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The usefulness of assessing the serum levels
of homocysteine in diagnosis of atherosclerosis
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Abstract

Background. Cardiovascular diseases are the most common cause of death in Poland. Homocystein has
recently been added to the list of atherosclerosis risk factors. Homocystein is an amino acid, which contains
sulphur. Homocysteine is toxic for the endothelium.

The aim of the study was to assess the plasma levels of the homocysteine in patients with clinical symptoms
of atherosclerosis.

Material and methods. Sixty-eight patients including 26 with lower extremities atherosclerosis, 10 after
CABG, 10 with AMI, |5 with ischemic stroke, 4 with abdominal aortic aneurysm and 3 with renal artery
obstruction were enrolled. Patients suffering from acute Ml or stroke, kidney failure, autoimmune diseases
and neoplasms were excluded from the investigation. Thirty healthy volunteers were the control group.
Results. Homocysteine levels in all patient groups were higher than in the control group except patients with
abdominal aortic aneurysm. The highest homocysteine concentrations (29.2 = [ 1.32 umolfl; p < 0.001)
were in patients after CABG.

Conclusions. homocysteine is an important, independent cardiovascular diseases risk factor and should be
routinely examined for in patients with other risk factors.

Key words: homocysteine, atherosclerosis, intermittent claudication, coronary artery bypass,
myocardial infarction, brain infarction, renal artery obstruction, aortic aneurysm, abdominal

Streszczenie

Wstep. Choroby naczyniowe sq pierwszq przed chorobami nowotworowymi przyczynqg zgondw. Dlatego
na catym sSwiecie prowadzi sie badania, ktdrych celem jest znalezienie tatwo oznaczalnego w plynach
ustrojowych czynnika ryzyka miazdzycy. Powinien on by¢ przydatny do badan przesiewowych, mie¢ zna-
czenie rokownicze i utatwiac ocene stosowanej terapii. Do listy czynnikdw ryzyka chordb uktadu krgzenia
niedawno dofgczono homocysteine. Ma ona wiasciwosci cytotoksyczne, a jej podwyzszone stezenie we
krwi powoduje uszkodzenie komdrek srédbfonka, degradacje elastyny w bfonie wewnetrznej, procesy wiok-
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nienia i wapnienia. Celem pracy jest ocena stezenia homocysteiny w surowicy krwi u pacjentéw z potwier-
dzong klinicznie miazdzycq tetnic.

Materiat i metody. Badaniom poddano 68 pacjentéw, w tym 26 chorych z miazdzycq tetnic koriczyn
dolnych, 10 oséb po zabiegu pomostowania aortalno-wiericowego (CABG), 10 chorych z zawatem serca,
|5 0séb — z cigzkim udarem niedokrwiennym mdzgu, 4 pacjentéw — z tetniakiem aorty brzusznej
i 3 osoby — ze zwezeniem tetnicy nerkowej. Z badar wylgczono pacjentéw z niedawno przebytym zawatem
serca lub udarem niedokrwiennym mozgu, z niewydolnoscig nerek, z chorobami autoimmunologicznymi oraz
z chorobg nowotworowg.

Whyniki. U pacjentow we wszystkich badanych grupach schorzen oprécz grupy z tetniakiem aorty brzusznej
(8,71 = 0,77 umolfl) stwierdzono podwyzszone wartosci stezenia homocysteiny w poréwnaniu z grupqg
kontrolng (stezenie 9,37 =+ 1,49 umolfl), przy czym najwyzsze wartosci odnotowano w grupie chorych po
CABG (29,2 = = | 1,32 umol/l).

Whioski. Homocysteina jest waznym, niezaleznym czynnikiem ryzyka chordb ukfadu krgzenia, a jej ozna-
czenie powinno by¢ badaniem rutynowym u pacjentéw obcigzonych genetycznie oraz u 0séb z innymi czyn-
nikami ryzyka miazdzycy.

Stowa kluczowe: homocysteina, miazdzyca, chromanie przestankowe, pomostowanie aortalno-

-wiencowe, zawat serca, udar niedokrwienny mézgu, zwezenie tetnicy nerkowej, tetniak aorty

brzusznej

Introduction

Cardiovascular diseases are the most common cause
of death, preceding neoplastic diseases in that respect.
Cardiovascular diseases occur ever more often in young,
professionally active people, that is why investigations
are being carried out in order to find an atherosclerosis
risk factor which:

— would be easy to determine in body fluids, mainly in
blood;

— would be useful for screening examinations;

— would be helpful in the assessment of applied therapy;

— would have prognostic value.

