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1 Einleitung

1.1 Propionazidamie und Methylmalonazidamie

Die Propionaziddmie (PPA) und die Methylmalonazidimie (MMA) sind angeborene,
autosomal rezessiv vererbte Stoffwechselerkrankungen. Sie gehoren zur Untergruppe
der Organoazidopathien (75, 102). Es handelt sich um durch Enzymdefekte hervorgeru-
fene Abbaustorungen der verzweigtkettigen Aminosduren (Methionin, Valin und Iso-
leucin), der Aminosdure Threonin, ungeradzahliger Fettsduren, Cholesterinseitenketten
sowie Abbaustorungen der Pyrimidine Uracil und Thymin (102). Bei der PPA ist die
Funktion der Propionyl-CoA-Carboxylase (PCC), bei der MMA die Funktion der Me-
thylmalonyl-CoA-Mutase gestort.

Ile, Met, Val, Th Biotin
& ed’ he]‘.’ Fr, ATP Adenosyl- COOH
ungeradzahlige Fett- . COOH COOH cobalamin |
siuren, Cholesterin- CH,-CH; Mg > ! ! H,C- CH,
seitenketten ! «— HC-CH; <+ H;C-HC I
CO-S-CoA . \ ‘ CO-S-CoA
Propionyl-CoA  co.s.coa Methylmalonyl- CO-S-CoA Methylmalony-
Carboxylase CoA Racemase CoA Mutase
Propionyl-CoA D-Methylmalonyl-CoA L-Methylmalonyl-CoA Succinyl-CoA

Abb. 1: Darstellung der Abbauschritte von lle, Met, Val, Thr, den ungeradzahligen Fettsduren
sowie den Cholesterinseitenketten zu Succinyl-CoA mit den dazugehérigen Enzymen und
Coenzymen (81, 75, 102).

Beide Krankheiten sind durch die Anreicherung pathologisch erhohter Stoffwechsel-
produkte gekennzeichnet. Das Krankheitsbild manifestiert sich durch ketoazidotische
Krisen, rezidivierendes Erbrechen, Nahrungsverweigerung, Wachstums- und Gedeihsto-
rungen, neurologische Auffilligkeiten somit teilweise durch eine schwere geistige Re-
tardierung und eine verminderte Lebenserwartung (102, 75).

Die bei beiden Krankheiten entstehende Propionsdure stammt zu 50 % aus Aminosiu-
ren, zu 25 % aus ungeradzahligen Fettsduren und zu 25 % aus Propionsdure produzie-
renden Bakterien der natiirlichen Darmflora (78, 153, 135, 154). Die Propionsidure wie
auch die Methylmalonsdure kommt im gesunden menschlichen Stoffwechsel extrazellu-
lar (Blut, Urin und Liquor) nur in Spuren vor. Beide Substanzen spielen aber intrazellu-

ldr in Form von Coenzym A (CoA) -Estern eine wichtige Rolle (75).



Die Inzidenz der PPA betrdgt in Mitteleuropa 1:50.000, die der MMA 1:48.000. Auf
Grund ihrer autosomal rezessiven Vererbung treten beide Erkrankungen bevorzugt in

Lindern mit hdufigen Verwandtenehen auf (z. B Tiirkei) (127, 96).

1.1.1 Die Propionazidamie (PPA)

Die Propionazidamie (Mc Kuisick 232.000), die auch Propionazidurie genannt wird,
wurde zum ersten Mal 1961 von Childs et al. beschrieben. Thnen fiel eine Ketoazidose
verbunden mit einer Hyperglyzindmie auf, so dass zuerst ein Defekt des Glyzinsystems
angenommen wurde (26). 1968 entdeckten Hommes et al. eine erhohte Konzentration
von Propionat im Serum und eine erhohte Menge an ungeradzahligen Fettsiduren in der
Leber. Aus diesem Grund wurde der Defekt in der Propionyl-CoA-Carboxylase (PCC)
vermutet (75, 62) (sieche Abb. 1).

Bei der PCC handelt es sich um ein aus zwolf Untereinheiten aufgebautes Enzym, das
sechs a-und sechs B-Untereinheiten enthilt. Die a-Untereinheit ist auf Chromosom 13,
die B-Untereinheit auf Chromosom 3 lokalisiert. Bei betroffenen Patienten kann man
Defekte in der o- und B-Untereinheiten unterscheiden. Fiir beide Untereinheiten sind
zahlreiche verschiedene Mutationen bekannt (141). Bei den Defekten im pccA-Gen ist
die a-Kette des Enzyms betroffen. Diese Mutation duBert sich dadurch, dass bei Hete-
rozygoten die Enzymaktivitit nicht vermindert ist. Im Unterschied dazu besitzen Hete-
rozygote mit einem Defekt im pccB-Gen, bei der die p-Kette des Enzyms betroffen ist,
nur eine Enzymaktivitit von 50 %. Die Residualenzymaktivitit eines erkrankten Patien-
ten (Homozygotie) schwankt zwischen 1 und 5 % (75, 127). Sie korreliert nach einer
Studie von Lehnert et al. nicht mit der Schwere der Erkrankung und ist somit fiir die
Prognose nicht aussagekriftig (75). Das Coenzym der PCC ist Biotin. Es bindet an den
Lysinrest des Enzyms (8). Es ist unwahrscheinlich, dass die Funktionsfahigkeit der PCC
durch einen Mangel an seinem Coenzym hervorgerufen wird, da bislang in keiner Stu-
die gezeigt werden konnte, dass eine Biotingabe den Zustand von PPA-Patienten
verbessern konnte (127, 8). Nur bei dem multiplen Carboxylasedefekt im Rahmen eines
Biotinidasedefektes kann mit Biotin therapiert werden.

Die PPA kann klinisch in eine im ersten Lebensmonat auftretende Form (early onset
Form) und eine spite Form (late onset Form) eingeteilt werden, wobei erstere hdufiger

vorkommt (102).



1.1.1.1 Die Primarsymptomatik

Meistens manifestiert sich die early onset Form zu Beginn mit Erbrechen, Nahrungs-
verweigerung und starkem Gewichtsverlust wenige Tage nach der Geburt. Die late on-
set Form tritt hiufig in Folge eines Infektes auf. Innerhalb weniger Stunden bis Tagen
werden die Patienten mehrfach somnolent und apathisch und zeigen Symptome wie
Hypothermie, Apnoe oder Tachypnoe, Hypotonie, Exsikkose, Krampfanfille bis hin zu
komatdsen Zustinden. Laborchemisch findet man meist eine Ketoazidose, Hyperglyzi-
ndmie und Hyperammonédmie mit Konzentrationen bis zu 1000 pmol/l, eine Anédmie,

Leukozytopenie sowie eine Thrombozytopenie (87, 75, 99).

1.1.1.2 Die manifeste klinische Symptomatik

Die in der weiteren Entwicklung der Patienten auftretenden klinischen Symptome sind
sehr heterogen. Nahezu alle Patienten leiden an einer muskuldren Hypotonie, an einer
leichten bis schweren geistigen Retardierung, die oft mit einem IQ unter 80 verbunden
ist, sowie an Wachstums- und Gedeihstorungen, massiven Essproblemen, einer erhoh-
ten Infektanfilligkeit sowie neurologischen Auffilligkeiten, wie z.B. Hyperkinesien,
zerebrale Krampfanfille, motorische Storungen oder Schwerhorigkeit (75, 102, 79).

Eine genaue Auflistung der Symptome kann der Tabelle 1 entnommen werden.

Tab.1: Symptome des an einer PPA erkrankten Kindes/ Jugendlichen unter Therapie (75, 102,

79)

Ernahrung Entwicklung Neurologie Sonstiges
- Inappetenz und Nah- - Verzogerte motorische - Muskulédre Hypotonie - Osteoporose

rungsverweigerung und geistige Entwicklung
- Rezidivierendes Erbre- - Minderwuchs -zerebrale Krampfanfille - Seh- und Horstorungen

chen

- Minderung des 1Q - Immunschwiche
- Pankreatitis

- Hepatomegalie

- Ketoazidotische Krisen

1.1.1.3 Laborbefunde

Die laborchemischen Auffilligkeiten konnen Tabelle 2 entnommen werden. Sie zeigen
sich bei Patienten in unterschiedlicher Ausprigung wie Lehnert et al. in einer Studie bei

30 Patienten beschreibt: Methylzitrat und 2-Methyl-3-Oxovalerylsdure sind in 93 %



bzw. 100 % der Fille erhoht, 3-Hydroxypropionsdure in 63 % und N-Propionylglyzin in
48 % der Fille. Eine Ketonurie tritt in 37 % und eine Erhohung von 3-Oxovaleriansidure
in 22 % der Fille auf (75). Auch hieran zeigt sich die Heterogenitidt der Erkrankung
(41).

Tab. 2: Héufige Laborbefunde bei der PPA, (1: erhéht, |: erniedrigt)

Blut/ Plasma Urin

spezielles Labor regulires Labor
Propionyl-CoA/ Propionsiure 1 Ammoniak 1 Glyzin
3-Hydroxypropionsdure J Blutglucose 1 3-Hydroxypropionsaure
N-Propionylglyzin } Wachstumshormone 1 N-Propionylglyzin
N-Propionylalanin J Blut-pH 1 N-Propionylalanin
Propionylcarnitin J Leukopenie 1 Propionylcarnitin
Methylzitrat } Thrombozytopenie 1 Methylzitrat
3-Oxo-valeriansiure } Anidmie 1 3-Oxo-valeriansidure
3-Hydroxy-valeriansiure 1 3-Hydroxy-valeriansiure
2-Methyl-3-oxovaleriansiure 1 2-Methyl-3-oxovaleriansdure
Butanon, 3-Pentanon 1 Butanon, 3-Pentanon
3-Hydroxy 2-methyl-n-valeriansiure 1 Lysin

2-Methyl-3-oxobuttersdure
3-Hydroxy 2-methylbuttersdure
2-Methylbutyrylglyzin
Tiglylglyzin

viele ungeradzahlige Fettsduren
2-Methylglutaconsiure
Carnitin

Glutamin

Glyzin

Lysin

—- > > > = > > > > > —> —> —> —> —> —> —> —> —> —> —> —>

ungeradzahlige Fettsduren

1.1.1.4 Die Pathophysiologie der PPA

Durch den Defekt der PCC kann, wie aus der Reaktionsgleichung der Abbildung 1 zu
entnehmen ist, das aus den vier Aminosauren Isoleucin, Methionin, Valin und Threonin
sowie aus ungeradzahligen Fettsduren, Cholesterinseitenketten, und den Pyrimidinen
Uracil und Thymin entstehende Propionyl-CoA nicht weiter abgebaut werden.
Abbildung 2 zeigt die Entstehung der einzelnen aus Propionyl-CoA entstehenden
Stoffwechselprodukte (75):
1. Die Hydrolyse des Propionyl-CoA fiihrt zur Bildung von Propionséure, die bei einer
Stoffwechselentgleisung in erheblichen Mengen in sdmtlichen Korperfliissigkeiten

anzutreffen ist. Auch anaerobe Darmbakterien bilden beim Abbau komplexer Koh-



lenhydrate in einem anaeroben Stoffwechsel Propionsdure und geben sie iiber den
Pfortaderkreislauf an das Blut ab. Normalerweise wird das von Bakterien gebildete
Propionat fiir die Glukoneogenese in der Leber verwendet (22). Die Propionsdure ist
fiir die Hemmung der mitochondrialen Energieproduktion verantwortlich, indem sie
eine Hemmung der mitochondrialen Oxidation von Succinat und a-Ketoglutarat
bewirkt. Propionyl-CoA hemmt die Succinyl-CoA-Hydrolase sowie die Malatde-
hydrogenase.

Die Stammzellen des Knochenmarks werden in ihrer Reifung durch die Propionsiu-
re gechemmt. Dies kann sich bei den Patienten in Form einer Andmie, Thrombozyto-
penie und Neutropenie zeigen (75, 1).

. Eine B- oder w-Oxidation des Propionyl-CoA fiihrt zur Bildung von 3-Hydroxypro-
pionsiure.

. Durch Konjugation mit Glyzin und Alanin entsteht Propionylglyzin/ -alanin.

. Durch eine Veresterung mit L-Carnitin entsteht Propionylcarnitin (siehe Kap. 1.3).

. Propionyl-CoA kann wie Acetyl-CoA als Primer in der Fettsduresynthese fungieren,
wodurch ungeradzahlige Fettsduren entstehen, die in sdmtlichen Membranen und
Fettdepots gespeichert werden. Die ungeradzahligen Fettsduren konnen einen Anteil
bis zu 15 % an der Gesamtheit aller im Plasma befindlichen Fettsduren einnehmen
(gesunde: 1 %) (135). Man findet sie z.B. auch in Erythrozytenmembranen und kann
sie quantifizieren (132, 27, 156). Eine starke Erhohung der Propionyl-CoA-
Konzentration entsteht durch den Abbau der aus Propionyl-CoA als Primer gebilde-
ten, ungeradzahligen Fettsduren im katabolen Zustand. Dies kann eine metabolische
Entgleisung bewirken (137).

. Wird Propionyl-CoA an Stelle von Acetyl-CoA in den Zitonensdurezyklus einge-
schleust, so entsteht Methylzitrat, das pathognomonisch fiir die PPA ist. Die Bil-
dung des Methylzitrats hat zur Folge, dass Acetyl-CoA keinen Reaktionspartner
mehr hat, so mit sich selbst reagiert und den Ketonkorper Acetoacetat bildet. Durch
diese Bildung kommt es bei einer Stoffwechselentgleisung unter anderem zu einer

Ketoazidose (96).
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Abbauwege des Propionylcarnitins bei einem Defekt der Propionylcarboxylase (75)

Abb. 2:



7.

10.

11

12.

13.

14.

Findet eine Kondensation mit Acetyl-CoA statt, entsteht 3-Oxovaleriansédure, aus
der durch Reduktion 3-Hydroxy-n-valeriansiure entsteht.

Eine weitere Kondensation mit Acetyl-CoA kann zur Entstehung von 2-Methyl-
3-Oxobuttersdure und die weitere Reduktion zur Bildung von 3-Hydroxy-
2-Methylbuttersdure fiihren.

Durch die Selbstkondensation des Propionyl-CoA entsteht 2-Methyl-
3-Oxovaleriansiure, die immer nachweisbar ist. Durch die Reduktion dieses Meta-
boliten entsteht 3-Hydroxy-2-methyl-n-valeriansiure.

Isoleucin hat auch weitere alternative Abbauwege, die bei einem PCC-Defekt zu
finden sind. Aus Isoleucin entsteht Methylbutyrylsidure. Reagiert sie mit Glyzin, ent-
steht 2-Metylbutyrylglyzin. Methylbuterylsdure kann wiederum zu Tiglylsidure rea-
gieren, welches durch Reaktion mit Glyzin zu Tiglylglyzin reagiert. Wird Tiglylsdu-

re carboxyliert, entsteht 2-Methylglutaconsiure.

. Man kann bei der PPA oft ungewdhnliche Ketone, z.B. 3-Pentanon oder Butanon

nachweisen. Sie entstethen durch einen nichtenzymatischen Zerfall von
2-Methylacet-essigsiure, 3-Oxovaleriansidure oder 2-Methyl-3-oxovalerianséure.
Die fast immer auftretende Hyperglyzindmie wird als Folge einer durch Propionyl-
CoA und seiner Metabolite bewirkten Hemmung des glyzinspaltenden Systems er-
klart. Sie konnte aber ebenso durch eine Hemmung der Umwandlung von Glyzin in
Serin, durch eine Blockierung der Glyzinkonjugation bzw. durch eine Hemmung der
Aufnahme von Glyzin in die Mitochondrien der Leber- und Gehirnzellen in Folge
der pathologischen Stoffwechselprodukte verursacht sein (127). Auf Grund des
mangelhaften Glyzinabbaus entsteht ein Defizit an C;-Gruppen. Dies kann zu einem
Tetrahydrofolsduremangel fiihren. Eine Neurotoxizitit des Glyzins wurde bislang
nicht gefunden (140).

Auch eine Hyperlysindmie kann durch die Hemmung des Lysinabbaus durch Propi-
onyl-CoA und seiner Metaboliten erklért werden.

Die vor allem bei einer Entgleisung massiv auftretende Hyperammonédmie ist durch
die Hemmung der Carbamoylphosphatsynthetase, ein Schliisselenzym der Harn-

stoffsynthese, zu erklidren.



Eine Erkldrung der neurologischen Auffilligkeiten mit muskuldrer Hypotonie, Neigung
zu zerebralen Krampfanfillen, akuten Enzephalopathien sowie einem verminderten 1Q
und Konzentrations- und Gedéchtnisproblemen ist bis heute nicht gelungen. Morpholo-
gisch fillt ein Hydrozephalus internus, eine leichte kortikale Atrophie und eine Hy-
poplasie des Corpus callosum auf. Man vermutet, dass die Schiddigung des Gehirns vor
allem durch die bei Entgleisungen stark erhohten pathologischen Stoffwechselprodukte,
z.B. Ammoniak, sowie durch eine Minderperfusion des Gehirns unter Stoffwechselin-
stabilititen hervorgerufen wird. Durch die stindig erhohten Stoffwechselprodukte im
Liquor ist moglicherweise der Energiestoffwechsel im Gehirn gestort. Die hierbei feh-
lende Umwandlung von Propionyl-CoA in Succinyl-CoA, die fiir die Energiegewin-
nung der Nervenzellen sehr wichtig ist, ist dabei von entscheidender Bedeutung (99).
Die im Computertomogramm nachweisbaren hypodensen Zonen in myelinisierten Re-
gionen des Gehirns wie Hirnstamm, Kleinhirn, Stammganglien und GroBhirnrinde wer-
den durch Myelinisierungsstorungen hervorgerufen, die durch die Anreicherung der
Stoffwechselprodukte entstehen (11).

Van Rooyen et al. gehen davon aus, dass die neurologische Schidigung durch eine von
der Propionsiure verursachte Hemmung der $-Ureidopropionidase entsteht. Die Folge
hiervon ist ein Mangel an dem Neurotransmitter 3-Alanin, der wahrscheinlich zu neuro-
logischen Auffilligkeiten fiihrt (145, 144).

Fiir das bei PPA-Patienten so hédufig beobachtete Erbrechen werden verschiedene Ursa-
chen diskutiert, beispielsweise dass die pathologischen Stoffwechselprodukte durch ihre
Wirkung am Stammbhirn fiir den Wiirgereflex, das Erbrechen sowie den Appetitmangel
verantwortlich sind (99). Auch besteht die Moglichkeit, dass das Erbrechen durch eine
hohe Propionatkonzentration im Pfortaderblut ausgelost wird. Begriindet wird dies da-
mit, dass tierexperimentell bei Schafen eine Appetitlosigkeit nach Infusion von Propio-
nat in die Portalvene beobachtet wurde (136).

Moglicherweise spielt auch eine Pankreatitis eine Rolle. Bei Stoffwechselentgleisungen
werden teilweise erhohte Amylase- und Lipasewerte gemessen, die fiir eine akute
Pankreatitis sprechen (96).

Der bei Patienten mit PPA beobachtete Haarausfall und die Hypopigmentierung der
Haare ist moglicherweise durch einen Selenmangel verursacht. Selen ist ein Spurenele-

ment. Es ist fiir die Aktivitit der Glutathionperoxidase verantwortlich, die den Abbau



von Wasserstoffperoxid und anderen Radikalen katalysiert. Durch die eiweiBarme Er-
nihrung der Patienten und den in deutschen Aminosiduresupplementen fehlenden Selen-
zusatz, wird zu wenig Selen aufgenommen (96, 162). Man kann bei vielen Patienten mit
PPA einen Minderwuchs beobachten, der wahrscheinlich durch die proteinarme Ernidh-
rung verursacht wird (153). Die Ursache der bei élteren Patienten auftretenden Osteopo-
rose konnte bisher noch nicht erkléirt werden.

