylhomocysteine (SAH), S-adenosylmethionine
(SAM), DNA-methylering en folaatmetabolisme besproken. Het
onderzoeksveld staat in de kinderschoenen. Nieuw ontwikkelde
analytische technieken kunnen hun weg in toegepast weten-

schappelijk onderzoek vinden.
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culaire risicodeterminant. Voor elke 3 umol/l stijging van

de homocysteineconcentratie neemt het relatieve risico
op coronaire aandoeningen toe met 11% en het risico op een
herseninfarct met 19%.' Het is onzeker of homocysteine zelf de
oorzaak van dit verhoogde risico is of slechts een ‘innocent
bystander’. Een evident pathobiologisch mechanisme is name-
lijk nog niet gevonden en recente interventietrials hebben
vooralsnog geen nut van homocysteineverlagende therapie
aangetoond.”* Een alternatieve verklaring is dat hyperhomo-
cysteinemie zéIf niet schadelijk is, maar uiting is van een ver-
stoord cellulair een-koolstof(1C-)metabolisme.
Het 1C-metabolisme is geillustreerd in figuur 1. Homocysteine
wordt gevormd doordat het aminozuur methionine een methyl-
groep afstaat in een van de vele bestaande transmethylerings-
reacties. Het hierdoor gevormde homocysteine kan worden af-
gebroken tot cysteine of kan een methylgroep terugkrijgen om
opnieuw tot methionine te worden gevormd. De transmethyle-
ringsreacties zijn dermate belangrijk voor het organisme dat het
van belang is dat voldoende homocysteine wordt teruggevormd
tot methionine. Een centrale rol hierbij wordt ingenomen door
folaat.
Folaat heeft een unieke functie, namelijk het uitdelen van 1C-
groepen aan diverse doelmoleculen. Om die functies te kunnen
vervullen bestaat cellulair folaat in verschillende vormen. Methyl-
folaat bijvoorbeeld doneert een methylgroep aan homocysteine,
waarbij vitamine B,, een belangrijke cofactor is. Andere folaat-
vormen, bijvoorbeeld methyleen- en formylfolaat spelen een rol
bij de opbouw van DNA en RNA. Het foliumzuur is een syn-
thetisch provitamine, dat na absorptie nog reductie en 1C-sub-
stitutie moet ondergaan alvorens het biologische functies kan
uitoefenen.
De complexiteit van het 1C-metabolisme en de veelheid aan
functies die het heeft, roept de vraag op of we ons bij het onder-
zoek naar hart- en vaatziekten terecht hoofdzakelijk alleen op

Een verhoogd homocysteine is een aangetoonde cardiovas-
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Figuur 1.
Intracellulair 1C-metabolisme.
Methionine wordt via S-adenosylmethionine (SAM) omgevormd tot S-adenosylhomocysteine (SAH). De overgang van SAM naar SAH gaat gepaard met
het doneren van een methylgroep aan een veelheid van verschillende doelmoleculen, waaronder DNA. Het resulterende SAH wordt verder gemetaboliseerd

tot homocysteine. Homocysteine kan vervolgens via de transsulfureringsroute worden afgebroken tot cysteine (cofactor: vitamine Bg), of kan via de
remethyleringsroute weer teruggevormd worden tot methionine (cofactor: vitamine B,,). In de remethyleringsroute is gereduceerd methylfolaat de
methylgroepdonor. Via een tussenstap kan het folaat ‘gerecycled’ worden tot methylfolaat, waarbij onder andere de activiteit van het enzym methyleen-
tetrahydrofolaatreductase (MTHFR) van belang is. Alternatief kan het folaat, in de vorm van gereduceerde ‘non-methylfolaten' (met name methenyl- en
formyltetrahydrofolaat) worden ingezet om 1C-groepen te doneren in het belang van DNA-synthese.
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homocysteine hebben gericht. Van enkele moleculen in de nabij-
heid van homocysteine, zoals S-adenosylmethionine (SAM) en
S-adenosylhomocysteine (SAH), is gesuggereerd dat deze een
sterke invloed op hart- en vaatziekte hebben.” Ook een laag
folaat zelf lijkt, onathankelijk van homocysteine, een risico-
determinant te zijn.*’

De kennis over het 1C-metabolisme is nog erg fragmentarisch,
onder andere omdat het ontbreekt aan goede analytische instru-
menten. Het doel van het onderzoek was om deze instrumen-
ten te ontwikkelen en een begin te maken met het onderzoeken
van de rol van componenten van het 1C-metabolisme bij het
ontstaan van hart- en vaatziekten.