Recently, homocysteine has been added to the list
of risk factors of diseases of the cardiovascular system.
Homocysteine is an amino acid containing sulphur,
formed along the pathway of transformations from
methionine to cysteine. In a regular process of transfor-
mations, an important role is performed by vitamin B,
(in the process of trans-sulphuration, cystathionine is
produced), as well as vitamin B,, and, first of all, folic
acid (in the process of re-methylation) [1].

Among the most recognised defects of transformations
along that pathway, there are: congenital deficiency of the
enzyme — cystathionine beta-synthase, which is a catalyst
for the transformation of homocysteine into cystathionine,
and the more frequently occurring deficiency of the me-
thyl-tetrahydrofolic transferase enzyme, caused by the
mutation of gene C677T, which in turn participates in the
re-methylation of homocysteine into methionine [2].

Homocysteine is an amino acid with cytotoxic prop-
erties. Its increased concentration in blood causes lesions

Wstep

Choroby naczyniowe s3 pierwsza przed chorobami
nowotworowymi przyczyna zgonow. Coraz czesciej
stwierdza sig je u mtodych, czynnych zawodowo oséb,
dlatego na catym swiecie prowadzi sie¢ badania majace
na celu znalezienie czynnika ryzyka miazdzycy, ktéry byt-
by fatwo oznaczalny w ptynach ustrojowych, gtéwnie
we krwi, przydatny do badan przesiewowych, pomoc-
ny w ocenie stosowanej terapii oraz miatby znaczenie
rokownicze.

Do listy czynnikéw ryzyka choréb uktadu krazenia
niedawno wtaczono homocysteine. Jest ona aminokwa-
sem zawierajacym siarke, ktéry powstaje na szlaku prze-
mian metionina—cysteina. W prawidtowym procesie
przemiany istotna role odgrywaja witaminy B, (w pro-
cesie transsulfuracji powstaje cystationina), B, i przede
wszystkim kwas foliowy (w procesie remetylacji) [1].

Do najbardziej znanych defektéw przemiany w tym
szlaku naleza wrodzony niedobér enzymu — beta-syn-
tazy cystationinowej, ktory katalizuje przemiane homo-
cysteiny do cystationiny, oraz czesciej wystepujacy nie-
dobodr enzymu reduktazy metylenotetrahydrofolianowej
spowodowany mutacjg genu C677T, ktdry uczestniczy
w remetylacji homocysteiny w metionine [2].

Homocysteina jest aminokwasem o wiasciwosciach
cytotoksycznych. Jej podwyzszone stezenie we krwi
powoduje uszkodzenie komérek srédbtonka, degrada-
cje elastyny w btonie wewnetrznej, procesy wtoknienia
i wapnienia [3, 4].

Chorym z hiperhomocysteinemia towarzyszy obni-
Zzenie stezenia antytrombiny lll, czynnika VIl oraz biatka C.
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Nadmiar metioniny gtéwnie z biatek
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Figure I. The role of homocysteine in pathogenesis of atherosclerosis (based on: Piechota W. Homocysteina nowy czynnik
ryzyka choréb uktadu krazenia. Materiaty edukacyjne Abbott Labolatories Poland)

Rycina I. Rola homocysteiny w patogenezie miazdzycy (na podstawie: Piechota W. Homocysteina nowy czynnik ryzyka choréb

uktadu krazenia. Materiaty edukacyjne Abbott Labolatories Poland)

to endothelium cells, degradation of elastin in the inter-
nal layer, processes of fibrosis and calcification [3, 4].

Patients with hyper-homocysteinemia also reveal
reduced concentrations of antithrombin lll, factor VII
and protein C. Homocysteine forms compounds with
NO, which intensify the abilities of platelets to aggre-
gate [5, 6] (Figure I).

Only in the last ten years, enough experimental and
clinical data has been gathered to find out that even
a moderate increase in the concentration of homo-
cysteine in blood serum increases the risk of coronary
heart disease, cerebral stroke, peripheral artery athero-
matosis, and thrombosis of deep veins.