Eine erhohte Infektanfilligkeit kann bei 80 % der PPA-Patienten beobachtet werden (3).
Dabei handelt es sich hidufig um opportunistische Keime wie Candida albicans, Pneu-
mocystis carinii wodurch auf eine geschwichte Immunabwehr absehbar ist (161). Im
Blutbild féllt oft ein Immunglobulinmangel (IgG, IgM) sowie eine Granulozytopenie
auf (107). Moglicherweise kommt es zu einer Hemmung der T- und B-Zellbildung
durch Propionyl-CoA sowie zu einer Suppression des Knochenmarks (107). Andere
Metabolite scheinen hierbei keinen Einfluss zu haben (3). Die Proteinmangelerndhrung
ist fiir diesen Effekt nicht verantwortlich, da er bei anderen Patienten mit angeborenen
Stoffwechselerkrankungen (mit Ausnahme der MMA), die ebenfalls mit einer reduzier-
ten Proteinzufuhr ernihrt werden, nicht beobachtet wurde.

An der Haut manifestiert sich dieses Stoffwechselgeschehen in Form von lamellenarti-
gen oder fldchigen perioral und an den Extremitéten befindlichen Erythemen. Sie wer-
den als ,,Dermatitis azidimia* bezeichnet und im Zusammenhang mit dem Mangel an
speziellen Aminosduren (vor allem Isoleuzinmangel) und Spurenelementen gesehen
(163).

Bisher ungeklirt ist, weshalb die Symptome und der klinische Verlauf bei den einzelnen
Patienten so unterschiedlich sind. Mogliche Ursachen konnten im Genotyp (141), der
unterschiedlichen Erstmanifestation, der Giite der diitetischen Einstellung und in der
unterschiedlichen Besiedlung der Darmschleimhaut mit propionsdurebildenden Bakteri-
en liegen. Nicht zu vernachlissigen ist auch die unterschiedliche Fihigkeit des Orga-
nismus, die Propionséure iiber alternative Stoffwechselwege abzubauen (127). In einem
Fallbericht wurde von Kuhara et al. von einem Geschwisterpaar mit PPA berichtet, die
beide gleiche Mengen an Stoffwechselmetaboliten ausgeschieden haben und trotzdem
einen unterschiedlichen klinischen Verlauf zeigten (70).

Auffillig ist, dass sich die Stoffwechselsituation mit zunehmendem Alter bei den meis-

ten Patienten bessert. Moglicherweise entwickelt der Korper im Laufe der Zeit alterna-



tive Stoffwechselwege. Ebenso ist es moglich, dass der Korper nicht mehr so sensibel

auf die giftigen Stoffwechselprodukte reagiert (99).

1.1.1.5 Therapie

Die Therapie der PPA besteht aus einer strikt eiweilarmen Diit, bei der nur das fiir
Wachstum und Erhalt einer anabolen Stoffwechselsituation nétige Eiweil} tiber die Nah-
rung zugefiihrt wird. Ziel ist, die Menge der vier nicht abbaubaren Aminoséduren so ge-
ring wie moglich zu halten. Die zugefiihrte Gesamteiweilimenge ist altersabhingig und
liegt bei 0,5 - 1,5 g Eiweill pro kg Korpergewicht und pro Tag. Hierbei erhalten die Pa-
tienten iiber die Nahrung zwischen 0,3 - 1,1 g natiirliches Eiweil} pro kg Korpergewicht
pro Tag und zusitzlich zwischen 0,3 - 0,9 g ,,Aminoséduresupplement* pro kg Korper-
gewicht pro Tag. Bei diesem ,,Spezialeiweil* handelt es sich um eine Aminosiduremi-
schung ohne die Aminosduren Methionin, Threonin, Valin und Isoleucin und einem

Zusatz an Spurenelemente, Vitamine und Mineralien.

Tab. 3: Referenzwerte fiir die EiweiBzufuhr. Herausgegeben von: DGE (Deutsche Gesellschaft
fiir Ernahrung), OGE (Osterreichische Gesellschaft fiir Ernahrung) D.A.CH (Schweizeri-
sche Gesellschaft fiir Erndhrungsversorgung), Schweizerische Vereinigung fiir Erndh-
rung, Empfehlung 2000 (37).

Alter Proteinmenge Alter Proteinmenge

(9/kg Referenzgewicht/Tag) (g/kg Referenzgewicht/Tag)
0-=1 Monat 2,7 1-= 4 Jahre 1,0
1-=2 Monate 2,0 4-= 7 Jahre 0,9
2-=4 Monate 1,5 7-=15 Jahre 0,9
4-=6 Monate 1,3 15-=19 Jahre d:O,Q,Q:O,S
6-=12 Monate 1,1 19-=21 Jahre 0,8

In Tabelle 3 werden die Referenzwerte fiir die Proteinaufnahme gesunder Patienten an-
gegeben. Um einen Katabolismus zu vermeiden ist die Hyperalimentation ein grund-
siatzliches Therapieziel. Auf Grund der Essstorungen ist man fast immer auf eine Son-
denernihrung, am besten iiber eine perkutane endoskopische Gastrostomie (PEG) an-
gewiesen (99). Des weiteren erhalten die Patienten L-Carnitin in der Dosierung
50 - 100 mg pro kg Korpergewicht pro Tag (75, 164). Eine Antibiotikatherapie z.B. mit
Metronidazol reduziert die im Darm befindlichen Bakterien, wodurch die Propionsiure-
belastung des Organismus reduziert werden kann (22, 79, 136). Zur Vermeidung even-

tueller Mangelzustinde an Vitaminen und Spurenelementen wird eine Supplementie-
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rung empfohlen (z.B. Seravit® der Firma SHS Heilbronn). Die weitere Therapie ist auf
die jeweiligen Symptome der Patienten abgestimmt.

Eine ldngere Nahrungskarenz muss bei PPA-Patienten unter allen Umstdnden vermie-
den werden, da sie zu einer katabolen Stoffwechsellage fiihrt. Aus diesem Grund sollten
die Patienten moglichst hdufig kleine Mengen an Nahrung zu sich nehmen. Gute Erfol-
ge konnte man sowohl durch eine néchtliche Sondierung mittels Nahrungspumpe als
auch durch kleinere Fiitterungsintervalle erzielen, da hierbei die Gefahr eines moglichen
katabolen Zustands vermindert wird (153).

In Einzelfillen wurde eine Lebertransplantation vorgenommen. Das Ergebnis der bisher
durchgefiihrten Transplantationen war allerdings, dass die Ausscheidung der fiir die
PPA typischen Stoffwechselprodukte immer noch erhoht war und krankheitsspezifische
Probleme weiter existierten. Ebenso bereitete die notige Immunsuppression den Patien-
ten grofle Schwierigkeiten und fiihrte in einigen Fillen sogar zum Tod (79).

Die Akuttherapie einer PPA, insbesondere bei massiv erhohten Ammoniakkonzentrati-
onen ist eine Peritonealdialyse (49) oder besser einer Himodialyse bzw. Hamoperfusi-
on. Die konservative Akuttherapie besteht in einer parenteralen, eiweilarmen hyperali-

mentativen Erndhrung und symptomatischen Behandlung.

1.1.1.6 Prognose

Es ist schwierig, fiir die PPA eine Prognose zu stellen, da keine Langzeitbeobachtungen
bzw. Studien vorliegen. Die Erstmanifestation der PPA wurde nach einer Studie von
Lehnert et al. vor 1986 von nur 64 % der Kinder iiberlebt (75). Rousson et al. berichte-
ten, dass von 19 Patienten nach den ersten Lebensjahre nur fiinf der Patienten noch leb-
ten (119). Durch eine bessere Friiherkennung und Behandlung hat sich die Prognose
sicher verbessert. Auch die Langzeitprognose der Erkrankung ist bedingt durch Thera-
pieverbesserungen wahrscheinlich positiver. Die Prognose ist im Vergleich zu anderen
Stoffwechselerkrankungen wie z.B. fiir die Phenylketonurie oder die Ahornsiruperkran-
kung schlechter (77).

Die Langzeitfolgen bestehen in geistiger Retardierung, Minderwuchs und Osteoporose.
In Einzelfillen gibt es sehr gute Verldufe, so hatte ein Kind in den ersten Lebensjahren
grof3e Probleme und war mit zehn Jahren vollstiindig leistungsfdahig und hatte einen 1Q

von 105 (84).
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Ein Durchbruch in der Behandlung der PPA konnte eine vielleicht in der Zukunft mog-

liche gentechnische Korrektur des Gendefektes darstellen.

1.1.2 Methylmalonazidamie (MMA)

Die Methylmalonazidimie (MMA) (Mc Kuisick 251.000) wurde 1967 von Oberholzer
und Stock entdeckt (101). Sie beschrieben Patienten mit schwerer metabolischer Ketoa-
zidose, hohen Konzentrationen an Methylmalonat in Blut und Urin und einer Entwick-
lungsretardierung. Man vermutete einen Defekt der Methylmalonyl-CoA-Mutase (127).
Bei der MMA finden sich verschiedene Defekte, die sich darin zeigen, dass L-Methyl-
malonyl-CoA nicht zu Succinyl-CoA umgewandelt wird.

Defekte des Apoenzyms Methylmalonyl-CoA-Mutase, einem Dimer aus zwei identi-
schen Untereinheiten, finden sich als mut’- und mut -Defekt. Bei einem mut’-Defekt ist
die Mutase nicht nachweisbar, wihrend bei einem mut-Defekt noch eine Restenzymak-
tivitdit (2 - 75 %) vorhanden ist. Das Gen der Methylmalonyl-CoA-Mutase ist auf
Chromosom 6 lokalisiert (97).

Die Methylmalonyl-CoA Mutase benotigt als Coenzym Adenosylcobalamin. Enzymde-
fekte mit einer defekten Adenosylcobalaminbildung oder Patienten mit Vitamin
B>-Mangel haben eine reduzierte Methylmalonyl-CoA Mutase Aktivitit. Abbildung 3
zeigt die verschiedenen Formen: Ein Mangel an mitochondrialer Cobalaminreduktase

(cbl A) oder an mitochondrialer Cobalamin Adenosyltransferase (cbl B).

Hydroxycobalamin cblA cbl B

—I_> Cob-(I)-alamin Adenosylcobalamin
(Cob-(IIT)-alamin) (Cob-(D ) —f— y

Reduktase Adenosyltransferase

Abb. 3: Die intramitochondriale Bildung des Adenosylcobalamins aus Hydroxycobalamin mit den
zu einer Methylmalonazidéamie fiihrenden Stoffwechseldefekten cbl A und cbl B.

Es fiihren noch drei weitere Enzymdefekte neben einer MMA auch zu einer Homocysti-
nurie: Ein cbl C-, cbl D- oder cbl F-Defekt fiihrt zu einer reduzierten Adenosylcobala-
min- und Methylcobalaminsynthese, die eine mangelhafte Aktivitit der Methylmalonyl-
CoA-Mutase sowie der Methioninsynthetase bewirken. Patienten mit einer cbl C Muta-
tion sind hierbei schwerer betroffen. Die genauen Stoffwechseldefekte bei cbl C und

cbl D Mutation sind bisher nicht bekannt. Es handelt sich wahrscheinlich um einen De-
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fekt in einem frithen Schritt der Cobalaminsynthese. Bei dem cbl F Defekt liegt die Ur-
sache wahrscheinlich in einem verminderten Transport von Cobalamin aus den Lyso-
somen (97, 127). Auf diese Defekte soll nicht ndher eingegangen werden.

Klinisch relevant ist der Nachweis einer Vitamin B, -abhédngigen Variante, da diese
Patienten mit hohen Dosen von Hydroxycobalamin behandelt werden konnen und damit
eine symptomatische Heilung erreicht wird (10, 127).

Die MMA kann in eine friih auftretende Form, vor Ende des ersten Lebensmonats (early
onset Form) und eine spit auftretende Form (late onset Form) unterschieden werden.
Baumgartner et al. konnten in ihren Untersuchungen an 77 Patienten feststellen, dass

bei einem mut’-Defekt die Patienten zu 70 % eine early onset Form hatten, der Prozent-

satz der mut Defekte lag hierbei bei 50 %, der einer cbl A/ B bei 45 % (10).

1.1.2.1 Die klinische Symptomatik der MMA

Klinisch ist eine MMA von einer PPA nicht zu unterscheiden. Im Langzeitverlauf zeigt
sich bei der MMA eine chronische Niereninsuffizienz neben den fiir die PPA bekannten
Symptomen. Histologisch findet sich eine Nephritis, funktionell zunéchst eine tubulére,
dann eine glomeruldre Funktionsstorung. Infolgedessen wurden bei einigen Patienten
Hypertonien beobachtet (10, 79). Bei der MMA konnen infarktartige Verdnderungen
der Basalganglien beobachtet werden.

Neurologisch finden sich bei Patienten mit einer MMA ebenfalls einige Unterschiede.
Es werden vermehrt sogenannte ,,stroke like episodes* beschrieben, wie dies auch bei
zwel der hier untersuchten Patienten der Fall war. In der Bildgebung des Gehirns (CT,
MRT) finden sich infarktartige Basalganglienverinderungen, eine Hypomyelinisierung
sowie eine Hypodensitit des Globus pallidum. Etwa die Hilfte der Patienten mit MMA
(muto) weisen einen IQ kleiner 80 auf. Die Entwicklung scheint bei Patienten mit einer

mut oder einer Vitamin Bj,-abhingigen Form besser zu sein (10, 146).

1.1.2.2 Laborbefunde bei mut’-/ mut-Defekten der MMA

Bei der MMA findet sich eine stark erhohte Ausscheidung von Methylmalonsédure. Die
Reaktionen der Methylmalonyl-CoA-Racemase und der PCC sind reversibel. Dadurch
wird aus dem sich anreichernden Methylmalonyl-CoA teilweise wieder Propionyl-CoA

riickgebildet. Infolgedessen reichert sich bei der MMA ebenfalls Propionyl-CoA samt
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seiner pathognomonischen Metabolite an, jedoch in einer unterschiedlichen Auspri-
gung. So konnen einige der auch bei der PPA gefundenen Metabolite nachgewiesen

werden (127, 102).

1.1.2.3 Die Pathophysiologie der MMA

Die bei einer Stoffwechselentgleisung auftretende Azidose wird nicht allein durch den
Saurecharakter der Methylmalonsidure erkldrt. Man geht davon aus, dass in einer sol-
chen katabolen Stoffwechselsituation durch die grole Menge an Methylmalonyl-CoA
kein freies CoA fiir den Fettsduretransport ins Mitochondrium und damit fiir die Ener-
giebildung zur Verfiigung steht und dadurch die Fettsdureoxidation gestort wird. Au-
Berdem fiihrt das Methylmalonyl-CoA zu einer Hemmung der Pyruvatcarboxylase und
interferiert somit mit der Glukoneogenese (31). Durch beide Effekte kommt es zu einer
Hypoglykédmie.

Halperin et al. postulierte, dass die Methylmalonsdure den transmitochondrialen Trans-
port von Malat, ein Schliisselschritt der Glukoneogenese, hemmt, was dann ebenfalls zu
einer Hypoglykédmie fiihrt (55).

Die Veridnderungen der Basalganglien, die sich durch extrapyramidale Storungen zei-
gen, konnen eventuell dadurch erklédrt werden, dass die Basalganglien in ihrer Energie-
gewinnung stark von der Succinatdehydrogenasereaktion abhéngig sind, die durch Me-
thylmalonsdure gehemmt wird. Dadurch erleiden die Basalganglien bei einer Entglei-
sung einen groen Schaden.

Da die Methylmalonsidure kompetitiv die Succinatdehydrogenase des Gehirns und der
Leber hemmt (Methylmalonsidurekonzentration > 1 mol: 50 %), werden die Wege im
Zitronensdurezyklus blockiert, die aus Aminosduren Glukose produzieren. So entsteht
bei Entgleisungen eine besonders starke Hypoglykdmie des Gehirns. Eine aerobe Glu-
coseoxidation ist auf Grund der hohen Methylmalonsdurekonzentration nicht moglich.
Es bildet sich Laktat, und demzufolge ist der Energiegewinn der Zellen geringer. Da die
Methylmalonyl-CoA-Mutase auch die B-Hydroxybutyratdehydrogenase hemmt, kann
der Ketonkorper f-Hydroxybutyrat vom Gehirn ebenfalls nicht zur Energieproduktion
verwendet werden. Dadurch kommt es zu einer Schiddigung des Gehirns (134).

Auch die MMA ist durch eine Immunschwiche gekennzeichnet, wobei die Infektionsra-

te signifikant niedriger ist als bei der PPA (3). Fiir diese Immunschwiche ist die Me-
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thylmalonsédure verantwortlich. Es konnte in vitro nachgewiesen werden, dass sie kon-
zentrationsabhingig das Wachstum der Knochenmarkszellen hemmt und die Chemota-
xis der neutrophilen Granulozyten und Monozyten beeintridchtigt. Im Blutbild wurden
auBerdem stark erniedrigte B-Lymphozytenkonzentrationen gemessen, ebenso ernied-
rigte Immunglobulinkonzentrationen (IgG, IgM), eine Neutropenie, Thrombozytopenie

und Leukozytopenie (161, 3).

1.1.2.4 Therapie der Mut’-Defekte

Die Therapie der MMA ist weitgehend mit der Therapie der PPA identisch. Ein Thera-
pieunterschied tritt bei einer Vitamin Bi;-abhingigen MMA auf, da diesen Patienten
regelmiBig Cobalamin verabreicht wird und anschlielend keine oder eine nur geringe
Proteinrestriktion notig ist. Ney et al. untersuchte in einer Studie die Abhéngigkeit der
Methylmalonsidurekonzentration in Abhéngigkeit von der aufgenommenen Proteinmen-
ge. Sie stellten eine fiir jeden Patienten individuelle Proteinmenge fest, die nicht iiber-
schritten werden durfte, da ansonsten die Methylmalonsdureausscheidung massiv an-

stieg. Diese Proteinmenge war mehr vom Gewicht als vom Alter abhéngig (95).

1.1.2.5 Prognose der Mut’-Defekte

Wie schon bei der Beschreibung der Symptomatik erwéhnt, sind Patienten mit einer
mut’-Variante stirker erkrankt als Patienten mit anderen Varianten. Sie haben eine
weitaus geringere Lebenserwartung und ein viel schlechteres Outcome, vor allem im
Vergleich zu Patienten mit einer mut” oder cbl A/ B-Variante, die eventuell auf eine
Hydroxycobalamigabe gut ansprechen (10, 98).

Die Prognose ist, ebenso wie fiir die PPA, individuell verschieden. Es gibt selbst bei der
schweren mut’-Form Patienten mit guter Entwicklung. Wasserstein et al. berichten von
einer Patientin mit Vitamin B12-unabhingiger mut” Variante, die bei leichter Nierenin-
suffizienz, chronischer Pankreatitis, Optikusatrophie und geistig normaler Entwicklung
(College), im Alter von 20 Jahren ein gesundes Baby zur Welt brachte (155). In der
Literatur wurden auch benigne Formen einer MMA beschrieben, deren Athiologie je-
doch unklar ist (131).

Auch bei der MMA erhofft man sich, in Zukunft eine Gentherapie einsetzen zu konnen.
In vitro konnten schon Erfolge verzeichnet werden, in dem T-Zellen und CD**-Zellen

von MMA-Patienten durch einen rekombinanten Retrovirus mit der c-DNA der Me-
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thylmalonyl-CoA-Mutase, einer funktionstiichtigen fremden Zelle transduziert wurden.
Die Zellen waren daraufhin in der Lage im Kulturmedium befindliche Methylmalonsiu-
re abzubauen. Momentan wird nach noch geeigneteren in vitro Modellen gesucht, da

T-Zellen nur begrenzt in der Lage sind, Methylmalonsdure abzubauen (23, 24).