Methoden

Voor de ontwikkeling van nieuwe analytische methoden is ge-
bruikgemaakt van vloeistofchromatografie (LC) in combinatie
met massaspectrometrie (MS). Hierbij worden stoffen geschei-
den met chromatografie en vervolgens gemeten op basis van hun
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gewicht met tandem-massaspectrometrie (MS/MS). Het voert
te ver om deze precieze, maar zeer complexe methodiek in detail
te bespreken.

De ontwikkelde meetmethoden zijn gebruikt voor analysen in di-
verse onderzoeken, waarvan wij er enkele zullen bespreken. In de
eerste plaats is hierbij gebruikgemaakt van gezonde vrijwilligers,
met name in het kader van validatie van de meetmethoden. Voorts
zijn monsters geanalyseerd van de Hoornstudie, een bevolkings-
onderzoek in Noord-Holland met een sterke nadruk op gestoord
glucosemetabolisme en de epidemiologie van hart- en vaatziekten.*

Resultaten

Analytische methoden

Als eerste is een LC-MS/MS-methode ontwikkeld voor de be-
paling van SAM en SAH, zowel in plasma als in erytrocyten.’
SAM en SAH (zie figuur 1) spelen een belangrijke regulatoire rol
in de methyleringscapaciteit.
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De grootste uitdaging bestond uit het ontwikkelen van een meet-
methode voor de diverse cellulaire folaatverbindingen." Wisse-
lende molecuulgewichten en stabiliteit van de diverse folaatver-
bindingen vormden hierbij obstakels. Uiteindelijk lukte het de
groepen folaatverbindingen die men vanuit fysiologisch opzicht
wil kunnen onderscheiden, te stabiliseren in zowel plasma-,
erytrocyten- als leukocytenmonsters. Hierdoor kunnen de
volgende folaatgroepen van elkaar worden onderscheiden: ge-
reduceerd methylfolaat, gereduceerd non-methylfolaat en
foliumzuur.'

Tenslotte is ruim aandacht besteed aan een methode om de
adequaatheid van de methyleringscyclus te meten. Immers, een
centraal doel van het 1C-metabolisme is het mogelijk maken van
de vele transmethyleringsreacties, en het ligt voor de hand te
meten hoe effectief dit proces verloopt. Hiertoe is een LC-
MS/MS-methode ontwikkeld die de totale methyleringsgraad
van DNA meet. DNA-methylering bestaat in feite uit methylering
van cytosine-basen en speelt een belangrijke rol in regulatie van
genexpressie (zogenoemde ‘epigenetische regulatie™"). Wij zijn
erin geslaagd ook hiervoor een LC-MS/MS-methode te ontwik-
kelen."

S-adenosylmethionine en S-adenosylhomocysteine

In een eerste onderzoek vonden wij dat plasmaconcentraties van
SAM en SAH niet gerelateerd waren aan de B-vitaminestatus.
Wel bestond er een negatieve correlatie tussen homocysteine en
de SAM/SAH-ratio, die wordt beschouwd als een belangrijke
determinant van de methyleringscapaciteit.”’ Later onderzoek
suggereerde dat SAM bij niet-diabetische personen, blijkens een
geringere intimamediadikte, een beschermende invloed heeft op
het vaatstelsel." Ook de vaatfunctie leek positief te worden bein-
vloed door SAM.* Beide onderzoeken ondersteunen de hypo-
these dat een adequate methyleringscapaciteit van belang is voor
de vasculaire functie en de structuur. Ten slotte is onderzoek ge-
daan naar de rol van SAM en SAH bij het ontstaan van een ver-
stoord 1C-metabolisme bij nierfalen, waaruit naar voren kwam
dat de verhoogde SAH-concentraties mogelijk een centrale rol
spelen bij deze metabole ontregeling."

Cellulaire folaatfracties

In circulerend plasma bestaat folaat vrijwel exclusief uit geredu-
ceerd methylfolaat. Een uitzondering hierop treedt op bij ge-
bruik van foliumzuursupplementen, waarbij ongemetaboliseerd
foliumzuur (dat geen fysiologische functie vervult) in plasma
kan worden gevonden.'*"” In rode bloedcellen daarentegen wordt
bij ongeveer 20% van gezonde personen accumulatie van signifi-
cante hoeveelheden non-methylfolaten gevonden. Het blijkt dat
accumulatie van non-methylfolaten vooral athankelijk is van een
polymorfisme in het enzym methyleentetrahydrofolaatreductase
(MTHEFR)." Daarnaast is aangetoond dat naarmate de totale
folaatstatus toeneemt, het aandeel non-methylfolaten stijgt." De
klinische relevantie van deze bevindingen is nog onduidelijk.
Aangezien de metabole functie van methylfolaat (omvorming
van homocysteine tot methionine) een geheel andere is dan die
van non-methylfolaat (aanlevering van DNA- en RNA-bouwste-

nen), is een belangrijke rol in de humane cellulaire (patho)fysio-
logie goed mogelijk.