Among the major observations from multi-centre
studies is the fact that hyper-homocysteinemia is a risk
factor that may be modified by a suitable diet, supply of
vitamins from the B group and folic acid [7-9].

The purpose of the study has been to assess serum
levels of homocysteine in blood of patients with clinical-
ly confirmed diagnosis of atherosclerosis.

Material and methods
The study comprised 68 patients, among them:
— 26 with atherosclerosis of lower extremities;
— 10 with coronary artery bypass;
— 10 with myocardial infarction (5™ day after diagnosis
of infraction);

Homocysteina tworzy zwiazki z NO, ktére powoduja
nasilenie zdolnosci ptytek do agregaciji [5, 6] (ryc. I).

Dopiero w ostatnim dziesiecioleciu zgromadzono
wystarczajace dane doswiadczalne i kliniczne, umozliwia-
jace stwierdzenie, ze nawet umiarkowane podwyzsze-
nie stezenia homocysteiny w surowicy krwi zwieksza za-
grozenie chorobg wiericowa, udarem mézgu, miazdzyca
tetnic obwodowych i zakrzepica zyt gtebokich.

Do najwazniejszych spostrzezen wieloosrodkowych
badan nalezy fakt, ze hiperhomocysteinemia jest czynni-
kiem ryzyka, ktérego modyfikacje umozliwia wiasciwa die-
ta, podaz witamin z grupy B oraz kwasu foliowego [7-9].

Material i metody
Celem pracy jest ocena stezenia homocysteiny
w surowicy krwi u pacjentéw z potwierdzong klinicznie
miazdzyca naczyn. Badaniom poddano 68 pacjentéw,
w tym:
— 26 oséb z miazdzyca tetnic konczyn dolnych;
— 10 chorych po zabiegu pomostowania aortalno-
-wienncowego (CABG);
— 10 pacjentéw z zawatem serca (5. doba po stwier-
dzeniu zawatu);
— |5 oséb z ciezkim udarem niedokrwiennym mézgu
(7. doba od momentu zdiagnozowania udaru);
— 4 chorych z tetniakiem aorty brzusznej;
— 3 osoby ze zwezeniem tetnicy nerkowej.
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— 15 with severe ischemic cerebral stroke (7" day af-
ter diagnosis of stroke);

— 4 with abdominal aortic aneurysm;

— 3 with renal artery obstruction.

Blood for testing was collected before breakfast from
the ulnar fossa vein, to the amount of 5 cm?. After centrif-
ugation, the sera were frozen to a temperature of
—20°C, and stored until the determination exercise. Ho-
mocysteine was determined by applying the MEIA meth-
od, using IMx apparatus, applying commercially availa-
ble kits by ABBOTT (USA). The producer’s norm is 4.9—
—11.7 umol/l. In all persons examined, total cholesterol
and LDL concentrations were determined. Moreover,
the concentration of homocysteine in blood serum was
determined for 30 healthy volunteers (control group).

The results underwent statistical processing using the
following tests: t-Student, Wilcoxon, and Kolmogorov-
-Smirnov. The latter two are used mainly for groups
with small numbers of members. Results are shown in
the form of arithmetic mean, the accepted confidence
level was p < 0.05.

Exclusion criteria: the following patients were ex-
cluded from the study group:

— patients who recently experienced myocardial infrac-
tion or ischemic cerebral stroke;

— patients with renal failure;

— patients with auto-immune diseases;

— patients with neoplasms.

Results

The results of homocysteine concentration deter-
mination in the study groups of patients and in the con-
trol group are presented in Table | and in Figure 2.

The homocysteine concentration in blood was within
the normal range (at 8.71 umol/l) only in case of the group
of patients with abdominal aortic aneurysm. In all the other
five remaining groups of patients, the concentration of ho-
mocysteine significantly exceeded the norm. The highest
concentration — 29.2 umol/l — was noted in patients who
had undergone coronary artery bypass surgery. Compa-
rable levels of concentration, amounting on average to
28.13 pmol/l, were noted in blood serum of patients who
had undergone severe ischemic cerebral stroke. Statistically
significant differences in comparison with control were re-
vealed for all groups of patients comprised in the study (with
the exception of patients with abdominal aortic aneurysm).