1.2 Methoden zur Diagnostik und Therapieuberwachung der
PPA und MMA

Methode der Wahl zur Quantifizierung der fiir die PPA und MMA pathognomonischen
Metabolite im Urin ist die Gaschromatographie, oder besser die Gaschromatographie in
Verbindung mit der Massenspektrometrie (GC/MS). Die Einfiihrung dieser Methoden
in der Medizin war die Voraussetzung zur Entdeckung der Erkrankungen aus dem Be-
reich der Organoazidurien. Fiir die MMA gibt es einen einfachen (jedoch auch unspezi-
fischen) Farbtest zum Nachweis der Methylmalonsédure im Urin.

Im Gegensatz zu Erkrankungen aus dem Bereich der Aminoazidopathien (z.B. Phenyl-
ketonurie, Ahornsiruperkrankung) ist die Uberwachung der therapeutischen Einstellung
der MMA und PPA schwieriger und nicht einheitlich. Die medikamenttse und diiteti-
sche Einstellung der PPA und MMA spiegelt sich nicht eindeutig im klinischen Verlauf
wieder (miindliche Mitteilung F. Trefz). Deshalb ist es wichtig, einen laborchemischen
Parameter zu finden, der die Konzentrationen der im Korper befindlichen pathologi-
schen Stoffwechselmetabolite wiedergibt und somit die Giite der Einstellung anzeigt.
Wihrend bei der PPA bei einer guten Stoffwechseleinstellung auBBer Methylzitrat andere
pathognomonische Metabolite kaum erhoht sind, ist bei der MMA die Ausscheidung
der Methylmalonsidure und anderer pathognomonischer Metabolite im Urin auch unter
Behandlung wenig verindert bzw. fluktuiert stark und wird damit zur Uberwachung der
Stoffwechseleinstellung kaum angewandt.

Die Messung der freien Propionsdure und Methylmalonsidure im Plasma ist aussagekrif-
tiger, erfordert jedoch eine vendse Blutentnahme und ist methodisch (vor allem die Be-
stimmung der Propionsdure) schwierig und kaum etabliert.

Die bei starken Stoffwechselentgleisungen auftretende Hyperammonimie kann durch
Messung des Ammoniakspiegels nachgewiesen werden. Diese Messung ist ebenfalls

aufwendig und wird meist nur bei stationdren Aufenthalten durchgefiihrt.
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Wendel et al. bestimmten ungeradzahlige Fettsduren in der Erythrozytenmembran. Da
ungeradzahlige Fettsduren Propionyl-CoA als Primer haben, sind sie vor allem bei
Patienten mit schlecht eingestellten Stoffwechsel erhoht (156).

Zum jetzigen Zeitpunkt existiert keine Methode, die beziiglich der Probengewinnung
(moglichst zu Hause, ohne Arztbesuch) und Probenanalyse einfach und schnell durch-

fiihrbar ist und eine Beurteilung der optimalen Stoffwechseleinstellung zulésst.

In der hier vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob die Messung von Acylcarni-
tinen im Trockenblut mit Hilfe der Tandemmassenspektrometrie fiir ein Stoffwechsel-
monitoring geeignet ist. Fiir das bessere Verstindnis folgt eine Beschreibung der Rolle

des Carnitins und der Acylcarnitine im Stoffwechsel.

1.3 Carnitin und Acylcarnitine

1.3.1 Was ist Carnitin?

Carnitin ($-Hydroxy-y-Triaminomethylaminobuttersidure) wurde im Jahre 1905 erstmals
aus Fleischextrakt isoliert (52, 72), seine Struktur wurde 1927 aufgedeckt (139). 25 Jah-
re spiter wurde seine physiologische Funktion geklirt.
1952 berichtete Carter et al., dass Carnitin mit dem Wachstumshormon Bridentisch sei,
welches beim Mehlwurm Tenebrio molitor als Wachstumsfaktor identifiziert wurde,
und dessen Mangel zu einer todlichen Verfettung des Mehlwurms fiihrt (13, 14, 118).
Carnitin besitzt an seiner 3-OH-Gruppe die Mdoglichkeit, Ester mit Karbonsiduren zu
bilden. Diese Bindungen besitzen hohe Bindungsenergie, man nennt sie Acylcarnitine
(AC) (17).
H;C
>N@/\V/\COO o
HiC™ | OH
CH3;

Abb. 4: Strukturformel L-Carnitin
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1.3.2 Carnitinaufnahme

Carnitin wird dem Korper hauptséchlich liber die Nahrung zugefiihrt. Es ist vor allem in
tierischen Produkten, am meisten in Fleisch enthalten. Pflanzliche Produkte wie Reis
und Soja enthalten Carnitin allenfalls in geringen Mengen (126).

Der menschliche Korper kann Carnitin aus den Aminosduren Methionin und Lysin
selbst synthetisieren (6). Neben diesen Aminosduren wird noch zusétzlich Fe?*, Vitamin
C, Niacin und Pyridoxin benétigt (15). Man konnte feststellen, dass der Korper die Car-
nitineigensynthese bei durch die Nahrung ausreichenden Carnitinzufuhr einstellt (126).
Bei Neugeborenen ist Carnitin als Vitamin anzusehen, da die Desoxycarnitinhydroxyla-
se, ein fiir die Carnitinsynthese notiges Enzym, in diesem Alter nahezu inaktiv ist. Aus
diesem Grund konnen Neugeborene, die nicht ausreichend Carnitin zugefiihrt bekom-
men, einen Mangel entwickeln (123).

Da die Carnitinkonzentration in den meisten Geweben hoher ist als im Serum, muss von
einer aktiven Carnitinaufnahme in das Gewebe ausgegangen werden. Die Carnitinauf-
nahme in die Zellen ist nicht immer gleich und ist von dem jeweiligen Hormon- und
Stoffwechselstatus sowie von den einzelnen Organen abhingig (47).

Die téglich benotigte Carnitinmenge einer gesunden Person liegt bei 1,43 umol/kg Kor-

pergewicht beim Erwachsenen und 11 wmol/kg Korpergewicht bei Sauglingen (126).

1.3.3 Die Aufgaben des Carnitins

Die zuerst entdeckte Aufgabe des Carnitins ist der Transport von im Zytosol aktivierten
langkettigen Fettsduren (FS-CoA) in das Mitochondrium und die damit verbundene Be-
reitstellung zur B-Oxidation.

Die Reaktion der aktivierten Fettsduren mit Carnitin findet mit Hilfe der Carnitin-
Palmitoyl-Transferase I (CPT I) statt. Die so gebildeten Acylcarnitine werden durch die
Carnitin-Acylcarnitintranslokase (T) im Austausch gegen freies Carnitin durch die Mi-
tochondrienmembran transportiert. Im Mitochondrium wird Carnitin wieder regeneriert,
indem die Fettsduren durch die Carnitin-Palmitoyl-Transferase Il (CPT II) auf CoA-SH
tibertragen werden. Carnitin gelangt durch die CPT I ins Zytosol, wo es erneut mit akti-

vierten Fettsduren reagieren kann (125).
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Abb. 5: Transport der langkettigen Fettsduren vom Zytosol uber die innere und duBere Mito-
chondrienmembran in das Mitochondrium CPT I: Carnitin-Palmitoyl-Transferase I, CPT II:
Carnitin-Palmitoyl-Transferase Il, T: Translokase (126)

AufBerdem gibt es auch noch Transferasen fiir kurzkettige und mittelkettige Fettsduren.
Die Carnitin-Acetyl-Transferase (CAT) ist in der Lage, Acetylgruppen sowie andere
CoA-Verbindungen von verzweigten und kurzkettigen Fettsiduren, die im Mitochondri-
um nicht verwertet werden konnen, auf Carnitin zu libertragen. Die so gebildeten Ace-
tyl- und kurzkettigen Acylcarnitine konnen das Mitochondrium und die Zelle verlassen
und iiber die Niere ausgeschieden werden. Damit findet eine Regeneration von CoA-SH
statt (124). Carnitin ist dariiber hinaus am Abbau verzweigtkettiger Aminoséduren betei-

ligt sowie zur Membranstabilisierung notwendig.

1.3.4 Carnitinmangelzusténde

Bei den Carnitinmangelzustdnden unterscheidet man einen priméren von einem sekun-
diren Carnitinmangel. Der primédre Carnitinmangel wird wiederum in einen systemi-
schen (Carnitinsynthesestorung) und einen myopathischen Mangel (zelluldrer
Aufnahmedefekt) unterteilt (124, 38). Der sekundidre Carnitinmangel kann durch
vielféltige Ursachen entstehen: z.B. bei akuten Erkrankungen, bei gesteigertem renalen
Verlust, vegetarischer Erndhrung, lidngerfristiger parenteraler Erndhrung u.s.w. In
Kombination mit Stoffwechselerkrankungen wie z.B. bei Defekten der
Atmungskettenenzyme, Dehydrogenasen und bei Organoazidopathien kommt ein

sekunddrer Carnitinmangel hdufig vor (126).
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1.3.5 Der Carnitinmangel bei der PPA und der MMA

Wie im Kapitel 1.1 erwéhnt, fithren diese beiden Erkrankungen zu einer Akkumulation
von Propionyl-CoA im Mitochondrium. Auf Grund einer starken Instabilitidt des Me-
thylmalonyl-CoA (R. Baumgartner, Basel, personliche Mitteilung) sind bei einer MMA
nur geringe Mengen an Methylmalonyl-CoA nachzuweisen, so dass Methylmalonylcar-
nitin nahezu nicht gebildet wird. Auch im Trockenblut ist Methylmalonylcarnitin mit-
tels Tandemmassenspektrometrie bei Patienten mit MMA nur in Spuren nachweisbar
(F. Trefz, personliche Mitteilung). Carnitin reagiert mit Propionyl-CoA. Es entsteht
Propionylcarnitin und CoA-SH. Das so gebildete Propionylcarnitin kann die Mito-
chondrienmembran passieren und wird iiber die Nieren ausgeschieden. Uber diesen
Weg ist der Organismus in der Lage, diese sich im Stoffwechsel anreichernden Acyl-
carnitine auszuscheiden. Bei der PPA wird bis zu 80 % der Propionsédure in Form von
Propionylcarnitin ausgeschieden (22). Bei diesen Patienten entsteht auf diese Weise ein
Carnitinverlust. Bei einer Stoffwechselsituation, in der besonders viel Carnitin zum wei-
teren Ausschleusen von Propionyl-CoA bendtigt wird, stellt sich demzufolge ein sekun-
ddrer Carnitinmangel ein. Dies fiihrt zu einer reduzierten Fettsdureaufnahme ins Mito-

chondrium und damit zu einer gestorten Energieproduktion der Zelle (105, 126).

1.3.6 Die verschiedenen Carnitinverbindungen im Blut und der Quo-
tient AC/FC

Das im Plasma befindliche Carnitin kann eingeteilt werden in: freies Carnitin (FC),
Acylcarnitin (AC) und Gesamtcarnitin (TC) (TC= FC+TC). Die AC wiederum konnen
in kurzkettige, mittelkettige und langkettige AC unterteilt werden.

Durch die Betrachtung des Verhiltniswertes AC/FC im Blut kann auf das Verhiltnis
Acyl-CoA/CoA-SH im Mitochondrium geschlossen werden, da beides im Gleichge-
wicht zueinander steht. Dadurch kann die intrazelluldre Stoffwechsellage einer Person
gut beurteilt werden. Reichern sich im Mitochondrium Acyl-CoA-Gruppen an, ist der
AC/FC-Quotient erhoht (129, 33). Normalerweise besteht das im Plasma enthaltene
Carnitin zu 10 - 20 % aus AC, der Rest ist FC. Der AC-Anteil steigt bei den Organoazi-
durien auf einen Anteil von 30 - 100 % an (156). Die AC wiederum bestehen zu 20 %
aus langkettigen und zu 80 % aus kurzkettigen AC (6). Der Anteil der kurzkettigen AC
steigt bei den Organoazidurien ebenfalls erheblich an. Ein Quotient AC/FC kleiner als
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0,4 findet man bei Gesunden (Durchschnitt: 0,25). Hierbei handelt es sich um einen
beziiglich Stoffwechselverdnderungen sehr empfindlichen Quotienten (17). Auch die
Organoazidurien zeigen charakteristische Verdnderungen dieses Quotienten. Durch die
Erhohung der AC-Konzentration bei gleichzeitigem Carnitinmangel liegt er meist
iiber 1.

Der Quotient zeigt friihzeitig einen Zustand verminderter Carnitinverfiigbarkeit an, da
er erhoht ist, bevor eine reduzierte Serumcarnitinkonzentration nachgewiesen werden
kann.

Laut Schwahn et al. sind 50 % aller propionsdurehaltigen Verbindungen Propionylcarni-
tin. Bekommt ein Patient Metronidazol, das die propionsdurebildenden Bakterien des
Darms reduziert, steigt der Prozentsatz sogar auf 78 % an. Er postuliert die Hypothese,
dass Propionyl-CoA, bei hohem Carnitingehalt, aus extrahepatischen Korperzellen vor-
wiegend als Propionylcarnitin renal ausgeschieden wird. ,,Hepatisch* gebildetes Propi-
onyl-CoA und die durch die Darmmukosa aufgenommene und von der Darmflora ge-
bildete freie Propionsdure dagegen wird zu anderen Metaboliten (z.B.
3-Hydroxypropionat) umgewandelt (Informationsblatt: B. Schwahn 1998, Stoffwechsel-
tagung Innsbruck).

1.3.7 Carnitinsubstitution

Zur Carnitinsubstitution sind Carnitinpréparate in Tropfenform, als Sirup, in Tabletten-
form sowie als Injektionslosung erhéltlich. Man verwendet ausschlieBlich L-Carnitin,
wihrend man frilher das D, L Racemat verwendete, das aber nachgewiesener Weise
Mangelzustinde verstirkt (90).

Carnitin kann bei sdmtlichen Formen von Carnitinmangelzustidnden eingesetzt werden.
Es wurde beobachtet, dass sich die renale Carnitinausscheidung bei chronischer Gabe
von 85 % auf 99,6 % erhoht. Dadurch besteht die Gefahr, dass bei Patienten nach plétz-

lichem Absetzen des Carnitins schwere Mangelzustidnde entstehen (126).

1.3.8 Carnitingabe bei Patienten mit MMA und PPA

Bei Patienten mit PPA und MMA geht man davon aus, dass eine Carnitingabe indiziert
ist, weil dadurch die Bildung von 2-Methylzitrat und 2-Methyl-3-Oxovalerian-Sdure

sowie von anderen Propionyl-CoA-Metaboliten zugunsten einer verstirkten Propionyl-
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carnitinbildung reduziert wird. Die verminderte 2-Methyl-Zitrat-Bildung ist fiir den Pa-
tienten vorteilhaft, da durch 2-Methyl-Zitrat die Zitratsynthese, die Aconitase, die Iso-
zitratdehydrogenase und die Phosphofruktokinase gehemmt werden. Dies kann zur ge-
steigerten Ketogenese und Hyperglyzindmie fiihren (18). Es wurde ebenfalls festge-
stellt, dass bei Patienten mit einer MMA die verstidrkte Ketonkorperbildung unter einer
Carnitingabe reduziert wird. Man vermutet, dass durch die vermehrte Propionylcarni-
tinbildung die den Zitratzyklus hemmenden Metabolite in geringerem Ausmal} entste-
hen, und somit ein normaler Energiestoffwechsel ablaufen kann (122, 160, 115). Die
Effekte einer Langzeitgabe von 100 - 200 mg pro kg Korpergewicht pro Tag L-Carnitin
zeigen sich in reduzierten Plasmatriglyzeriden, einer ungestorten Oxidation der langket-
tigen Fettsduren und damit in einer verbesserten Energiegewinnung der Zelle. Die Pati-
enten profitieren dadurch mit einem verstarkten Wachstum, einer Verbesserung des
neurologischen Statuses, des Muskeltonuses und der Hautkonsistenz, einer erhohte Pro-
teinvertriglichkeit sowie eine bessere Infektbeherrschung (47, 156). Das Auftreten ke-
toazidotischer Dekompensationen kann durch eine Carnitingabe nicht verhindert wer-
den, Carnitin dient jedoch als ,,Stoffwechselpuffer* und kann bis zu einem bestimmten

AusmalB Propionyl-CoA abfangen (18, 42).

1.3.9 Entwicklung der Acylcarnitinmessmethoden

Schon seit 1958 ist man bemiiht, Carnitin sowie seine Ester zu bestimmen. Einen Uber-
blick iiber die verschiedenen Methoden zur Acylcarnitinbestimmung liefert Tabelle 4.
In Tabelle 5 sind die Vorteile der AC-Messung zur Diagnose und Therapieoptimierung

beschrieben.
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Tab. 4: Fortschritte und Weiterentwicklung der Acylcarnitinmessung (130, 36, 117, 148, 83, 48,

93, 66, 108, 91, 149)

Photometrische Methoden

Bromthymolblau als Farbreagenz fiir Carnitin.
Reaktion mit Carnitinacyltransferase und anschlieBende Messung der enthal-
tenen Acylcarnitine und des freien Carnitins. Trennung in langkettige und

kurzkettige Acylcarnitine moglich doch ungenau.

Diinnschichtchroma-
tographie

Selektive Bestimmung von Octanoylcarnitin méglich.

HPLC-Technik
(high performance liquid
chromatography)

Einbau radioaktiver Isotope in die Acylcarnitine. Die gemessene Menge an
Radioaktivitat lasst Riickschliisse auf die Verbindung zu, teuer und zeitauf-

wendig.

GC/MS-Verfahren
(Gaschromatographie/ Mas-

senspektrometrie)

Trennung der Probe mit Hilfe der Gaschromatographie, anschlieBende Mes-
sung durch die Massenspektrometrie, erstmals Messung aller Acylcarnitine

moglich, doch zeitaufwendig und arbeitsintensiv.

MS/MS-Verfahren
(Messung durch Tandem-

massenspektrometrie)

Messung der Proben mit nur einem Messvorgang moglich.

Einsatz im Neugeborenenscreening.

Tab. 5: Vorteile der Acylcarnitinmessung

Forderungen an die Acylcarnitinmessung: | Nutzen :

gering gehalten werden.

¢ Konzentrationsbestimmung der einzelnen Acylcarnitine, | ®  Stoffwechselerkrankungen  konnen  voneinander
mit hoher Sensitivitit und Spezifitit. unterschieden werden.
Exakte Konzentrationsbestimmung fiir Therapiekon-

trolle wichtig.

*  Zeit zwischen Probenentnahme und Messergebnis muss | *  Bei Stoffwechseldekompensationen muss das Ergeb-
nis rasch vorliegen, damit eine addquate Therapie

schnell durchgefiihrt werden kann.

¢ Preisgiinstige und automatisierte Messung. *  Kosten diirfen das Budget nicht iiberschreiten.

*  Messung der Acylcarnitine im Blut und nicht im Urin. *  Ergebnisse sind trotz Nahrung und Medikamentenga-
be sowie Ketonkorperausscheidung bei Entgleisung

geringen Schwankungen unterworfen.
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2 Aufgabenstellung und Ziele

Ziel dieser Untersuchung soll sein, mit Hilfe einer besseren Methode zur Uberpriifung
der Stoffwechselsituation die Behandlung von Patienten mit PPA und MMA zu verbes-
sern und damit Lebenserwartung, Lebensqualitit und geistige Entwicklung dieser Pati-

enten zu steigern.

Die Fragestellungen sind im Einzelnen:

1) Wie verhalten sich freies Carnitin und Acylcarnitine bei gesunden Probanden unter
verschiedenen Bedingungen?

2) Eignet sich die beim Neugeborenenscreening etablierte Methode der Messung der
Acylcarnitine mit Hilfe der Tandemmassenspektrometrie zur quantitativen Bestim-
mung des Propionylcarnitins im Blut?