Ten slotte bleek het met deze meetechniek mogelijk een oude
hypothese (de ‘methyl-trap-hypothese’) omtrent het ontstaan
van DNA-synthesestoornissen bij vitamine-B,,-deficiéntie te
ondersteunen.” Deze hypothese verklaart het ontstaan van
DNA-synthesestoornissen uit een veranderde cellulaire folaat-
stofwisseling, maar dit kon bij mensen nimmer eerder aange-
toond worden.

DNA-methylering

Bij gezonde vrijwilligers bleek de methyleringsgraad van DNA
uit leukocyten zich binnen nauwe grenzen te bevinden.'? Op-
merkelijk was dat folaat en homocysteine geen relatie vertoonden
met de DNA-methyleringsstatus. Wel bleek een interactie te be-
staan tussen DNA-methylering, leeftijd en hetzelfde MTHFR-
genotype dat ook een veranderde folaatfractieverdeling in erytro-
cyten geeft. De DNA-methyleringsgraad nam af met de leeftijd,
maar dit effect bleek alleen significant bij vrijwilligers met het
MTHER 677TT-genotype (12-15% van de bevolking).'? Al eer-
der werd verondersteld dat afnemende DNA-methylering een
rol speelt bij verouderingsziekten, waaronder cardiovasculaire
aandoeningen, maar dat dit ssmenhangt met dit genetische poly-
morfisme is niet eerder beschreven.

Discussie en conclusie

De beschreven onderzoekslijn heeft als thema de rol van 1C-
metabolisme bij het ontstaan van hart- en vaatziekten. De focus
komt hierbij op andere moleculen dan homocysteine te liggen.
Zo ondersteunen de onderzoeken een rol voor SAM en SAH. In
hoeverre de cellulaire verdeling van folaatfracties samenhangt
met ziekte wordt onderzocht. Wat betreft de associatie tussen
globale DNA-methylering en cardiovasculaire ziekte suggereren
de eerste onderzoeken een verband,” maar ook dit dient nader
te worden uitgezocht. Niet alleen de associatie met ziekte is van
belang, ook de determinanten van bovengenoemde variabelen
dienen nader te worden bestudeerd. Inmiddels zijn erytrocyt-
folaatfracties en DNA-methylering in enkele observationele
cohortstudies en interventiestudies gemeten. Uit deze gegevens
worden veel nieuwe data met betrekking tot determinanten en
ziekteassociaties verwacht.

Indien het verdere onderzoek bevestigt dat genoemde variabelen
samenhangen met hart- en vaatziekten, dan zal een volgende stap
zijn deze variabelen proberen te beinvloeden met farmacologische
of voedingsinterventies. Het toedienen van B-vitaminen is hier-
bij een voor de hand liggende, maar niet de enige optie. Het is
bijvoorbeeld nog maar de vraag of B-vitaminesuppletie de DNA-
methyleringsgraad zal verhogen. Zo heeft recent onderzoek van
onze groep aangetoond dat behandeling met B-vitaminen bij-
voorbeeld niet in staat is om de plasmaconcentratie van een
andere aan homocysteine gerelateerde cardiovasculaire risico-
factor, asymmetrisch dimethylarginine (ADMA), te verlagen, ter-
wijl men dit op grond van het ADMA-metabolisme wel zou kun-
nen verwachten.” Recente interventieonderzoeken hebben geen
positief kortetermijneffect van hoge doses B-vitaminen op hart-
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en vaatziekten laten zien, zodat behalve naar andere doseringen,
andere doelpopulaties en andere behandeltermijnen ook naar
alternatieve interventiemodaliteiten moet worden gekeken. Alleen
zo wordt wetenschappelijk gezien recht gedaan aan het sterke,
onathankelijke risicovoorspellende effect van stoornissen in het
1C-metabolise voor het ontstaan van hart- en vaatziekten. l

Wat is er al bekend over dit onderwerp?

e Hyperhomocysteinemie voorspelt hart- en vaatziekten.
e Homocysteine maakt deel uit van een complex metabool netwerk.

Wat dit onderzoek bijdraagt

e Diverse aan homocysteine gerelateerde metabolieten kunnen nu goed
worden gemeten.

e S-adenosylmethionine en S-adenosylhomocysteine vertonen een
relatie met vaatfunctie en beginnende atherosclerose.

e Een frequent voorkomend genetisch polymorfisme is van invioed op
zowel cellulaire folaatstofwisseling als op de relatie tussen leeftijd en
DNA-methylering.
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