Discussion
The review of specialist literature from recent years
indicates an ever-increasing interest in homocysteine,
mainly concerning pathogenesis of atherosclerosis and
other diseases of the cardiovascular system [10-12].

Table I. The mean homocysteine serum concentrations
in analyzed patients groups

Tabela I. Srednie stezenie homocysteiny w surowicy
krwi w badanych grupach chorych

Name of the n Mean homocysteine P

study group concentration

Nazwa grupy Srednie stezenie
homocysteiny[umol/l]

Atherosclerosis

of lower extremities 26 19.64 = 4.77 p < 0.001

Miazdzyca tetnic

koriczyn dolnych

CABG 10 2920 = 11.32  p<0.00l

AMI 10 19.16 + 461 p < 0.001

Severe ischemic 15 28.13 £ 7.69 p < 0.001

cerebral stroke

Ciezki udar

niedokrwienny mézgu

AAA 4 8.71 £ 0.77 NS

RAO 3 13.96 + 2.14 p <0.0l

Control group 30 9.37 £ 1.49

Grupa kontrolna

CABG — coronary artery by-pass grafting (pomostowanie aortalno-wieficowe);
AMI — acute myocardial infraction (zawat serca); AAA — abdominal aortic an-
eurysm (tetniak aorty brzusznej); RAO — renal artery obstruction (zwezenie tet-
nicy nerkowej)

Krew do badan pobierano na czczo z zyty tokcio-
wej w ilosci 5 cm®. Po odwirowaniu surowice zamra-
zano do temperatury —20°C, a nastepnie przechowy-
wano do momentu wykonania oznaczen. Homocyste-
ine oznaczono metoda MEIA na aparacie IMx, stosujac
komercyjne zestawy firmy ABBOTT (Stany Zjednoczo-
ne). Norma producenta wynosi 4,9-11,7 umol/l.
U wszystkich badanych wykonano oznaczenia steze-
nia cholesterolu catkowitego i frakcji LDL. Ponadto wy-
konano oznaczenia stezenia homocysteiny w surowi-
cy krwi u 30 zdrowych ochotnikéw (grupa kontrolna).

Wyniki opracowano statystycznie, stosujac testy
t-Studenta, Wilcoxona oraz Kotmogorowa-Smirnowa.
Dwa ostatnie stosuje sie gtéwnie w przypadku grup
o matej liczebnosci. Wyniki podano jako $rednie aryt-
metyczne, za poziom ufnosci przyjeto p < 0,05.

Z badan wytaczono pacjentéw z niedawno przeby-
tym zawatem serca lub udarem niedokrwiennym moz-
gu, niewydolnoscia nerek, z chorobami autoimmunolo-
gicznymi oraz nowotworowymi.

Wyniki
Jedynie w grupie pacjentéw z tetniakiem aorty brzusz-
nej stezenie homocysteiny w surowicy krwi miescito sie
w granicach normy i wynosito 8,71 umol/l. W pozosta-
tych pieciu badanych grupach stezenie homocysteiny
znacznie przekraczato wartosci prawidtowe. Najwyzsza

www.angiologia.pl 17
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Figure 2. Distribution of homocysteine concentrations in analyzed patients groups

Rycina 2. Rozkfad stezen homocysteiny w badanych grupach chorych

Elevated concentration of homocysteine in blood
serum is usually a consequence of metabolic disturban-
ces, yet the cases of exceeding the normal pertaining
concentration mainly have a negative influence upon the
circulatory system.

Homocysteine undergoes auto-oxidation, thus in-
ducing the formation of extremely reactive oxygenic
radicals and H,0,, which impair endothelial cells and
oxidize low-density lipoproteins (LDL) [13-15]. The
impairment of the functions of endothelium takes place
on several different levels; still the mechanism remains
difficult to explain and calls for further studies. Among
important results of multi-centre studies is the indica-
tion of increased proliferation of non-striated muscles
of arteries, in the presence of elevated concentrations
of homocysteine. This mitogenic activity is considered
one of the most important mechanisms of the athero-
genic action of homocysteine [3, 4, 16].