3) Ist die Konzentration des Quotienten Propionylcarnitin/ Palmitoylcarnitin (Cs/ Cie),
zur Uberwachung der medikamentosen und diitetischen Behandlung von Patienten

mit PPA und MMA geeignet?
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3 Materialien und Methodik

3.1 Chemikalien und L6sungen

Im Folgenden werden die zur Bestimmung der AC notigen Chemikalien aufgelistet:

Tab. 6:  Fiir die Herstellung des ,,Daily Working Standard“ verwendete deuterierte Acylcarnitine

NeoGen Screening, Inc. - D9-Carnitin - D9-Isovalerylcarnitin
Pittsburg, USA - D3-Acetylcarnitin - D3-Octanoylcarnitin
- D3-Propionylcarnitin - D9-Myristoylcarnitin
- D3-Butyrylcarnitin - D3-Palmitoylcarnitin

Der ,,Daily Working Standard* wird hergestellt, indem die acht oben genannten mehr-
fach deuterierten AC, wie in der Anleitung der Firma NeoGen beschrieben, in 1 ml ei-
nes Methanol zu Wasser-Gemisches (im Verhiltnis 1:1) gelost und dann mit Methanol

im Verhiltnis 1:100 verdiinnt wird.

Tab.7: Weitere fiir die Bestimmung der Acylcarnitine nétige Chemikalien
Sigma Aldrich -Methanol, 99,9 + % HPLC-grade

St. Louis, USA -Acetonitril 99,93 % HCLP-grade
-Wasser HPLC grade

Fluka -Ameisenséaure p.a. ca 98 %
Buchs, Schweiz -Trifluoressigséure p.a. ca. 98 %
Regis Technologies Inc. -3 N HCL in n-Butanol

Morton Grove, USA

3.1.1 Testsubstanzen

Fiir die Probandenstudie wurde Biocarn Sirup der Firma Medice verwendet. In 3,3 ml
des Sirups ist 1 g L-Carnitin enthalten.

Fiir den Glucosetoleranztest wurde die Glukoselosung Dextro® O.G-T. der Firma Ro-
che verwendet. In dieser Glukoseldsung sind in 300 ml Losung 75 g wasserfreie Gluko-

se enthalten.
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3.1.2 Geréate

Fiir die Aufbereitung der Proben werden folgende Gerite verwendet:
e Lochstanze, 3 mm Durchmesser, Fa. Sauer, Hannover
* Verdampfer mit Heizblock, 32 Plitze, Fa. Liebisch, Bielefeld

e Umluftschrank, Heraeus

Fiir die Analytik werden folgende Gerite verwendet:

* Tandem-Massen-Spektrometer, Perkin Elmer Sciex, API 365 MS/MS
* Autosampler, Perkin Elmer, Typ 200

* bindre Pumpe, Perkin Elmer, Typ 200

* 2-Kanal Degasser, Perkin Elmer, Typ 200

3.2 Bestimmungq des freien Carnitins und der Acylcarnitine

3.2.1 Funktionsweise des Tandemmassenspektrometers

Aminosduren
freies Carnitin
Acylcarnitine

i Butanol

Butylester

m/z

MS 1 Kollisionszelle MS 2
\ S oml 2Rl e e ] —I
ARd > = R = B )

___________ Detektor

Ionencuelle

Carnitin-Butylester —M» gemeinsames Fragment-lon (m/z 85)

Abb. 6: Darstellung der Funktionsweise des Tandemmassenspektrometers mit der Methode
Precursor 85. m/z: Verhéltnis Masse/ Ladung (80)

Die Proben werden nach der Injektion zunéchst ionisiert. Der erste Quadrupol Q;
(MS 1), an dem Gleich- und Wechselspannung anliegen, dient als erster Messquadrupol

zum Scannen der Ionen. An ithm wird ein bestimmtes Verhiltnis von Masse zu Ladung
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(m/z) eingestellt, und nur Ionen, die diese Bedingung erfiillen, konnen ihn passieren. An
dieser Stelle des Verfahrens findet eine Trennung der Ionen statt.

Der zweite Quadrupol Q; stellt die Kollisionszelle dar, die mit einem Inertgas (meist
N,) gefiillt ist. Hier werden die selektionierten Ionen durch Kollision mit Gasatomen
einer Fragmentierung unterworfen.

Der dritte Quadrupol Q3 (MS 2) wiederum ist ein Messquadrupol, der die Massen-/ La-
dungsverhiltnisse der entstandenen lonen misst. Hier findet nun eine Trennung nach
Strukturmerkmalen der Ionen statt (83, 48, 93, 80).Bei der spiteren, durch einen Com-
puter erfolgten Auswertung, erhélt man ein Spektrum vieler den jeweiligen Massen zu-

geordneten Peaks (siehe Abb.7).
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Abb. 7: Acylcarnitinprofil eines Stoffwechselgesunden. Markierung bei den Intensitaten: 218:
freies Carnitin; 227: deuteriertes freies Carnitin. Berechnung der Konzentration des freien
Carnitins durch Vergleich der gemessenen Intensitit des in der Probe vorhandenen frei-
en Carnitins mit der gemessenen Intensitat des zugesetzten Standards.

Die AC, die in dem den Proben beigefiigten deuterierten Standard enthalten sind, besit-
zen eine um drei bzw. neun Masseneinheiten groBere Masse als die zu messende Probe.
Die tatsdchliche Konzentration kann nun mit Hilfe eines Computers errechnet werden,

indem man die Hohe der Peaks des von der Menge her genau bekannten Standards mit
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der Probe vergleicht und daraus die in der Probe enthaltene AC-Konzentration be-
stimmt.

Man kennt fiir das TMS vier verschiedene Messmodi: die Produkt-Ionen-Analyse, die
Vorldufer-Ionen-Analyse (Precursor), die Neutralabspaltungsanalyse und die multiple

reaction monitoring Analyse (MRM-Analyse).

Es soll nun auf die Besonderheiten der bei dieser Arbeit verwendeten Methoden niher
eingegangen werden:

Die Vorliufer-Ionen-Analyse (Precursor 85) wird einsetzt, wenn bei allen Substanz-
gruppen ein gemeinsames Fragment abspalten wird. Dabei werden die Ionen des gesam-
ten MeBbereichs durch Q; transferiert und gelangen alle in die Kollisionszelle Q,. Der
Detektor Q3 wiederum ist auf eine ganz spezifische Fragmentmasse eingestellt und re-
gistriert nur Signale, die dieser Fragmentmasse entsprechen.

Die MRM-Analyse hingegen besitzt die hochste Prizision und Empfindlichkeit, da bei
ihr Q; und Qs auf eine ganz bestimmte Masse eingestellt werden. Hierdurch kann nur
eine geringe Anzahl an Verbindungen in einem Lauf quantifiziert werden (48, 83).
Durch die nun geringere Zahl an Substanzen kann die Scanzeit verldngert und damit die

Anzahl der Scans erhoht werden.

3.3 Probengewinnunq

Die Probengewinnung erfolgte bei den Probanden iiber eine kapillare Blutentnahme mit
Hilfe einer Einmallanzette. Bei den Patienten erfolgte die Blutentnahme mit Hilfe eines
Softclix® der Firma Roche Diagnostics Hestia Pharma, Mannheim.

Anschliefend wurden zwei Kreise einer Guthriekarte (Trockenblutkarte) der Firma
Schleicher & Schuell® mit Blut ausgefiillt. AnschlieBend wurde die Karte aufrecht ste-
hend an der Luft getrocknet, in einen Briefumschlag gegeben und an das ZfS Reutlin-
gen (Zentrum fiir Stoffwechselerkrankungen) geschickt.

Fiir die Probandenstudie 5 und 6 wurde zusitzlich vendses Blut aus einer Armvene ent-

nommen.
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3.4 Beschreibung der Probenaufbereitunq

3.4.1 Quantifizierung der Acylcarnitine im Trockenblut

Die Probenaufbereitung aus dem Trockenblut erfolgte nach folgendem Schema:

1. Ein Kreis aus einer Trockenblutkarte ausstanzen (Stanze & = 3 mm) und in ein Eppendorf-
cup geben.

2. 100 pL ,Daily Working Standard“ dazupipettieren.

3. 20 min bei Raumtemperatur auf dem Schdttler extrahieren.

4. Die gesamte Lésung in ein Autosamplervial Gberflhren.

5. Die Lésung unter Stickstoffstrom bei 45° C vollstandig verdampfen (ca.10min).
6. 60 pL HCI * n-Butanol (c = 3.0 mol/L) zugeben und mischen.

7. 20 min bei 65° C im Warmeschrank mit Lufter derivatisieren.

8. HCI * n-Butanol unter Stickstoffstrom bei 45° C sofort verdampfen.

9. 200 pL mobile Phase dazugeben (50 % ACN + 50 % HPLC-Wasser +0,025 % Ameisensau-
re).

10. Die Probe erneut mischen.

Fiir die Probandenstudie 6 musste das vends entnommene Blut in seine zelluldren Be-
standteile und in Blutserum aufgetrennt werden, bevor die so gewonnenen Bestandteile
auf die Trockenblutkarte auftropft werden konnten und die Acylcarnitine dort bestimmt

werden konnten (nach C. Gille (46)).

3.4.2 Quantifizierung der Acylcarnitine in den zellularen
Blutbestandteilen

Fiir die Messung der zelluldren Blutbestandteile wurden 100 pl EDTA-Blut in einem
1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefdl in 1000 ul PBS aufgenommen und fiir 2 Minuten bei
200 g (Heraeus: 1500 rpm) pelletiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert. Die-
se Schritte wurden drei Mal durchgefiihrt. Nach der letzten Zentrifugation wurde das
Pellet mit PBS auf ein Gesamtvolumen von 100 pl aufgefiillt. Durch dieses Verfahren
war in der so gewonnenen Losung die gleiche Menge an zelluldren Blutbestandteilen

enthalten wie zuvor im Vollblut. Von dieser Losung wurden 6 ul auf eine Trockenblut-
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karte pipettiert. Zur weiteren Probenaufbereitung wurde jeweils ein mit 6 pl zelluldren
Bestandteilen durchtrinkter Anteile der Trockenblutkarte ausgeschnitten und wie im

Kapitel 3.4.1 beschrieben weiterverarbeitet.

3.4.3 Quantifizierung der Acylcarnitine im Serum

Fiir die Quantifizierung des Serums wurde vendses Blut in einem Serumrohrchen vom
Institut fiir Labormedizin der Universitétsklinik Tiibingen abzentrifugiert. Von dem so
gewonnenen Serum wurden mehrfach 6 pl auf eine Trockenblutkarte getropft und nach
dem Trocknen jeweils ein durchtrinkter Anteil der Trockenblutkarte ausgeschnitten und
wie oben beschrieben weiterverarbeitet. Ebenso wurde mehrfach 6 ul venoses Blut auf
eine weitere Trockenblutkarte pipettiert und diese Trockenblutkartenbereiche ebenfalls
ausgeschnitten. Eine Stanze (& = 3 mm) einer durchtrinkten Trockenblutkarte entspricht
einer Blutmenge von 1,5 pl. Da in Studie 6 somit die vierfache Blutmenge verwendet
wurde, wurde auch die vierfache Menge an Standard zugegeben. Die ermittelten Ergeb-
nisse wurden nach der Messung durch vier geteilt, damit das Ergebnis quantitativ mit

den zuvor ermittelten Ergebnissen verglichen werden konnte.

3.5 Die Probenanalyse

3.5.1.1 Die Precursor 85 Methode

Fiir die Vergleichsgruppenstudie wurde nach der Methode Precursor 85 gearbeitet, die
ansonsten im Neugeborenenscreening Anwendung findet. Bei dieser Methode werden
die nach der Probenaufbereitung erhaltenen Acylcarnitinbutylester, die in geldster Form
vorliegen, mit Hilfe des lonensprayers zu lonen desolvatisiert. In der Kollisionszelle
verlieren nun diese Ionen bei ihrer Kollision mit Stickstoff das geladene Fragment mit
der Masse 85 Dalton (siehe Abb. 6).

Der Quadrupol 1 scannt 17 Mal in einem Zeitraum von 25 ms von der Masse 210 bis
510, wihrend Quadrupol 3 konstant auf die Masse 85 eingestellt ist und somit auch nur
diese Masse bestimmt. Mit dieser Methode konnen sdmtliche AC quantitativ erfasst
werden. Insgesamt dauert die Messung einer Probe 2,5 min. Bei diesem Verfahren wer-
den FC sowie AC mit einer Kohlenstofflinge von zwei (Acetylcarnitin) bis
18 C-Atomen gemessen. Neben dem freien Carnitin werden die im Kapitel 3.5.1.2 be-

schriebenen AC sowie noch 25 weitere AC quantifiziert.
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3.5.1.2 Besonderheiten der MRM-Methode

Bei der MRM-Methode, die fiir die Messung der Proben der MMA- und PPA-Patienten
verwendet wurde, werden nur wenige relevante Verbindungen bestimmt. Q; und Q;
werden hierfiir auf die folgenden Massen eingestellt:

Freies Carnitin, Acetylcarnitin (C,), Propionylcarnitin (Cs), Butytrylcarnitin (Cy), Isova-

lerylcarnitin (Cs), Myristoylcarnitin (C;4), sowie Palmitoylcarnitin (Cje).

3.6 Die Validierung der Messungen des Tandemmas-
senspektrometers

Eine Validierung des verwendeten Gerites und der Methode fiihrte M. Goggerle im
Rahmen seiner Diplomarbeit durch (48). Fiir die gemessenen AC und das FC konnte
eine hohe Linearitit nachgewiesen werden. Aullerdem konnte er zeigen, dass die Per-
cursor 85-Methode fiir ein allgemeines Screening gute Ergebnisse liefert und man mit
Hilfe dieses Verfahrens innerhalb kurzer Zeit ein grofles Spektrum an AC bestimmen
kann. Sollen jedoch nur wenige AC bestimmt werden, kann mit der MRM-Methode
eine hohere Messgenauigkeit erzielt werden.

Tab. 8: Vergleich der Messung der Linearitat der Acylcarnitine mit der Precursor 85
und MRM-Methode durch das Tandemmassenspektrometer (48).

Freies |Acetyl- [Propionyl- [Butyryl- |[Octanoyl- [Myristoyl- [Palmitoyl-

Substanz Carnitin |carnitin  [carnitin carnitin |carnitin carnitin carnitin

Bereich der Linearitat
10,5-682| 4,2-112 | 4,4-274 |0,4-2,25| 0,02-0,6 | 0,03-2,1 | 0,22-17,5
(pmol/ml)

Korrelation () Pre-
lcursor 85 0,9991 | 0,9992 0,9996 0,9700 0,9920 0,9970 0,9990
Korrelation ()
MRM 0,9985 | 0,9998 0,9997 0,9871 0,9991 0,9962 0,9992

Eine hohe Sensitivitdt und Spezifitit ebenso wie eine gute Reproduzierbarkeit, konnten

auch von Vreken et al. nachgewiesen werden (149).

3.6.1.1 Einfluss der Lagerung auf die Proben

Nach Beendigung der Studie wurden die AC in den Trockenblutkarten der Patienten 1
und 3 nochmals nachgemessen. Es sollte hierbei tiberpriift werden, ob nach einem Zeit-

raum von einem bis neun Monaten zwischen der Blutabnahme und der Nachmessung
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die AC in den Trockenblutkarten stabil sind, und ob die Ergebnisse mit den zuvor ge-

messenen Ergebnissen vergleichbar sind.

3.7 Untersuchung bei Gesunden und Patienten mit PPA und
MMA

3.7.1 Untersuchung bei Patienten

Insgesamt haben sich 14 Patienten und ihre Eltern bereit erklért, an dieser Studie teilzu-
nehmen. Von diesen 14 Patienten wurde bei fiinf Patienten die Diagnose MMA und bei
neun die Diagnose PPA gestellt. Auf die Patienten sowie auf ihre Krankengeschichte
wird im Kapitel 3.7.1.1 eingegangen. Die Eltern wurden iiber das Vorgehen, den mogli-
chen Nutzen sowie den fiir sie entstehenden Aufwand informiert. Sie unterzeichneten
eine Einverstindniserkldrung. Das Protokoll der klinischen Studie wurde von der Ethik-
kommission der Universitidt Tiibingen gepriift und genehmigt und erfiillt die Deklarati-
onen von Helsinki von 1975.

Zu einem festgelegten Zeitpunkt wurde die Studie begonnen, die wie folgt aussah:

Die Eltern der Patienten wurden telefonisch an einem vereinbarten Wochentag alle zwei
Wochen bzw. bei den Patienten 1 und 3 jede Woche, iiber die Befindlichkeit Ihrer Kin-
der in einem strukturierten Interview befragt. Die so gewonnen Informationen wurden
in einem dafiir vorgefertigten, standardisierten Fragebogen festgehalten (siche Abb. 8).
Am selben Tag erfolgte eine kapillare Blutentnahme durch die Eltern, die moglichst an
allen Tagen zur selben Zeit erfolgen sollte. Die Blutentnahme sollte moglichst vor den

Mahlzeiten und vor der Biocarngabe erfolgen (Halbniichternwert).
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Telefonischer Patientenfragebogen

welche Symptome?

welche Medikation? Antibiotikagabe?

Patient: Datum:

Einschétzung des Allgemeinzustands: gut O mittel O schlecht O
Kdrpertemperatur normal: <37,4 O| subfebril:( 37,4 < x < 38,5) O|Fieber =38,5 O
Erbechen kein O wenig ( 1mal) O haufig O
Infektzeichen keine O wenig O viel O
Hautverédnderungen (Ekzeme) keine O leicht O stark O
Stiihle normal O Obstipation O Diarrhoe O
Nahrungsaufnahme (Aufnahme) alles O wenig/ EiweiBreduktion O nichts O
Gewicht Zunahme O keine Veranderung O Abnahme O
Krankenhaus nein O ja O
Stoffwechseldekompensation nein O ja O
Bei Infekten/ Dekompensationen: seit wann?

Bei Krankenhausaufenthalt:

warum?
seit wann?
Therapie

Bei schlechtem Allgemeinzustand:

Auffalligkeiten:

Entwicklungsfortschritte?

Welche?

Sonstiges:

Seit dem letzten Anruf Besonderheiten (Infekte, Krankenhausaufenthalte)? Wann? Dauer?

Medikamente: Name: Dosierung: Dauer:

Antibiotika:

Biocarn:

sonstiges:

Erndhrung

AS-Mischung (OS 2, IMTV 2) g/ Tag

nat. Eiweil3 g/ Tag

Kalorienmenge Cal./ Tag

Besonderheiten:

Abb. 8: Telefonischer Patientenfragebogen zur Evaluation des klinischen Zustandes
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3.7.1.1 Ubersicht Uiber die untersuchten Patienten

Es bestand nicht die Moglichkeit, die Patienten selbst zu untersuchen, so dass sich die
hier dargestellten Epikrisen auf Angaben aus Krankengeschichten beziehen. Eine Zu-

sammenfassung dieser Epikrisen gibt Tabelle 9 und 10.

Patienten mit einer PPA

Patientin 1

Bei Studienbeginn war die Patientin vier Jahre alt. Ihre Eltern sind deutscher Abstam-
mung und nicht miteinander verwandt. Nach unauffilliger Schwangerschaft und Geburt
(Geburtsgewicht: 4090 g, Linge: 56 cm) litt die Patientin in der 6. Lebenswoche unter
massivem Erbrechen. Nach parenteraler Aminosédure- und Glukosegabe wurde sie ko-
matds. Auf Grund eines fiir eine PPA typischen Ausscheidungsmusters an Metaboliten
im Urin wurde eine PPA diagnostiziert.

Die GroBle der Patientin lag in den ersten Lebensjahren auf der dritten Perzentile, zu
Studienbeginn (vier Jahre) befand sie sich auf der 25. Perzentile. Das Gewicht, das zu
Beginn auf der 25. Perzentile lag, befand sich zu Studienbeginn auf der 50. Perzentile.
Das Midchen hat eine an Taubheit grenzende Schwerhorigkeit. Die sprachliche und
geistige Entwicklung war mit vier Jahren um ein Jahr verzogert. Auflerdem leidet sie an
einer stark ausgeprdgten Hypotonie. Sie besucht einen Behindertenkindergarten. In ih-
rem ersten Lebensjahr hatte sie zwei Fieberkrampfe und einen Grand mal Anfall im
fieberfreien Zustand.