Numerous publications devoted to homocysteine
indicate the interest in its determination among various
specialists; mainly neurologists, cardiologists, vascular
surgeons and nephrologists [ 3, 10-12, 16-18].

The above inspired us to assess homocysteine con-
centrations in selected groups of patients. The highest
concentrations were noted in patients with severe cer-
ebral stroke and coronary artery by-pass. They
amounted to 28.13 umol/l and 29.2 umol/l, respec-
tively, and differed significantly from those in the con-
trol group (p < 0.001). They were the highest con-

wartos¢ stezenia— 29,2 umol/l — odnotowano u oséb,
u ktorych wykonano CABG. Poréwnywalne stezenia,
$rednio 28,13 umol/l, stwierdzono w surowicy krwi
u chorych z przebytym ciezkim udarem niedokrwiennym
mdzgu. Znamienne statystycznie réznice w stosunku do
grupy kontrolnej wykazano we wszystkich badanych gru-
pach, z wyjatkiem chorych z tetniakiem aorty brzuszne;.
Whyniki oznaczen w badanych grupach oraz grupie kon-
trolnej przedstawiono w tabeli | oraz na rycinie 2.

Dyskusja

Publikowane w ciagu ostatnich lat artykuty wska-
zuja na stale rosnace zainteresowanie wptywem ho-
mocysteiny, przede wszystkim na patogeneze miazdzy-
cy oraz innych schorzen uktadu sercowo-naczyniowe-
go [10-12].

Podwyzszone stezenie homocysteiny w surowicy
krwi na ogot jest konsekwencja zaburzen metabolicz-
nych, jednak wartosci przekraczajace norme niekorzyst-
nie wptywaja przede wszystkim na ukfad krazenia.

Homocysteina ulega w osoczu autooksydacji, indu-
kujac w ten sposéb powstanie bardzo reaktywnych rod-
nikéw tlenowych i H,O, uszkadzajacych komorki srod-
btonka oraz utleniajacych lipoproteiny o niskiej gestosci
(LDL) [13-15]. Uposledzenie czynnosci srodbtonka
wystepuje na kilku réznych poziomach, ale jego mecha-
nizm wciaz jest niewyjasniony i konieczne jest przepro-
wadzenie dalszych badan. Do waznych wynikéw wielo-
osrodkowych badan nalezy wykazanie wzmozonej pro-
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centrations noted in the clinical material studied, which
is probably connected with the severity of atheroscle-
rosis. Our findings appear close to those obtained by
other researchers. As early as 1995, Perry [2] [quoted
after Palasik] revealed statistically significant elevated
concentrations of homocysteine in patients with
ischemic cerebral stroke. In 2002, Bushnell et al [10]
confirmed the results obtained by Perry in their own
clinical material. Moreover, attention was paid to the
assessment of homocysteine concentration as an inde-
pendent factor indicating the occurrence of atheroscle-
rosis and ischemic cerebral stroke [10, 12]. In recent
years, many researchers have published communica-
tions concerning the relation between elevated homo-
cysteine concentrations and incidence of cardio-vas-
cular diseases. What is interesting is the fact that it was
in those patients that the highest concentrations of
homocysteine in blood serum were determined. The
results of those studies are very similar to the results
we obtained.

The interest in the determination of homocysteine
levels also results from the fact that its concentration
may be modified. Primarily, it may be reduced by su-
pplying vitamins of group B (B, B,,) and folic acid, which
may practically prevent the development of atheroscle-
rosis [19, 20]. This is confirmed by such determination
in pregnant women for whom the concentration of ho-
mocysteine in blood serum is statistically significantly
lower than in women not in their pregnancy [7, 21].
Pregnant women take vitamins regularly, B, among
them, while the daily dose of folic acid intake differs
between 200 and 400 ug. The reduced concentration
of homocysteine is also probably related to the increased
concentration of placental estrogens. The relationship
between the concentration of homocysteine and the
concentration of estrogens was demonstrated by Di-
mitrova et al [8], who compared the concentrations in
women before and after menopause, revealing higher
concentrations in the latter.

When interpreting results, attention should be paid
to the fact that elevated concentrations, exceeding norm,
are found in tobacco smokers and in patients with con-
firmed renal insufficiency [13].

The assessment of usefulness of homocysteine con-
centration determination in routine diagnosis of patients
is cautious, research is continuing in that respect by nu-
merous specialists from different medical disciplines. It
seems that the determinations should be carried out in
case of patients with confirmed vascular pathology ha-
ving atherosclerotic etiology, and in patients whose fa-
milies already revealed cardio-vascular illnesses, mainly
in order to establish a proper therapy.

liferacji miesni gtadkich tetnicy w obecnosci podwyz-
szonych stezern homocysteiny. To mitogenne dziatanie
uwaza sie za jeden z najwazniejszych mechanizmoéw
miazdzycorodnego dziatania homocysteiny [3, 4, 16].

Liczne publikacje dotyczace dziatania homocysteiny
wskazuja, ze jej oznaczaniem interesuje sie wielu spe-
cjalistéw, gtéwnie neurologdéw, kardiologéw, chirurgow
naczyniowych i nefrologéw [3, 10-12, 16-18].

Powyzsze czynniki skionity autoréw niniejszej pracy
do przeprowadzenia oceny stezenia homocysteiny w wy-
branych grupach pacjentéw. Najwyzsze wartosci odno-
towano u oséb z ciezkim udarem mézgu oraz chorych po
zabiegu CABG. Wynosity one odpowiednio 28, |3 umol/l
oraz 29,2 umol/li znamiennie statystycznie réznity sie od
stwierdzonych w grupie kontrolnej (p < 0,001). Byty to
najwyzsze stezenia obserwowane w badanym materiale
klinicznym, co prawdopodobnie wiaze sie z zaawanso-
wang miazdzyca naczyn. Odnotowane przez autoréw
niniejszej pracy wyniki sa zblizone do wynikéw uzyska-
nych przez innych badaczy. Juz w 1995 roku Perry [2];
(cyt. za Palasikiem) wykazat znamiennie statystycznie pod-
wyzszone stezenia homocysteiny u oséb z udarem nie-
dokrwiennym mézgu. W 2002 roku Bushnell i wsp. [10]
potwierdzili wyniki Perry’ego we wiasnym materiale kli-
nicznym. Ponadto zwrécono uwage na ocene stezenia
homocysteiny jako niezaleznego czynnika wystepowania
miazdzycy i udaru niedokrwiennego mozgu [10, 12].
W ostatnich latach czesto publikowano doniesienia wska-
zujace na zwiazek podwyzszonej wartosci stezenia ho-
mocysteiny z incydentami sercowo-naczyniowymi. Zna-
mienne jest, ze wiasnie u tych chorych stwierdzono naj-
WyZsze oznaczane wartosci stezenia homocysteiny w su-
rowicy krwi. Wyniki tych badan sg bardzo zblizone do
uzyskanych przez autoréw niniejszej pracy.

Zainteresowanie oznaczeniami homocysteiny wy-
nika réwniez z faktu, ze jej stezenie moze by¢ modyfi-
kowane, a przede wszystkim obnizane przez podaz wi-
tamin grupy B (B, B),) i kwasu foliowego, co w prak-
tyce moze przeciwdziata¢ rozwojowi miazdzycy [19,
20]. Potwierdzaja to wyniki oznaczen u kobiet w cia-
zy, u ktérych stezenie homocysteiny w surowicy krwi
jest statystycznie znamiennie nizsze niz u kobiet nie-
bedacych w ciazy [7, 21]. Kobiety ciezarne regularnie
przyjmuja witaminy, wsréd nich B, a dzienna dawka
kwasu foliowego waha sie od 200 do 400 ug. Obnizo-
ne stezenie homocysteiny prawdopodobnie réwniez
wiaze sie ze wzrostem stezenia estrogenow tozysko-
wych. Zwiazek stezenia homocysteiny ze stezeniem
estrogenow wykazali Dimitrowa i wsp. [8], poréwnu-
jac jej stezenie u kobiet przed menopauza i po niej
— autorzy wykazali wyzsze wartosci stezenia homo-
cysteiny w ostatniej grupie.
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Conclusions
I. Homocysteine concentration is an important independ-
ent risk factor for diseases of the circulatory system.
2. Its determination should be a routine examination in
the following patients: with confirmed vascular
pathology and genetically loaded.
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