Die Patientin wird nachts und am Morgen sondiert. Sie erhilt 1,2 g pro kg Korperge-
wicht pro Tag natiirliches Eiweill sowie 0,6 g pro kg Korpergewicht pro Tag einer Ami-
nosduremischung (IMTV/OS2).

Sie hatte zwei Stoffwechselentgleisungen, die im Krankenhaus behandelt werden muss-
ten. In ihrem ersten Lebensjahr war die Patientin sehr in sich zuriickgezogen. Eine Bes-
serung trat auf, nachdem sie ein Horgerit bekam. Nun ist sie aufgeschlossener und inte-
ressierter.

Die Eltern zeigen eine sehr gute Compliance.
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Patient 2

Zu Studienbeginn war der Junge siebeneinhalb Jahre alt. Seine Eltern sind beide tiirki-
scher Abstammung und drittgradig miteinander verwandt. Nach unauffilliger Schwan-
gerschaft und Geburt (Geburtsgewicht: 3710 g, Linge: 51 cm) wurde die Erkrankung
am dritten Lebenstag diagnostiziert, da in dieser Familie schon drei weitere Kinder an
einer PPA verstorben waren und man deshalb das Neugeborene gezielt untersucht hatte.

Der Patient ist geistig retardiert und besucht eine Korperbehindertenschule. Er hat
Schwierigkeiten mit der Feinmotorik, kann beispielsweise nicht malen, sowie eine star-
ke muskulédre Hypotonie. Er wichst zweisprachig auf, spricht tiirkisch und deutsch, letz-
teres jedoch nur schlecht und stotternd. Bis zum dritten Lebensjahr erkrankte der Patient
hiufig an Infekten. Vom vierten bis zum siebten Lebensjahr musste der Patient wegen
rezidivierendem Erbrechen und Infekten sehr hédufig stationir behandelt werden. Er war
in diesen Jahren nur insgesamt vier Monate zu Hause.

Zur Verbesserung seiner Stoffwechseleinstellung wurde er mit sieben Jahren in einer
anderen Klinik vorgestellt. Es wurde eine PEG angelegt und das Didtregime optimiert.
Seither erhilt er 0,8 g pro kg Korpergewicht pro Tag natiirliches Eiwei3 und 0,3 g pro
kg Korpergewicht pro Tag einer Aminosdauremischung (IMTV/OS2). Die Grofe des
Patienten bewegte sich bis Ende des zweiten Lebensjahrs auf der 20. Perzentile, bis zum
Studienbeginn (siebeneinhalb Jahre) lag die Grofle auf der dritten Perzentile. Das Ge-
wicht lag auf der 90. Perzentile.

Auf Grund der hdufigen parenteralen Versorgung im Rahmen von Stoffwechselentglei-
sungen und der schlechten Venenverhiltnisse wurde ein Port gelegt. Da er an einer Ge-
rinnungsstorung leidet und deshalb schon Thrombosen sowie eine Lungenembolie hatte,
wird der Junge mit Marcumar behandelt. Aulerdem erhilt er eine Wachstumshormon-
substitution. Seine intellektuelle Entwicklung entsprach mit sieben Jahren der eines et-

wa drei- bis vierjdhrigen Kindes. Die Eltern zeigen eine gute Compliance.

Patient 3

Zu Studienbeginn war der Patient 18,5 Jahre alt. Seine Eltern sind beide tiirkischer Ab-
stammung und drittgradig miteinander verwandt. Die Erkrankung wurde bereits durch

eine Fruchtwasseruntersuchung diagnostiziert, die durchgefiihrt wurde, weil ein Ge-
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schwisterkind an dieser Erkrankung verstorben war. Die Schwangerschaft und Geburt
verliefen unproblematisch (Geburtsgewicht: 4120 g, Lange: 50 cm).

Die ersten Lebensjahre waren durch hiufige Krankenhausaufenthalte auf Grund rezidi-
vierender Infekte und Erbrechen gekennzeichnet. Der Patient hat eine muskuldre Hypo-
tonie sowie eine leichte Ataxie. Geistig habe sich der Patient bis zum zwolften Lebens-
jahr recht gut entwickelt, konnte lesen, schreiben und rechnen. Nach dem zwdlften Le-
bensjahr sei seine geistige Entwicklung riickldufig gewesen. Bei einer MRT-
Untersuchung konnte man eine Hirnatrophie feststellen. Im Alter von inzwischen
20 Jahren ist er in einer Werkstatt fiir Behinderte tétig. Seit dem 13. Lebensjahr leidet er
auflerdem unter einer Verringerung der Knochendichte sowie unter Seh- und Horsto-
rungen und ist mit einer Brille und einem Horgerit versorgt. Er war schon immer
kleinwiichsig und ist seit dem Wachstumsende 1,57 cm grofl und 58 kg schwer. Der
Stoffwechsel des Patienten entgleiste hdufig und der Patient wies bis zum Ende seines
18. Lebensjahres 80 Krankenhausaufenthalte auf.

Bis zum Ende des fiinften Lebensjahrs wurde der Patient dauerhaft sondiert, bis zum
siebten Lebensjahr nach Bedarf. Im Studienzeitraum verlief die Nahrungsaufnahme
relativ unproblematisch. Zu Beginn der Studie nahm er 0,5 g pro kg Korpergewicht na-
tirliches Eiweil sowie 0,6 g pro kg Korpergewicht einer Aminosduremischung
(IMTV/0OS2) zu sich.

Er verhilt sich eher kindlich, ist freundlich und aufgeschlossen. Er lebt nach wie vor in
der Familie. Diese ist teilweise mit der Situation sehr iiberfordert, so dass eine gute

Compliance nicht immer gewdhrleistet ist.

Patientin 4

Zu Studienbeginns war die Patientin vier Jahre alt. Die Eltern des Médchens sind deut-
scher Abstammung und nicht miteinander verwandt. Nach unauffalliger Schwanger-
schaft und Geburt (41. SSW, Geburtsgewicht: 4200 g; Linge: 53 cm) verweigerte das
Neugeborene die Nahrung und wurde somnolent. Es zeigte sich ein massiver Gewichts-
verlust, eine zunehmende muskuldre Hypotonie sowie ein stark erhohter Ammoniak-
wert (>1600 ug/l). Auf Grund der im Urin bestimmten Metabolite wurde eine PPA di-

agnostiziert.
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Die Patientin hat immer wiederkehrende schwere Infekte und Entgleisungen, die hiufig
mit einem Exanthem im Gesicht einhergehen. Sie zeigte mit vier Jahren eine psychomo-
torische Retardierung sowie ein ataktisches Gangbild. Das Midchen besucht einen Be-
hindertenkindergarten. Die Grof3e, die sich bis zum Ende des zweiten Lebensjahrs auf
der 50. Perzentile bewegte, fiel bis zum Zeitpunkt des Studienbeginns auf die 25. Per-
zentile ab. Das Gewicht lag bei Studienbeginn zwischen der 75. und 95. Perzentile.

Auf Grund massiver Essprobleme wurde bei dem Méadchen im Alter von dreieinhalb
Jahren eine PEG gelegt und die Nahrung seither dariiber sondiert. Sie erhilt 0,9 g pro kg
Korpergewicht pro Tag natiirliches Eiweill sowie 0,8 g pro kg Korpergewicht einer
Aminosdauremischung (IMTV/OS2).

Die Eltern sind mit der Situation iiberfordert.

Patient 5

Bei Studienbeginn war der Patient fiinf Monate alt. Die Eltern sind beide tiirkischer
Abstammung und zweitgradig miteinander verwandt. Nach unauffilliger Schwanger-
schaft wurde das Kind in der 41. Schwangerschaftswoche iiber eine Sectio caesarea auf
Grund eines pathologischen CTG entbunden (Geburtsgewicht: 3575 g; Linge: 54 cm).
Der Junge zeigte keine suffiziente Eigenatmung und musste kiinstlich beatmet werden.
Eine PPA wurde im Alter von drei Wochen iiber die Bestimmung des Propionylcarni-
tins im Trockenblut diagnostiziert, als der Junge Ammoniakkonzentrationen {iber
1000 wmol/l zeigte und ein leichtes Hirnddem aufwies.

Bald nach der Geburt zeigte er eine muskulidre Hypotonie, die sich bis zum Alter von
fiinf Monaten gebessert hatte. Er war zu diesem Zeitpunkt leicht entwicklungsverzogert.
Die Gro3e bewegte sich auf der 75. Perzentile, das Gewicht auf der 50. Perzentile.
Sondiert wurde er nur in den ersten Lebenswochen. Der Patient erhilt 1,4 g/kg Korper-
gewicht und Tag natiirliches Eiweil sowie 0,7 g/kg Korpergewicht und Tag einer Ami-
nosduremischung (IMTV/OS2).

Die Eltern sind sehr bemiiht.

Patient 6

Bei Studienbeginn war der Patient sieben Jahre alt. Die Eltern sind beide tiirkischer Ab-

stammung und zweitgradig miteinander verwandt. Nach unauffélliger Schwangerschaft

37



und Geburt fiel er in der ersten Lebenswoche auf, als er bei einem Ammoniakwert von
600 pumol/l komat6s wurde.

Seine Grofle bewegte sich im Alter von sieben Jahren oberhalb der 97. Perzentile und
sein Gewicht lag zwischen der 90. und 97. Perzentile. Bei diesem Patienten liegt eine
psychomotorische Retardierung vor. Er besucht einen Sonderkindergarten und hat Ko-
ordinationsprobleme. Er ist in seinem Verhalten hyperaktiv.

Sondiert werden muss er nur bei Stoffwechselkrisen. Als Sédugling erhielt er 1,5 g pro
kg Korpergewicht natiirliches Eiweil3 pro Tag, wihrend der Studie 0,8 g pro kg Korper-
gewicht natiirliches Eiweill pro Tag, dazu 0,6 g pro kg Korpergewicht einer Aminoséu-
remischung (IMTV/OS2). Der Patient erhilt als zusitzliche Medikation das Antibioti-
kum Metronidazol, im Rhythmus: zehn Tage Einnahme, 20 Tage Pause.

Bis zum Beginn der Studie hatte der Patient 20 Stoffwechselentgleisungen, die immer
im Krankenhaus behandelt werden mussten. Der Junge ist durch seine geistige Retardie-

rung und seinen Bewegungsdrang schwer zu fiihren.

Patientin 7

Zum Zeitpunkt des Studienbeginns war die Patientin elfeinhalb Jahre alt. Die Eltern
sind beide deutscher Abstammung und nicht miteinander verwandt. Nach unauffilliger
Schwangerschaft und Geburt (38. SSW, Geburtsgewicht: 3800 g, Linge: 56 cm), ver-
weigerte die Patientin jegliche Nahrung und entgleiste am zweiten Lebenstag. Die Di-
agnose einer PPA wurde aber erst in der fiinften Lebenswoche durch die Messung der
pathologisch erhohten Metabolite im Urin im Rahmen einer weiteren Entgleisung ge-
stellt.

Die psychomotorische Entwicklung verlief sehr verzogert. Die Patientin zeigte auler-
dem ein néssendes, schuppendes, makulopapuloses Exanthem. Sie war stark minder-
wiichsig. Im Alter von neun Jahren lag sie zehn Zentimeter unterhalb der dritten Perzen-
tile. Als sie im Alter von neun Jahren Wachstumshormone bekam (2,5 E/Tag) stieg ihr
jahrliches Wachstum von drei auf neun Zentimeter, und sie lag zu Beginn der Studie nur
noch fiinf Zentimeter unter der dritten Perzentile. Der Hautzustand verbesserte sich e-
benso wie die psychomotorische Entwicklung. Die Patientin, die vor der Wachstums-
hormongabe acht Mal entgleiste, entgleiste seither nicht mehr. Das Méddchen war im

Alter von elfeinhalb in der fiinften Klasse einer Forderschule und hat ein Schuljahr wie-
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derholt. Zum Zeitpunkt des Studienbeginns konnte sie fliissig sprechen, hatte aber er-
hebliche Schwierigkeiten beim abstrakten Denken und im Umgang mit Zahlen.

Bis zum Ende ihres fiinften Lebensjahrs wurde die Patientin ausschlieBlich sondiert.
Seither isst sie, doch mit wenig Begeisterung. Die Patientin erhilt 0,8 g pro kg Korper-
gewicht pro Tag natiirliches Eiweifl sowie 1 g pro kg Korpergewicht pro Tag einer
Aminosduremischung (IMTV/OS2).

Der soziale Hintergrund ist sehr gut. Die Eltern sind inzwischen eher groBziigig in der

didtetischen Behandlung.

Patient 8

Bei Studienbeginn war der Patient zwei Jahre alt. Die Eltern des Jungen sind deutscher
Abstammung und nicht miteinander verwandt. Nach unauffalliger Schwangerschaft und
Geburt (41. SSW, Geburtsgewicht: 3230 g, Lange: 50 cm) fiel der Patient erstmals in
der 13. Lebenswoche durch massives Erbrechen auf, das sich aber wieder besserte. Di-
agnostiziert wurde die PPA im Alter von sechs Monaten iiber die Messung der erhohten
Metabolite im Urin nach Auftreten einer massiven metabolischen Azidose im Rahmen
eines Infektes der oberen Luftwege. Mit vier Jahren wird der Junge einen Integrations-
kindergarten besuchen.

Gewicht und GroBe des Patienten bewegten sich zu Studienbeginn auf der 50. Perzenti-
le.

Motorisch litt der Patient im Alter von zwei Jahren unter einer leichten Hypotonie und
einer leichten Entwicklungsverzdgerung. Geistig und sprachlich entwickelt sich der
Patient altersgem@f. Der Patient hatte seit seinem zweiten Lebensjahr sehr haufig grip-
pale Infekte. Bis zum Beginn der Studie traten bei ihm vier Stoffwechselentgleisungen
auf, die im Krankenhaus behandelt werden mussten.

Der Patient musste bisher nur im Rahmen von Entgleisungen sondiert werden. Er wird
jede Nacht gefiittert. Der Junge erhilt 1,2 g pro kg Korpergewicht natiirliches Eiweil3
pro Tag. Eine zusitzliche Aminosiduremischung erhilt er nicht.

Die Eltern sind sehr engagiert und bemiiht.

Patient 9

Zu Beginn der Studie war der Patient zwolf Monate alt. Die Eltern des Jungen sind bei-

de tiirkischer Abstammung und zweitgradig miteinander verwandt. Die Mutter wurde
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wihrend der Schwangerschaft auf Grund einer rheumatischen Erkrankung mit Me-
thotrexat behandelt. Der Patient wurde in der 32. Schwangerschaftswoche mit einem
Gewicht von 1980 g geboren. Bei der nachfolgenden intensivmedizinischen Betreuung
fiel eine Nahrungsunvertriglichkeit auf. Im Alter von 14 Tagen zeigte das Kind Zeichen
einer Laktatazidose. Es wurde daraufhin eine PPA durch eine Urinanalyse diagnosti-
ziert.

Bei Studienbeginn lag die GroBe und das Gewicht des Patienten zwischen der dritten
und der zehnten Perzentile. Die psychomotorische Entwicklung ist leicht verzogert. Der
Junge konnte im Alter von 16 Monaten noch nicht laufen, lernte mit 13 Monaten zu
sitzen und sprach mit 16 Monaten nur wenige Worte.

Das Kind musste nur innerhalb der ersten Monate sondiert werden und hatte in der fol-
genden Zeit keine Probleme bei der Nahrungsaufnahme. Bei Studienbeginn erhilt er
1,3g pro kg Korpergewicht pro Tag Eiweill und zusitzlich 1,0 g pro kg Korpergewicht
einer Aminosduremischung (OS 1).

Bis zum Studienbeginn gab es keine weiteren Entgleisungen. Die Compliance der El-

tern ist eher fraglich

Patienten mit MMA

Patient 10

Bei Studienbeginn war der Patient zweieinhalb Jahre alt. Seine Eltern sind deutscher
Abstammung und nicht miteinander verwandt. Eine genau Klassifizierung der Erkran-
kung erfolgte enzymatisch in Fibroblasten (Labor R. Baumgartner, B. Fowler, Basel).
Hierbei stellte sich heraus, dass eine noch nie beschriebene Form einer MMA vorliegt,
die dadurch gekennzeichnet ist, dass bei der Zellkultur die Zugabe von Dehydroxyade-
nosylcobalamin zu einer Steigerung der Aktivitit der Methylmalonyl-CoA-Mutase
fiihrt.

Nach unauffélliger Schwangerschaft und Geburt (Geburt in 42. SSW, Geburtsgewicht:
3480 g, Linge: 54 cm), entgleiste der Patient erstmals im Alter von 13 Monaten bei
einer Rotavirusinfektion. Er zeigte hierbei eine massive metabolische Azidose. Schon

vorher war bei ihm eine muskuldre Hypotonie aufgefallen.
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Das Gewicht bewegte sich bei Studienbeginn auf der 75. Perzentile, die GroBe lag zwi-
schen der 25. und 50. Perzentile. Die psychomotorische Entwicklung des Patienten ver-
lief verzogert, er sprach mit 18 Monaten seine ersten Worte, konnte erst mit 13 Monaten
frei sitzen und mit 17 Monaten ungestiitzt laufen. Mit vier Jahren besucht das Kind ei-
nen Integrationskindergarten.

Eine Sondierung war nie notwendig. Er erhilt 1 g pro kg Korpergewicht natiirliches
Eiweil} pro Tag, sowie 0,6 g pro kg einer Aminosduremischung (IMTV/OS2).

Bisher hatte das Kind zwei Stoffwechselentgleisungen, die stationdr behandelt werden
mussten.

Die Eltern sind sehr engagiert und zeigen eine sehr gute Compliance.

Therapiestudie bei Patient 10 (MMA):

Da sich bei Patient 10 ein Hinweis ergab, dass die Stoffwechselsituation dieses Patien-

ten durch die Gabe von Adenosylcobalamin verbessert werden konnte, wurde bei die-

sem Patienten Desoxyadenosylcobalamin im Studienzeitraum zeitweise substituiert.

Der Ablauf sah wie folgt aus:

1) Tag44-51: Gabe von 500 pg Desoxyadenosylcobalamin (Calomide®-S) i. m.

2) Tag52-92: keine Substitution

3) Tag93-148: Gabe von 1000 pg Desoxyadenosylcobalamin zweimal wochent-
lich oral

4) Tag 148-218:  keine Substitution

Es wurden bei diesem Patienten nicht nur die AC im Trockenblut, sondern auch die

Methylmalonsédureausscheidung im Urin in regelméfigen Abstinden quantifiziert.

Patient 11

Zum Zeitpunkt des Studienbeginns war der Patient dreieinhalb Jahre alt. Die Eltern sind
beide tiirkischer Abstammung und zweitgradig miteinander verwandt. Nach unauffilli-
ger Schwangerschaft wurde der Junge in der 40. Schwangerschaftswoche durch eine
Sectio caesarea entbunden (Geburtsgewicht: 3050 g; Linge: 47 cm). An seinem dritten
Lebenstag hatte er 500 g Gewicht verloren und litt unter massivstem Erbrechen. Auf

Grund der nachfolgenden schweren metabolischen Entgleisung wurde durch die Analy-
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se der organischen Séduren im Urin eine bislang noch nicht typisierte MMA diagnosti-
ziert.

Der Patient hat eine starke psychomotorische Entwicklungsretardierung und war mit
drei Jahren auf dem Entwicklungsstand eines einjdhrigen Kindes. Mit drei Jahren lernte
er zu laufen, mit dreieinhalb Jahren konnte er nur vier Worte sprechen. Interesse an der
Umwelt entwickelte er erst mit zweieinhalb Jahren. Der Junge besuchte ab seinem vier-
ten Lebensjahr einen Behindertenkindergarten. Im Alter von fiinf Jahren ist der Junge
intellektuell erheblich retardiert, er hat keine weitere Sprachentwicklung und lduft unsi-
cher. Der Patient neigt zu Hypoglykdmien und Azidosen. Bei einer MRT-Untersuchung
wurden drei Arachnoidalzysten nachgewiesen. Diese zerebrale Fehlbildung ist wahr-
scheinlich als Zweiterkrankung zu werten. Die GroB3e des Patienten zum Zeitpunkt des
Studienbeginns lag vier Zentimeter unterhalb der dritten Perzentile, das Gewicht beweg-
te sich zwischen der dritten und zehnten Perzentile.

Sondiert werden musste der Patient nur innerhalb seiner ersten Lebenswochen. Er erhilt
0,7 g pro kg Korpergewicht und Tag natiirliches Eiweifl sowie 1 g pro kg Korperge-
wicht einer Aminosduremischung (IMTV/0S2).

Auf Grund héufiger Entgleisungen unter Infekten und Hypoglykédmien musste der Pati-

ent hiufig stationdr behandelt werden. Die Eltern zeigen eine recht gute Compliance.

Patientin 12

Bei Studienbeginn war die Patientin elf Jahre alt. Die Eltern sind beide deutscher Ab-
stammung und nicht miteinander verwandt. Nach unauffélliger Schwangerschaft und
Geburt (Geburtszeitpunkt: 40. SSW, Linge: 49 cm, Gewicht: 3900 g) kam es im Alter
von 13 Monaten zu einer ersten Entgleisung, bei der die Patientin im Rahmen einer
schweren Azidose komatds wurde. Auf Grund dieser Entgleisung wurde bei der Unter-
suchung der organischen Sduren im Urin eine MMA diagnostiziert. Bei einer Bestim-
mung des genauen Krankheitstyps stellte sich bei einer Fibroblastenuntersuchung ein
Apomutasedefekt heraus.

Die GroBe und das Gewicht der Patientin bewegten sich im ersten Lebensjahr auf der
fiinfzigsten Perzentile, zum Zeitpunkt des Studienbeginns lag die Patientin jedoch mit
GroBe und Gewicht unterhalb der dritten Perzentile. Die psychomotorische Entwicklung

war in den ersten Lebensjahren verzogert. Im Alter von elf Jahren zeigt sich nur noch
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eine leichte muskuldre Hypotonie. Sie besucht die dritte Klasse einer normalen Grund-
schule und hat ein Schuljahr wiederholt.

Das Midchen wird seit ihrem zehnten Lebensjahr iiber eine PEG ernéhrt. Die zugefiihr-
te EiweiBmenge betrug im ersten Lebensjahr 1,5 g pro kg Korpergewicht und Tag, spa-
ter dann zwischen 1,2 bis 1,5 g pro kg Korpergewicht und zuletzt 1,2 g pro kg Korper-
gewicht. Sie bekommt zusitzlich 0,8 g pro kg Korpergewicht einer Aminosduremi-
schung (IMTV/0OS2). Die Patientin erhilt wihrend der Studie als zusitzliche Medikati-
on das Antibiotikum Metronidazol

Bis zum Studienbeginn hatte die Patientin 15 Stoffwechselentgleisungen, die stationér
behandelt wurden. Die Patientin hat eine chronische Niereninsuffizienz. Die Mutter ist

sehr belastet.

Patientin 13

Zum Zeitpunkt des Studienbeginns war die Patientin viereinhalb Jahre alt. Die Eltern
sind beide deutscher Abstammung und nicht miteinander verwandt. Geburt und
Schwangerschaft waren unaufféllig (Geburtszeitpunkt: 42. SSW, Lénge: 54 cm, Ge-
wicht: 4000 g). Die Patientin wurde im 13. Lebensmonat durch massives Erbrechen,
Hepatomegalie, Knochenmarksaplasie sowie durch ein Hirnodem auffillig. Die Patien-
tin musste fiinf Wochen intensivmedizinisch betreut werden. Hierbei wurde eine MMA
diagnostiziert, die bis zum Studienende nicht ndher klassifiziert war. Die bis zum
13. Lebensmonat erlernten psychomotorischen Fihigkeiten mussten nach dieser Ent-
gleisung erneut erlernt werden. Die motorische Entwicklung konnte nicht mehr aufge-
holt werden. Geistig lag bis zum Studienbeginn keine Retardierung vor. Die Patientin
besucht einen Integrationskindergarten. Die Grofle lag zu Studienbeginn auf der
25. Perzentile und das Gewicht auf der 75. Perzentile. Bis zum Beginn der Studie litt die
Patientin unter zwei Stoffwechselentgleisungen. Sie hat eine chronische Niereninsuffi-
zienz und ein Herzvitium.

Die Patientin wurde vom zweiten bis zum Ende ihres dritten Lebensjahres iiber eine
Sonde erndhrt, seither isst sie problemlos. Die Patientin erhilt 0,7 g pro kg Korperge-
wicht natiirliches Eiwei3 und 0,5 g pro kg Korpergewicht einer Aminosiduremischung
(IMTV/0S2). Als zusitzliche Medikation erhilt das Midchen Bicarbonat sowie ein
ACC-Priéparat.
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Die Mutter ist sehr compliant

Patient 14

Zum Zeitpunkt des Studienbeginns war der Patient elfeinhalb Jahre alt. Die Eltern sind
beide tiirkischer Abstammung und zweitgradig miteinander verwandt. Nach unauffilli-
ger Schwangerschaft und Geburt (Gewicht: 3600 g, Linge: 53 cm) verweigerte das
Neugeborene die Nahrung. Nach zwei Wochen wurde eine MMA diagnostiziert, die
mittels einer enzymatischen Bestimmung einer Fibroblastenkultur als mut’-Form ge-
nauer klassifiziert werden konnte (R. Baumgartner, B. Fowler, Basel).

Bis auf Konzentrationsschwierigkeiten zeigt der Patient geistig nur geringe Defizite. Er
besuchte im Alter von elfeinhalb Jahren die dritte Klasse einer normalen Grundschule
und musste bislang eine Klasse wiederholen. Seine motorische Entwicklung war zu Be-
ginn unauffillig, bis er im Alter von neun Jahren an Masern erkrankte und seither eine
spastische Diplegie hat. Seine GroB3e lag zu Studienbeginn auf der dritten, das Gewicht
auf der 75. Perzentile. Der Patient leidet aulerdem unter einer heterozygoten Form einer
Thalassdmia minor, unter einem Asthma bronchiale allergicum sowie einer Hausstaub-
milbenallergie und unter einer chronischen Niereninsuffizienz. Er ist sehr infektanfillig.
Bis zum Studienbeginn hatte er zwei Stoffwechselentgleisungen.

Der Patient musste die ersten zwei Lebensjahre sondiert werden. Er isst seither
problemlos. Er bekommt 0,4 g pro kg Korpergewicht und Tag natiirliches Eiweill sowie
0,9 g pro kg Korpergewicht einer Aminosdauremischung (IMTV/OS2).

Die Eltern zeigen eine gute Compliance.

Die Tabellen 9 und 10 sollen einen Uberblick iiber die beschriebenen Patientendaten

geben.
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3.7.2 Untersuchung bei Gesunden

3.7.2.1 Versuchsprotokoll

Der experimentelle Teil bei den gesunden erwachsenen Kontrollpersonen gliedert sich
in sechs Studien auf. Es wurden hierfiir die AC-Konzentrationen im Trockenblut von

insgesamt 23 gesunden Probanden gemessen.

Tab. 11: Darstellung von Anzahl, Geschlecht, Alter (Median mit Spannweite) sowie dem durch-
schnittlichen BMI mit Standartabweichung , der an den einzelnen Studien teilgenomme-
nen Probanden.

Anzahl Geschlecht Alter (Jahre) BMI
Studie 1 8 49,448 23 (21;48) 23,1 +/-4,8
Studie 2 5 39,248 23 (21;59) 21,0 4/-2,0
Studie 3 7 39,44 47 (18;69) 259 +/-6,5
Studie 4 7 39,448 24(23;25)  21,9+4/-3,0
Studie 5 7 39,44 24 (23;25)  21,9+/-2.8
Studie 6 | 2 19,18 (23;24) 19,8+/-0,7

Diese Versuche fanden unter verschiedenen Bedingungen statt:

Studie 1: Bei dieser Studie wurde eine mindestens zehnstiindige Nahrungskarenz von
den Probanden eingehalten. Sie erhielten nach Entnahme der ersten kapillaren Blutpro-
be 30 mg Carnitin pro kg Korpergewicht (Biocarn® Sirup). AnschlieBend wurden noch

sechs weitere Blutentnahmen im Abstand von einer halben Stunde durchgefiihrt.

Studie 2: Es erfolgte an fiinf Tagen morgens niichtern, eine kapillare Blutentnahme.
Studie 3: Die erste kapillare Blutentnahme erfolgte direkt nach dem Aufstehen niichtern
und wurde im Abstand von zwei Stunden noch sechs weitere Male durchgefiihrt. Die

Probanden nahmen in dieser Zeitspanne drei fiir sie gewohnliche Mahlzeiten zu sich.

Studie 4: Diese Studie fand nach einer mindestens zwdlfstiindigen Nahrungskarenz

statt. Es wurde 300 ml Glukoselosung (75 g Glukose) der Firma Roche® gegeben (stan-
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dardisierter Glukosebelastungstest). Vor der Glukosegabe sowie nach einer, eineinhalb,
zwel und drei Stunden wurde der Blutzuckerspiegel durch das Blutzuckermessgerit
Accu-Check® (Firma Bohringer-Mannheim) gemessen und gleichzeitig eine kapillare

Blutprobe fiir die AC-Messung entnommen.

Studie 5: Dieser Versuch wurde nach einer mindestens zehnstiindigen Nahrungskarenz
durchgefiihrt. Zu Beginn wurde eine vendse Blutprobe fiir die Messung der CK (Krea-
tinkinase), sowie eine Blutprobe fiir die AC-Messung entnommen. AnschlieBend fand
eine korperliche Belastung der Probanden statt. Die Vorgabe war, moglichst schnell
eine 100-stufige Treppe nach oben zu laufen und anschlieBend 500 m flach und bergab
zu laufen. Jeder Proband absolvierte je nach Leistungszustand moglichst viele dieser
Runden. Die Belastung musste mindestens eine halbe Stunde dauern. Nach einer ein-
stiindigen Ruhepause fand eine erneute venose Blutabnahme fiir eine weitere CK- und
AC-Messung statt. Die Bestimmung der CK wurde freundlicherweise vom Institut fiir

Labormedizin des Kreiskrankenhauses Reutlingen durchgefiihrt.

Studie 6: Nach zwdlfstiindiger Nahrungskarenz wurde eine vendse sowie kapillare
Blutprobe entnommen. Proband 3 nahm 48 Stunden vor der Blutabnahme die letzte
nicht vegetarische Nahrung zu sich, wihrend bei Proband 20 nur zwdlf Stunden dazwi-
schen lagen. Die venose Blutentnahme erfolgte iiber eine Serum- und EDTA-Monovette
der Firma Sarstedt. Auerdem wurde eine kapillare Blutprobe entnommen. Eine Hima-
tokritbestimmung wurde freundlicherweise vom Institut fiir Labormedizin der Universi-

tatskliniken Tiibingen durchgefiihrt.

3.8 Berechnungen und Definitionen

3.8.1 Patientenstudie

3.8.1.1 Transformation der Messwerte der Patienten

Da sich herausstellte, dass die Cs/ C;s-Werte der einzelnen PPA- und MMA-Patienten
auch bei vergleichbar guter Stoffwechsellage unterschiedlich sind, wie in den folgenden

Kapiteln beschrieben wird, ist fiir die Beurteilung des Gesamtzusammenhangs zwischen
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den Cis/ Cie-Werten und der Befindlichkeit der Patienten ein Verfahren notig, das die
Werte aller Patienten vergleichbar macht.

Dies wurde durchgefiihrt, indem bei allen Patienten ein Mittelwert aus den Cs/ Cj¢-
Werten der Tage gebildet wurde, an denen die Patienten gesund und damit im Stoff-
wechselgleichgewicht waren. Es wurde anschlieend jeder einzelne Cs/ Cis-MeBwert
durch diesen mittleren Cs/ Ci6-Quotienten geteilt. Durch diese Transformation wurde es
moglich zu iiberpriifen, inwieweit sich eine Veridnderung der Befindlichkeit und damit

der Stoffwechsellage auf den Cs/ Ci6-Quotienten aller Patienten auswirkt.

3.8.1.2 Bestimmung des Befindlichkeitsscores

Zur standardisierten Beurteilung der Befindlichkeit der Patienten war eine Beschreibung
verschiedener Befindlichkeitsstufen notig. Diese Einstufung erfolgte entsprechend der
Auswertung der einzelnen telefonischen Patientenfragebdgen. Im Folgenden werden

diese Stufen beschrieben:

Score 1: gesund

Dieser Score wurde vergeben, wenn der Patient keinen Infekt oder sonstige Beeintrich-
tigungen wie unten beschrieben hatte (z.B. Erbrechen, extreme Miidigkeit, Appetitlo-
sigkeit).

Score 1,5: fraglich gesund

Dieser Score wurde vergeben, wenn der Patient unter Beeintrachtigungen wie z.B. ein-
maligem Erbrechen, Miidigkeit, Appetitlosigkeit litt und/oder ein Verhalten zeigte, das
vom Normalzustand abwich. Hier konnte nicht sicher beurteilt werden, ob der Patient
krank oder gesund ist.

Score 2,5: Zustand nach Erkrankung

Wurde vom ersten bis zum fiinften Tag nach tiberwundenem Infekt bzw. Entgleisung
vergeben.

Score 3: leicht krank

Wurde vergeben, wenn der Patient z.B. an Infekten oder Erbrechen litt, dies aber als
nicht schwerwiegend beurteilt wurde.

Score 4: krank

Wurde vergeben, wenn der Patient massiv an Infekten erkrankt war und/oder eine

Stoffwechselentgleisung hatte, die eine Krankenhausaufnahme notwendig machte.
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3.8.2 Statistik

Die statistischen Berechnungen erfolgten mit Hilfe von Herrn Prof. Dr. K. Dietz und Frau
Dr. B. Pietsch- Breitfeld, des Institutes fiir Medizinische Informationsverarbeitung .

Die in Kapitel 4.2 in Tabelle 12 dargestellten FC- Konzentrationen wurden durch den
Median und die Spannweite der Werte angegeben

Im Kapitel 4.2.1.2 und 4.2.2.2 in Abbildung 21 und 30 wurde der arithmetische Mittel-
wert jedes Patienten im Zustand gesund und krank ermittelt und mit dem 95%- Konfi-
denzintervall unter Zugrundelegung der Quantile fiir die Normalverteilung dargestellt.
Die Anzahl der MeBwerte (n) war hierbei jeweils unterschiedlich.

Im Kapitel 4.2.2.1 wurde der Korrelationskoeffizient nach Pearson fiir die logarithmier-
te Konzentration der Methylmalonsédure im Urin und des Quotienten C3/ C,6 berechnet.
Im Kapitel 4.3 wurde fiir Studie 1, 2, 3, 4, 5 der arithmetische Mittelwert sowie das
95%-Konfidenzintervall fiir das FC sowie einige AC sowie den Quotienten C;/ C6 be-
rechnet.

Im Kapitel 4.3.5 wurde der zweiseitige gepaarte Student-t-Test zur Uberpriifung einer
statistisch auffélligen Erhohung/ Erniedrigung der MeBwerte (CK, FC; AC, Quotienten
C3/ Cy6) nach sportlicher Belastung berechnet.

3.8.3 Begriffserklarungen

Im folgenden Teil der Arbeit werden einigen Begriffe in Form von Abkiirzungen ver-

wendet. Diese Begriffe sollen nachfolgend eingefiihrt werden:

FC freies Carnitin

AC Acylcarnitin

C, Acetylcarnitin

Cs Propionylcarnitin

Cis Palmitoylcarnitin

Cig Stearylcarnitin

Cis Oleylcarnitin

Cs/ Cyg Quotient Propionylcarnitin/ Palmitoylcarnitin

Normalerweise versteht man unter der Abkiirzung Cy die jeweilige freie Fettsdure (z.B.
Cs: Propionsédure). In dieser Arbeit jedoch bezeichnet diese Abkiirzung das Acylcarnitin

der jeweiligen freien Fettsdure (z. B: Cs: Propionylcarnitin).
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4 Ergebnisse

4.1 Methodische Ergebnisse: Untersuchung zum Einfluss der

Lagerungsdauer auf den Cs/ Cis-Acylcarnitinquotienten

Die Wiederholungsmessung der Trockenblutkarten der Patienten 1 und 3 erfolgte nach

Beendigung der Studie. Es sollte hierbei tiberpriift werden, ob nach einem Zeitraum von

einem bis neun Monaten zwischen der Blutabnahme und der Nachmessung die AC in

den Trockenblutkarten stabil sind. Es ergaben sich folgende Ergebnisse:

Patientin 1:
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Cs/ Cie-Quotienten bei Patientin 1 direkt nach Probeneingang (griin) bzw. 1 Monat nach
Beendigung der Studie (blau). Das Alter der nachgemessenen Proben war zwischen 1
und 9 Monaten. Dargestellt sind Proben vom 1. - 211. Studientag.

Auffillig ist, dass die bei der Nachmessung gemessenen Ci/ Cjs-Werte bis zum Tag 78

deutlich niedriger sind als bei der Erstmessung, danach verringert sich die Differenz

beider Werte stetig (Ausnahme Tage 162). Es fillt auf, dass die Grof3e der Abweichung

des Cs/ Ci6-Quotienten eines Studientag (Erst- und Nachmessung) von der Zeitspanne

zwischen Erst- und Nachmessung abhéngig ist.
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Patient 3:
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Abb. 10: Cs/ Cis—Quotienten bei Patient 3 direkt nach Probenabnahme (Quadrat, grau) und 1 Monat
nach Beendigung der Studie (Raute, schwarz). Das Alter der nachgemessenen Proben
war zwischen 1 und 9 Monaten. Dargestellt sind Proben vom 1. - 226. Studientag.

Auch die nachgemessenen Cs/ Ci6-Quotienten bei Patienten 3 zeigen eine Tendenz zu
niedrigeren Werten bei den idlteren Proben. Auch hier ist von einigen Ausnahmen abge-
sehen festzustellen, dass die Zeitspanne zwischen der Erstmessung und Nachmessung
fiir die Abweichung der Cs/ Ci6-Konzentrationen verantwortlich ist und eine Verkleine-

rung dieser Spanne den Unterschied dieser Konzentrationen verringert.

4.2 Die Ergebnisse der Patientenstudie

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Carnitinwerte im Trockenblut und des stan-
dardisierten Telefoninterviews der einzelnen Patienten dargestellt. Die Ergebnisse sol-
len hierbei anhand eines Balken-Kurvendiagramms sowie einer Beschreibung der als
krank bewerteten Tage der Patienten dargestellt werden.

Zum Nachweis einer ausreichenden Carnitinsubstitution werden die FC- Konzentratio-

nen dargestellt (Tab.12)
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Tab. 12: Im Trockenblut gemessene FC-Konzentrationen (Median), Anzahl der Messungen und
Spannweite der Messungen fiir jeden Patienten

Patienten 1 2 3 4 5 6 7
Anzahl der Messungen 29 17 33 17 17 15 15
Median FC (umol/l) 54 65,7 65,0 52,8 42,3 48,7 43,5

Spannweite der Messungen |37,6;204,4 |42,2; 124,8 |45,7; 469,5 |36,0; 182,4 |33,7; 115,8 | 39,5;57,5 | 34,0; 56,6

Patienten 8 9 10 1 12 13 14
Anzahl der Messungen 18 11 26 18 14 16 17
Median FC (umol/l) 78,2 43,2 56,6 66,6 1171 442 83,3

Spannweite der Messungen [59,9;176,9 [19,7,53,9 [50,5;75,3 [34,7;135,3 |83,4; 1554 |36,4,59,8 [67,1;121,2

Nimmt man die in der Probandenstudie ermittelte durchschnittliche FC-Konzentration
von 46,5 umol/l +/- 18,4 als Referenzbereich, so liegen die FC- Konzentrationen aller
Patienten, mit Ausnahme von Patient 12: 117,1 pmol/l innerhalb dieses Referenzberei-
ches.

Die Ergebnisse zeigen, dass bei allen Patienten eine ausreichende Carnitinzufuhr vorlag

(Referenzbereich: 45,6 +/- 18,4, n = 23; bei gesunden erwachsenen Probanden).

4.2.1 Patienten mit PPA

4.2.1.1 Einzelbeschreibung der Patienten

Patientin 1:

Bei Patientin 1 wurden 29 Messungen in einem Zeitraum von 211 Tagen durchgefiihrt.
Die ersten drei Messungen wurden im 14-tdgigen, die anderen Messungen im 7-tdgigen

Abstand vorgenommen.

Auffilligkeiten wihrend der 8-monatigen Studienzeit:

Tag 1-15: Leichter Schnupfen

Tag 29: Infekt mit Husten und Schnupfen bei gutem Allgemeinbefinden

Tag 36: Eitrige Mittelohrentziindung, Miidigkeit und Abgeschlagenheit, am
Tag 34 und 35 Erbrechen, Diarrhoe, seither Eiweireduktion

Tag 43-50 Leichter Schnupfen bei gutem Allgemeinbefinden

Tag 76 Zweimaliges Erbrechen

Tag 78: Husten und Schnupfen bei gutem Allgemeinbefinden. Sie wird ver-

mehrt sondiert
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Tag 117: Zweimaliges Erbrechen, starke Miidigkeit, eiweillreduzierte Kost

Tag 120: Husten bei gutem Allgemeinbefinden, noch eiweiflreduzierte Ernih-
rung
Tag 141: Sie hat sich auf einer Schiffsreise einmal iibergeben.

Tag 155-160:  Abgeschlagenheit, Fieber und Ohrenschmerzen. Eiweil3- und Kalo-

rienreduktion, Erndhrung nur iiber die Sonde, Antibiotikum

Tag 162: Noch immer Infektzeichen, ansonsten besser
Tag 166: Infekt mit Fieber, Erbrechen und Durchfall
Tag 169: Seit heute fieberfrei, nur Schnupfen
Tag 203: Leichter Schnupfen
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Abb. 11: Patientin 1: Darstellung des Befindlichkeitsscores (Balken) und
des C3/ Ci6-Quotienten (Linie) in einem Zeitraum von 8 Monaten

Beschreibung:

Bei dieser Patientin schwanken die Cs/ Ci¢-Werte zwischen 15,6 und 40,0. Die Patientin
weist wihrend der Studienzeit fiinf Infekte auf, unter denen sie an den Tagen 29, 36, 78,
erhohte Cs/ Ci6-Werte zeigt. Am Tag 155 ist der Cs/ Cj6-Wert sehr niedrig, obwohl die-
ser Tag fiir die Patientin der erste Tag eines schweren Infektes ist. Bei der Messung sie-
ben Tage spiter, die Patientin ist nicht mehr sehr krank (Zustand nach Infekt), wird der

hochste Cs/ Cie-Werte gemessen. An den Tagen 58, 64, 71 sowie 197 sind die Werte
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hoch, obwohl das Médchen gesund ist. An den Tagen 15 und 203 liegen bei leichtem
Schnupfen, sowie am Tag 120 bei noch bestehendem Husten und am Tag 169 einen Tag

nach einem fieberhaften Infekt niedere Cs/ Ci4-Werte vor.

Patient 2:

Bei Patient 2 liegen 17 Messwerte vor. Sie wurden durchschnittlich in 14-tdgigem Ab-

stand bestimmt.
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Abb. 12: Patient 2: Darstellung des Befindlichkeitsscores (Balken) und des
Cs/ C16-Quotienten (Linie) in einem Zeitraum von 8 Monaten
Auffilligkeiten wihrend der 8-monatigen Studienzeit:
Tag 1-27: Stationdre Behandlung wegen einer Stoffwechselentgleisung
Tag 37: Husten und Ausschlag im Gesicht. Er bekommt ein Antibiotikum.
Tag 51: Auffillige Miidigkeit
Tag 61: Sehr schlechtes Allgemeinbefinden. Fieberhafter Infekt seit einigen Ta-

gen. Seit heute in stationdrer Behandlung, verhilt sich autistisch, ist sehr
schlifrig, erbricht zweimal, keine Nahrungsaufnahme, Ammoniak: 142
pmol/l.

Tag 62-64: Zeigt weiterhin ein autistisches Verhalten, Apathie, weiterhin keine
Nahrungsaufnahme.

Tag 65: Patient ist wieder vollkommen orientiert.
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Tag 79:

Tag 93:

Tag 102:
Tag 106:
Tag 107:
Tag 116:

Tag 135:
Tag 163:

Tag 186:
Tag 191:
Tag 220:

Stationdrer Behandlung wegen reduziertem Allgemeinzustand, Fieber
und starkem Erbrechen. Keine Nahrungsaufnahme.
Einmaliges Erbrechen bei gutem Allgemeinzustand

Gedichtnisverlust

Starkes Erbrechen (Ammoniak: 109 pmol/l)

Blisse, Schwiche, einmaliges Erbrechen

Therapiednderung: Umstellung der Aminosduremischung und Optimie-
rung des Therapieregimes.

Schnupfen bei gutem Allgemeinzustand

Husten seit einigen Tagen, feinfleckiges Exanthem. Gestern erbrach er
einmal.

Fieber

Leichte Infektzeichen

Auffallend starkes Schwitzen

Beschreibung:

Die Cs/ Ci¢-Werte dieses Patienten schwanken zwischen 19,4 und 859,5. Bei diesem

Diagramm {fillt eine Beziehung zwischen der Hohe der Cs/ Cj6-Werten und der Befind-

lichkeit auf. Vor allem bei schweren Entgleisungen die mit einem Krankenhausaufent-

halt einhergehen (Tag 1, 64, 113) liegen massiv erhohte Cs;/ C;s-Werte vor. Tage an

denen der Patient miider ist (Tag 51), einen Infekt hat (Tag 135), stark schwitzt

(Tag 220) oder vor wenigen Tagen krank war, sind ebenfalls mit erhdhten Cs/ Cie-

Werte verbunden.

Tage mit guter Befindlichkeit (Tag 121, 168, 177, 205) gehen, mit Ausnahme des Tages

149, mit niedrigen Cs/ Ci6-Werten einher. Der Cs/ Cis-Wert am Tag 93 ist trotz des ein-

maligen Erbrechens sehr niedrig.
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Patient 3:

Bei Patient 3 liegen 33 Messwerte vor, wobei der durchschnittliche Abstand zwischen

den einzelnen Messungen sieben Tage umfasst.
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Abb. 13: Patient 3: Darstellung des Befindlichkeitsscores (Balken) und des
Cs/ C16-Quotienten (Linie) in einem Zeitraum von 8 Monaten
Auffilligkeiten wihrend der 8-monatigen Studienzeit:
Tag 13: Der Patient ist krank und kann deshalb die Schule nicht besuchen.
Tag 20: Erhohte Azetonkonzentrationen im Urin, Miidigkeit
Tag 23: Leichte Erkiltung, guter Allgemeinzustand
Tag 64: Schnupfen
Tag 78: Miidigkeit und Abgeschlagenheit
Tag 92: Der Patient fiihlt sich sehr matt. Erhohte Keton- und Ammoniakkon-
zentrationen.
Tag 107: Operation an der Nasenscheidewand
Tag 111: Ammoniak erhoht (140umol/l), Ketonkorper dreifach positiv; Patient
litt unter Ubelkeit und ist seit heute in stationirer Behandlung.
Tag 114: Patient ist bis Tag 116 in stationirer Behandlung.
Tag 120: Miidigkeit und Abgeschlagenheit
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Tag 127: Weiterhin Miidigkeit und Abgeschlagenheit, Ketonkorper dreifach
positiv, trinkt nur Tee.

Tag 144-167:  Fast stindig Miidigkeit und Abgeschlagenheit, Ketonkorper dreifach
positiv, Ammoniak stark erhoht (bis 219umol/l), teilweise Bauch-

schmerzen sowie Erbrechen, meist reduzierte Nahrungsaufnahme.

Beschreibung:

Die Ci/ Cis-Werte dieses Patienten schwanken zwischen 9,6 und 41,5. Auch bei den
Cs/ Cig-Werte dieses Patienten fillt eine Ubereinstimmung mit seiner Befindlichkeit
auf. Bei Infekten und Entgleisungen (Tag 15, 78, 92, 113, 120, 134, 148, 155, 158, 161,
169) liegen hohe Ci/ Ci6-Werte vor. Bei guter Befindlichkeit (Tag 99, 109, 176 - 225)
liegen sehr niedrige Cs/ Ci6-Werte vor. Die Hohe der Cs/ Cis-Werte stimmt an den Ta-
gen 36, 50, 57, 71 und am Tag 85 nicht mit der guten Befindlichkeit liberein. Am Tag
127 liegt ein niedriger Cs/ Ci6-Wert trotz der dort schlechten Befindlichkeit vor.

Patientin 4:

Bei dieser Patientin liegen 17 Messwerte vor. Der Abstand zwischen den einzelnen
Messungen betrdgt meist 14 Tage. Da die Mutter hidufig mit der Situation iiberfordert

war, fehlen einige Werte, vor allem bei Krankenhausaufenthalten der Patientin.
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Abb. 14: Patientin 4: Darstellung des Befindlichkeitsscores (Balken) und
des Cs/ Cie-Quotienten (Linie) in einem Zeitraum von 8 Monaten
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Auffilligkeiten wihrend der 8-monatigen Studienzeit:

Tag 14: Miidigkeit, schlechter Allgemeinzustand, Exanthem im Gesicht sowie
hiufiges Erbrechen, Bauchschmerzen und Obstipation
Tag 42: Husten und Schnupfen bei gutem Allgemeinzustand
Tag 55: Schliisselbeinbruch, nachts Erbrechen
Tag 56: Schnupfen
Tag 68: Stationidre Behandlung wegen Erbrechen und hoher Ammoniakkonzent-
ration (200 umol/l), Husten, Exanthem im Gesicht
Tag 77-84:  Pneumonie bei gutem Allgemeinzustand, Ammoniak (35 pmol/l), Ei-
weilreduktion
Tag 96-98:  Erbrechen, starker Schnupfen und Husten, Ammoniak (130 pmol/l),
leichter Husten und Schnupfen
Tag 112: Pneumonie, leichter Husten, einmal erbrochen
Tag 126: Stiandige Krankenhausaufenthalte wegen Erbrechen
Tagl152-182: Pneumonie, Fieber bis 40° C; auffilliger Geruch, Exanthem im Gesicht,
Kopf- und Bauchschmerzen, Miidigkeit und Abgeschlagenheit, parente-
rale Erndhrung
Tag 226: Erbricht massiv, ist aggressiv, hat Exanthem im Gesicht, Ammoniak
(85 pmol/l), Husten und Schnupfen
Beschreibung:

Bei Patientin 4 schwanken die Cs/ C;s-Werte zwischen 18,5 und 78. Schwere Stoff-

wechselentgleisungen am Tag 15 und 226 gehen bei ihr mit stark erhdhten Cs/ Cie-

Werten einher. Bei den Ci/ Cis-Werte an Tagen 152 - 168 fillt wie bei Patientin 1 auf,

dass die Werte zum Zeitpunkt des Infektbeginns noch niedrig sind, jedoch im Laufe des

Infektes ansteigen. Bei guter Befindlichkeit (Tag 25, 137, 197, 213) liegen bis auf den

Tag 28 an dem der C3/ Ci6-Wert leicht erhoht ist, immer niedrige Werte vor. Kein direk-

ter Zusammenhang zwischen der Befindlichkeit und dem Cs/ Cic-Wert besteht am Tag

127 an dem die Patientin unter einer Pneumonie leidet, trotzdem aber einen niedrigen

Cs/ Ci6-Wert aufweist. Am Tag 84 ist der Cs/ Cje-Wert sehr niedrig, die Patientin leidet

an einer Pneumonie, hat aber einen sehr niederen Ammoniakwert.
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Patient 5:

Es existieren bei diesem Patienten 17 Messwerte, die in 14-tdgigem Abstand bestimmt

wurden.
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Abb. 15: Patient 5: Darstellung des Befindlichkeitsscores (Balken) und des
Cs/ Cis-Quotienten (Linie) in einem Zeitraum von 8 Monaten
Auffilligkeiten wihrend der 8-monatigen Studienzeit:
Tag 27: Seit zwei Tagen Erbrechen, Husten
Tag 69: Seit vier Tagen wenig gegessen, Ammoniakwert normal, Anpassung
der Eiwei3zufuhr an das Korpergewicht
Tag 87-97: Miidigkeit, Kraftlosigkeit, grippaler Infekt mit Husten, wenig Erbre-

chen

Tag 109-111: Infekt seit einer Woche, jetzt Erbrechen, deshalb stationédrer Aufent-
halt, Anderung des Ernihrungsplans

Tag 125: Anpassung der Eiweif3zufuhr an das Korpergewicht

Tag 167: Patient trinkt nicht so gut

Tag 174-182: Krankenhausaufenthalt wegen Ubelkeit, Bauchschmerzen und Nah-
rungsverweigerung

Tag 195: Anderung des Didtplans
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Beschreibung:

Die Werte dieses Patienten schwanken zwischen 15,7 und 52,7. An den Tagen 41 und
97 leidet der Junge an Infekten und zeigt dabei auch sehr hohe Cs/ Ci6-Werte. Auch an
den Tagen 69 und 167 sind die Werte sehr hoch. Der Patienten isst an diesen Tagen sehr
schlecht. An den Tagen 125, 139, 181 - 223 ist der Patient gesund und hat niedere Wer-
te. An den Tagen 27 und 57 hat der Patient trotz guter Befindlichkeit hohe Cs/ Cjs-
Werte. Am Tag 111 ist der C3/ Cjs-Wert recht niedrig, obwohl der Patient schon seit
langerem unter einem Infekt leidet und stationédr aufgenommen ist. Ab Tag 113 fallen
die Cs/ Ci6-Quotienten dieses Patienten tendenziell ab. Auffallend hierbei ist, dass die-

ser Abfall von einer Therapieverbesserung ab dem Tag 111 begleitet ist.

Patient 6:
Bei diesem Patienten wurden 15 Messwerte meist in 14-tidgigem Abstand ermittelt.

24 80,00

+ 70,00
20 +

-+ 60,00

-
(o]
I
T

=+ 50,00

r 40,00

=+ 30,00

Befindlichkeitsscore
o
C3/ C16 im Trockenblut

e}
I
T

=+ 20,00

4 <+
=+ 10,00

0 ":!:!:!:!:!:!:!:!:!:!:!:I::::I‘o,oo
~ 00 O AN OO © MO O N T v 0 1O N D O M O NN T ™ 01 AN OO O© O O I ¥
~ AN N O T OO O NMNDMNOOWOOGOOO«~ANANO T T VL O O NN 0O O O —
FFFFFFFFFFFFFF ISR
Tage

Abb. 16: Patient 6: Darstellung des Befindlichkeitsscores (Balken) und des
Cs/ C1s-Quotienten (Linie) in einem Zeitraum von 8 Monaten

Auffilligkeiten wihrend der 8-monatigen Studienzeit:

Tag 141: hat vor zwei Tagen einmal erbrochen, Husten
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Beschreibung:
Die Cs/ Cis-Werte dieses Patienten bewegen sich zwischen 8,8 und 13,8 und zeigen nur
eine geringe Schwankung. Der Patient ist bis auf einen einzigen Messtag immer gesund

gewesen (Tag 141: Bewertung: fraglich gesund).

Patientin 7:

Bei dieser Patientin liegen 15 Messwerte vor, die in einem meist 14-tdgigen Abstand

ermittelt wurden.
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Abb. 17: Patientin 7: Darstellung des Befindlichkeitsscores (Balken) und des
Cs/ C16-Quotienten (Linie) in einem Zeitraum von 8 Monaten
Auffilligkeiten wihrend der 8-monatigen Studienzeit:
Tag 8-10: Grippaler Infekt
Tag 29: Halsschmerzen
Tag 43: Miidigkeit, Abgeschlagenheit, Blisse
Tag 71: Obstipation
Tag 157: Schullandheimaufenthalt, Eiweigehalt der Nahrung unkontrolliert
erhoht
Tag 183: Starker Ausschlag am ganzen Korper

62



Beschreibung:

Bei dieser Patientin schwanken die Cs/ Cj¢-Werte zwischen 8,2 und 25,7. Die Tage 14,
29, 43 und 71 sind durch eine schlechtere Befindlichkeit gekennzeichnet und gehen mit
erhohten Laborwerten einher. An Tag 99 - 197 sind die Cs/ Cjs-Werte sehr niedrig, bis
auf Tag 183 liegt hierbei auch eine gute Befindlichkeit vor. An den Tagen 1, 57, 85 und
113 sind die Werte trotz guter Befindlichkeit recht hoch.

Besonders zu vermerken ist, dass sich die Eltern manchmal nicht an den Diitplan gehal-
ten haben, d.h. mehr Eiweill gegeben haben und dies beim Telefongespréach nicht immer

mitgeteilten.

Patient 8:

Bei diesem Patienten liegen 18 Messwerte in meist 14-tdgigem Abstand vor.
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Abb. 18: Patient 8: Darstellung des Befindlichkeitsscores (Balken) und des
Cs/ C1s-Quotienten (Linie) in einem Zeitraum von 8 Monaten

Auffilligkeiten wihrend der 8-monatigen Studienzeit:

Tag 21-25: Stationdrer Aufenthalt wegen schwerer Gastroenteritis mit massivem
Erbrechen, leichter Azidose, zu Beginn totalparenterale Erndhrung

Tag 35-42: Schwerer Infekt mit Mittelohrentziindung und hohem Fieber, be-
kommt eiweireduzierte Kost

Tag 57: Grippaler Infekt bei gutem Allgemeinzustand, eiweireduzierte Kost
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Tag 69-81: Schwere Mittelohrentziindung mit Schnupfen und Fieber, Miidigkeit
und Abgeschlagenheit des Patienten. Er erhilt eiweiflreduzierte Kost.
Tag 112: Appetitlosigkeit
Tag 113-133:  Zwei schwere Infekte mit Bronchitis und Fieber bis 39,8° C.
Tag 147-176:  Hatte zwei weitere schwere Infekte, mit Appetitlosigkeit,
Erbrechen, Fieber, starkem Schnupfen, deshalb EiweiBireduktion
Tag 206: Hat massiven Infekt mit Erbrechen und Fieber bis 39,6° C,

bekommt eiweiBireduzierte Erndhrung

Beschreibung:

Bei Patient 8 bewegen sich die Ci/ Cic-Werte zwischen 8,4 und 22,7. Es fillt auf, dass
der Patient sehr hdufig unter Infekten leidet So kann seine Befindlichkeit nur an drei
Tagen mit gut bewertet werden. Der hochste Wert wird gemessen, als der Junge am Tag
21 stationir behandelt werden muss. Man erkennt, dass der Patient trotz eines Infektes

am Tag 57 seinen niedrigsten Cs/ C6-Wert hat.

Patient 9:

Bei diesem Patienten liegen nur elf Messwerte vor. Eigentlich sollte der Abstand zwi-
schen den Blutentnahmen zweiwdochig sein, doch wurde bei stationidren Aufenthalten

und bei Infekten eine Blutabnahme meist abgelehnt.

Auffilligkeiten wihrend der 8-monatigen Studienzeit:

Tag 15: Leichter Husten

Tag 82-96:  Schwere Entgleisung im Urlaub in der Tiirkei

Tag 141: Ist wegen einer Angina und Nahrungsverweigerung in stationédrer Be-
handlung

Tag 200: Ist wegen einer Angina im Krankenhaus
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Abb. 19: Patient 9: Darstellung des Befindlichkeitsscores (Balken) und des
Cs/ C1s-Quotienten (Linie) in einem Zeitraum von 8 Monaten

Beschreibung:

Die Cs/ Ci6-Werte bewegen sich bei diesem Patienten zwischen 11,7 und 18,7. Bei die-
sem Patienten lisst sich eine Ubereinstimmung zwischen den Ci/ Cis-Werte und der
Befindlichkeit auf Grund der vielen fehlenden Werte nur schwer beurteilen. Eine Erho-
hung der Werte kann bei schlechterer Befindlichkeit an den Tagen 15 und 205 (fraglich
gesund), sowie am Tag 146 (Zustand nach Infekt) nicht beobachtet werden.

4.2.1.2 \Vergleich der PPA-Patienten untereinander

Es werden in Abbildung 20 alle Cs/ C;s-Werte der Patienten mit PPA dargestellt. Rot
sind die Werte gekennzeichnet, an denen diese Patienten stationédr aufgenommen waren.
Es ist zu erkennen, dass sich die einzelnen Patienten beziiglich der Streuung wie auch
der Hohe ihrer Ci/ Ci6-Werte stark unterscheiden. Die Patienten 1 bis 5 zeigen eine
breite Streuung. Vor allem an Tagen, an denen die Patienten stationdr aufgenommen
sind, sind die Cs/ Cis-Werte erhoht. Es fillt auf, dass Patient 2 mit 859, 5 einen massiv
erhohten Wert aufweist. Dieser Wert wird am Tag 61 gemessen, als es dem Patienten

sehr schlecht geht. Bei den Patienten 6 bis 9 hingegen sind die Werte geringer gestreut,
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es treten keine Extremwerte auf. Diese Patienten weisen bis auf Patient 8 keine stationé-

ren Aufenthalte auf.
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Abb. 20: Darstellung samtlicher Cs/ Cis-Quotienten der Patienten. Tage
mit stationarem Aufenthalt sind als rote Punkte dargestellt

In Abbildung 21 sind die Cs/ Cy¢ -Mittelwerte mit dem 95%- Konfidenzintervall darge-
stellt, die sich aus der Gesamtheit aller Werte mit Befindlichkeit gesund bzw. krank fiir
jeden Patienten ergeben.(Es wurden die Quantile der Normalverteilung zugrunde ge-
legt.) Fiir jede Befindlichkeit und fiir jeden Patienten ist die Anzahl der Messungen da-
durch verschieden. Bei den Patienten 6, 8, 9 sind diese Werte auf Grund der teilweise
wenigen Messwerte fiir die beiden Gesundheitszustinde wenig aussagekriftig. Hierbei
wird deutlich, dass sich die C;/ C¢-Durchschnittswerte der Patienten voneinander bei
beiden Befindlichkeiten erheblich unterscheiden. Sie schwanken im Gesundzustand
zwischen 27,7 bei Patient 5 und 11,5 bei Patient 6. Im Krankzustand bewegen sich diese
zwischen 41,3 bei Patient 5 und 12,2 bei Patient 6. Bis auf Patient 8 und 9 sind die Cs/
Cis-Werte im Krankzustand immer hoher als im Gesundzustand. Die Abstinde der Mit-
telwerte im Zustand gesund und krank sind hierbei bei den einzelnen Patienten unter-
schiedlich. Bei den Patienten 2, 3, 4, 5 und 7 sind diese Abstdnde sehr deutlich ausge-
pragt. Bei Patientin 1 hingegen liegt ein geringer Abstand vor. Bei Patient 6, 8 und 9
liegen zu wenig Messwerte im Zustand krank bzw. gesund vor, um eine eindeutige Aus-

sage machen zu konnen.
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Abb. 21: Mittelwerte mit 95%- Konfidenzintervall des Quotienten Cs/ C+ fiir jeden
Patienten bei Gesundheitszustand gesund (g) bzw. krank (k), n ist fiir je-
den Patienten und jede Befindlichkeit verschieden. Die Berechnung er-
folgte unter Zugrundelegung der Quantile fiir die Normalverteilung.

Um den Zusammenhang zwischen den Cs/ C;s-Werten und der Befindlichkeit zu iiber-

priifen, wurden die Cs/ Cjs-Werte wie im Kapitel 3.9.1 beschrieben ,,transformiert*.

2,50

2,00 4

1,50 A {

1,00 ]

Q-C3/C16

0,50 4

0,00

gesund Note 2,5-4 metab. Entgl/ schwerer Infekt

Abb. 22: Darstellung der berechneten Mittelwerte Q-Cs/ Cq¢ aller PPA-Patienten unter den Bedin-
gungen: gesund/ Note 2,5-4 (Zustand nach Infekt, leicht krank, krank)/ metabolische Ent-
gleisung, schwerer Infekt. Q wurde aus den transformierten Cs/ C1s-Quotienten aller Pati-
enten berechnet.
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Es wurden Mittelwerte aus den transformierten Cs/ Ci6-Werten aller PPA-Patienten ge-
bildet: bei der Befindlichkeit gesund (Bedingungl), bei den Befindlichkeiten Zustand
nach Erkrankung, leicht krank oder krank (Bedingung 2), sowie fiir Werte bei schon
langer bestehenden Infekten oder metabolischen Entgleisungen (Bedingung 3). Diese
Mittelwerte wurden Q genannt. Patient 8 konnte hierfiir nicht berticksichtigt werden, da
nur drei Cs/ Cjs-Werte fiir die Befindlichkeit gesund vorlagen und dadurch keine kor-
rekte Transformation der Werte moglich war. Wie deutlich zu erkennen ist, ist der
Cs/ Cie-Mittelwert bei der Befindlichkeit gesund deutlich niedriger als die Werte der
anderen beiden Bedingungen. Fiir die zuletzt beschriebene Bedingung trifft dies noch

deutlicher zu.

4.2.2 Patienten mit MMA

4.2.2.1 Einzelbeschreibung der Patienten

Patient 10:

Es erfolgten bei diesem Patienten 26 Messungen im Abstand von meist 14 Tagen. Die
Tage, an denen der im Kapitel 3.7.1.1 beschriebene Therapieversuch durchgefiihrt wur-
de, sind besonders gekennzeichnet. Bei diesem Patienten werden zusétzlich die im Urin

gemessenen Methylmalonsdurewerte dargestellt.

Auffilligkeiten wihrend der 8-monatigen Studienzeit:

Tag 59: Rachenentziindung mit sehr hohem Fieber, einmaliges Erbrechen

Tag 120: Leichte Erkiltung, Miidigkeit

Tag 128-141: Schwere Erkéltung mit Husten, Schnupfen, Mittelohrentziindung, ho-
hes Fieber, Erbrechen

Tag 148: Noch immer Husten

Tag 162: Nach Grippeschutzimpfung schwerer Husten und Schnupfen

Tag 176-200: Leichter Schnupfen und Husten. Der Patient ist weniger aktiv, eher

miide.
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Abb. 23: Patient 10: Darstellung des Befindlichkeitsscores (Balken) und des
Cs/ Cie-Quotienten (Linie) in einem Zeitraum von 8 Monaten. Die Behandlungs-
Tage mit Hydroxyadenosylcobalamin 1 mg/die i.m. Applikation (1) und orale
Gabe (2) sind markiert.
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Abb. 24: Patient 10: Darstellung der Methylmalonséureausscheidung im Urin in mmol/mol
Kreatinin und des Quotienten C3 C1¢ im Trockenblut. Die Behandlungstage mit
Hydroxyadenosylcobalamin i.m. (1) und oral (2) sind markiert.
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Beschreibung:

Die Cs/ Cjs-Werte dieses Patienten bewegten sich zwischen 2,8 und 11,3. Die C3/ C¢-
Werte des Patienten fielen wihrend der intramuskuldren Gabe von Desoxyadenosylco-
balamin deutlich ab. (Tag 42 - 51). AnschlieBend stiegen sie wieder an. Bei der an-
schlieBenden oralen Gabe des Medikaments konnte kein eindeutiger Einfluss auf den
Quotienten und die Methylmalonsédureausscheidung im Urin beobachtet werden. Der
Patient hatte im Zeitraum von Tag 134 - 162 massive Infekte, darunter auch hohe
Cs/ Ci-Werte. Am Tag 1 und Tag 211 lagen sehr hohe Werte vor, obwohl der Patient
an diesen Tagen gesund war.

Wie die Verlaufskurven der Ci/ Ci;c-Werte im Blut und der Methylmalonsédurekon-
zentrationen im Urin zeigen, besteht eine enge Beziehung zwischen diesen beiden Wer-
ten. Die Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach Pearson zwischen der loga-
rithmierten Methylmalonsidurekonzentration und dem Quotienten C3/C,6 ergab 0,57 und

stellt somit ebenfalls eine Korrelation zwischen diesen beiden Parameter dar.

Patient 11:
Es liegen bei diesem Patienten 18 Messwerte vor, die in einem Abstand von meist

14 Tagen bestimmt wurden.
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Abb. 25: Patient 11: Darstellung des Befindlichkeitsscores (schwarze Balken) und des
Cs/ Ci6-Quotienten (blaue Linie) in einem Zeitraum von 8 Monaten
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Auffilligkeiten wihrend der 8-monatigen Studienzeit:

Tag 24:

Tag 36-38:
Tag 51-53:

Tag 119-123:

Tag 153:

Tag 141:
Tag 166-168:

Beschreibung:

Bei diesem Patienten schwanken die Cs/ C;s-Werte zwischen 19,9 und 9,8. An allen
Infekttagen bzw. Tagen nach einem Infekt (29, 43, 51, 57, 99, 141, 166, 169) ist zu be-
obachten, dass die Cs/ C;e-Werte erhoht sind. Nur an den Tagen 1, 15 und 71 hat der

Stationdrer Aufenthalt wegen Erbrechen mit erhohten Laktat- und
schlechten Blutgaswerten

Stationdrer Aufenthalt wegen Erbrechen

Stationdrer Aufenthalt wegen massiv erniedrigtem Blutzuckerspie-

gel. Anderung der Nahrung und Gabe von Duocal

Wegen Obstipation, Nahrungsverweigerung und Bauchschmerzen
stationdrer Aufenthalt

Leichter Schnupfen, roter Rachen bei ansonsten gutem Allgemein-
zustand

einmaliges Erbrechen, ansonsten unauffillig

Stationdrer Aufenthalt wegen Nahrungsverweigerung, Erbrechen

und schlechte Blutgaswerte

Patient hohe C;/ Ci6-Werte, obwohl er an diesen Tagen gesund ist.

Patientin 12:

Von dieser Patientin existieren 14 Messwerte in meist 14-tdgigem Abstand.

Auffilligkeiten wihrend der 8-monatigen Studienzeit:

Tagl: Die Patientin litt nachts unter Bauchschmerzen, am Tag unter Ubelkeit,

deshalb stationidre Aufnahme.

Tagl5: Erbrechen, Ausschlag auf der Brust, Kandidainfektion, Anderung des

Diétplans: Erhéhung des natiirlichen Eiweiles um 3 g

Tag 113:  Ausschlag am Arm, Durchfall

Tag 122:  Husten, Erbrechen, ansonsten guter Allgemeinzustand

Tag 183:  Eiweil- und Kalorienreduktion auf Grund von Erbrechen und Durchfall
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Abb. 26: Patientin 12: Darstellung des Befindlichkeitsscores (Balken) und des
Cs/ C1s-Quotienten (Linie) in einem Zeitraum von 8 Monaten

Beschreibung:

Bei Patientin 12 schwanken die Cs/ Cis-Werte zwischen 15,6 und 44,0. Bei dieser Pati-
entin scheint kein Zusammenhang zwischen der Befindlichkeit und den Werten zu be-
stehen. Sie hat zwar an den Tagen 1, 15, 127, 183 unter Infekten erhohte Cs/ C;s-Werte,
doch sind diese Werte trotz guter Befindlichkeit an den Tagen 43, 85, 99, 170 und 204
erhoht. An den restlichen Tagen sind diese Werte bei guter Befindlichkeit niedrig.

Patientin 13:

16 Messwerte sind bei dieser Patientin vorhanden, sie wurden alle im Abstand von

14 Tagen bestimmt.

Auffilligkeiten wihrend der 8-monatigen Studienzeit:
Tag 57-85: Patientin wiirgt beim Essen.
Tag 113: Heiserkeit, leichter Husten, weniger Appetit
Tag 120-127: Erkidltung mit Heiserkeit, erhohte Bikarbonatgabe. Die Patientin er-
hilt mehr natiirliches Eiweil3: 2 g
Tag 169: Heiserkeit
Tag 172-182: Infekt mit eitrigem Schnupfen, Erbrechen, teilweise Nahrungsverwei-

gerung, bekommt eine erhohte Bikarbonatmenge
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Tag 197-208: Schwere Angina mit Nahrungsverweigerung, Stoffwechseldekompen-

sation mit Apathie, stationidrer Aufenthalt
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Abb. 27: Patientin 13: Darstellung des Befindlichkeitsscores (Balken) und des
Cs/ C16-Quotienten (Linie) in einem Zeitraum von 8 Monaten

Beschreibung:

Die Messwerte der Patientin 13 bewegen sich zwischen 10,1 und 26,3. Es fillt auf, dass
die Patientin am Tag 197, dem ersten Tag eines schweren Infektes, der am Folgetag zu
einer Entgleisung fiihrt, mit 10,5 einen recht niedrigen Ci/ C;c-Wert hatte, am Tag 211
(Zustand nach Infekt) ist dieser Wert sehr hoch. Zwischen den Tagen 1 bis 183 verlau-
fen die Werte mit leichten Schwankungen und sind auch an den Tagen 57, 113 und 169

(fraglich gesund) sowie an den Tagen 127 und 183 (Zustand nach Infekt) recht niedrig.

Patient 14:

Es wurden 17 Messwerte im 14-tdgigen Abstand bestimmt.

Auffilligkeiten wihrend der 8-monatigen Studienzeit:

Tag 1: Husten bei gutem Allgemeinbefinden
Tag 15: Trockene Haut, Rotung unter den Augen
Tag 29-50:  Wadenkrampfe, Husten, Schnupfen

Tag 57: Husten
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Tag 85-92:  Infekt mit starkem Husten und Schnupfen
Tag 181: Kopfschmerzen, Erbrechen
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y 20,00

- 10,00

Abb. 28: Patient 14: Darstellung des Befindlichkeitsscores (Balken) und des
Cs/ Ci6-Quotienten (Linie) in einem Zeitraum von 8 Monaten

Beschreibung:

Die Cs/ Cig-Werte dieses Patienten schwanken zwischen 15,7 und 51,8. Hohe Cs/ Cy4-
Werte liegen an Tagen mit schon linger dauernden leichten Infekten (Tage 1, 29, 43)
und stdrkeren Infekten (Tag 85) vor, hingegen sind sie an Tagen mit frischen Infekten
(Tage 57, 183) sehr niedrig. Am Tag 15 an dem der Patient unter massiven Hautprob-
lemen leidet ist der Cs/ Cic-Wert massiv erhoht. Erhohte Cs/ Ci6-Werte bei gutem All-

gemeinbefinden zeigt der Patient an den Tagen 71, 99 und 169.

4.2.2.2 \Vergleich der MMA-Patienten untereinander

In Abbildung 29 werden alle Cs/ C6-Werte der MMA-Patienten dargestellt. Wie bereits
bei den PPA-Patienten beobachtet, ist die Streuung der Cs/ C;s-Werte auch bei den
MMA-Patienten unterschiedlich grofl. Die Patienten 12 und 14 weisen eine groBere
Streuung auf als die Patienten 10 und 11. Bei Patientin 13 liegt nur ein einziger Wert

vor, der stark streut, der Cs/ C6-Quotient nach metabolischer Entgleisung am Tag 211.
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Abb. 29: Darstellung séamtlicher Cs/ Cis-Quotienten. Mess-

werte bei stationarem Aufenthalt sind als rote
Punkte gekennzeichnet.

Auch bei den MMA-Patienten untereinander sind die Messwerte unterschiedlich hoch.

Dies soll anhand von Abbildung 30 veranschaulicht werden. Hierbei werden die Mit-

telwerte jedes Patienten mit 95%-Konfidenzintervall im Zustand gesund und krank an-

gegeben. Fiir jede Befindlichkeit und fiir jeden Patienten ist n dadurch verschieden.
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Abb. 30:
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Mittelwerte mit 95%-Konfidenzintervall des Quotienten Cs/ Cq¢ fiir jeden Patienten mit
MMA bei Gesundheitszustand gesund (g) bzw. krank (k), ), n ist fir je-
den Patienten und jede Befindlichkeit verschieden. Die Berechnung er-
folgte unter Zugrundelegung der Quantile fiir die Normalverteilung.
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Die Hohe der Mittelwerte der Befindlichkeit gesund und krank sind bei den Patienten
sehr verschieden. Im Gesundzustand bewegen sie sich von 6,0 bei Patient 10 bis 29,3
bei Patientin 12. Im Krankzustand liegen sie zwischen 6,7 bei Patient 10 und 30,7 bei
Patientin 12. Bis auf Patientin 13, bei der die Werte im Gesund- sowie im Krankzustand
gleich sind, zeigen die Cs/ C;¢-Quotienten im Mittel hohere Werte bei Befindlichkeit
krank.

Die C;/ Cig-Werte wurden ebenso wie die Werte der PPA-Patienten transformiert. Mit
diesen Werten wurde ein Mittelwert fiir die Bedingungen gesund (Bedingung 1), Zu-
stand nach Erkrankung, leicht krank oder krank (Bedingung 2) sowie fiir Werte bei
schon lidnger bestehenden Infekten oder metabolischen Entgleisungen (Bedingung 3)

gebildet (siehe Abb.31).
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gesund Note 2,5-4 metab. Entgl/ schwerer Infekt

Abb. 31: Darstellung der berechneten Mittelwerte Q-Cs/ C16 aller MMA-Patienten unter den Bedin-
gungen: gesund/ Note 2,5- 4: Zustand nach Infekt, leicht krank, krank/ metabolische Ent-
dleisung, schwerer Infekt. Q wurde aus den transformierten Cs/ Cis-Quotienten aller Pati-
enten berechnet.

Wie auch bei den PPA-Patienten zu beobachtet ist, sind die Mittelwerte der MMA -
Patienten mit 1,0 im Gesundzustand deutlich niedriger als zu den beiden anderen Be-
dingungen: Note 2,5-4: C;3/ Cie-Wert: 1,2 und bei metabolischer Entgleisung/ schwerer
Infekt: Cs/ Ci6-Wert: 1,4.
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4.2.3 Besteht ein Zusammenhangs zwischen den Cs/ Cis-Werten
und den Konzentrationen des freien Carnitins?

Um auszuschlieBen, dass die Hohe der Cs/ Cj6-Werte von der Carnitinmenge im Korper

abhédngig ist, wurde bei allen Patienten versucht, die in den acht Monaten ermittelten

freien Carnitinkonzentrationen mit den Werten des Cs/ C;¢-Quotienten zu korrelieren.

Bei keinem der 14 Patienten konnte solch eine Korrelation nachgewiesen werden. Dar-

gestellt ist als Beispiel Patient 7 in Abbildung 32.
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Abb. 32: Patientin7: Darstellung der freien Carnitinkonzentrationen (pmol/l) gegen die
Ca/ C1s-Werte im Trockenblut

4.2.4 Der Quotient Cs/ C46 unter einer Therapieoptimierung

Bei drei der 14 Probanden wurde wihrend der Studienzeit eine Therapieoptimierung
durchgefiihrt. Tabelle 13 gibt die Therapieoptimierung und ihren Einsatzzeitpunkt an.
Abbildung 33 zeigt, dass bei allen drei Patienten eine deutliche Reduktion des Cs/ Cj6-
Quotienten unter der Therapieoptimierung zu verzeichnen ist. Die Therapieoptimierung

ging ebenfalls mit einer deutlichen Verbesserung des klinischen Zustandes einher.
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Tab. 13: Angaben liber den Zeitpunkt und die Art der Therapieoptimierung bei 3 Patienten (Patien-
ten 2, 3: PPA, Patient 10: MMA)

Patient Zeitpunkt | Art der Therapieopti- Klinischer Zustand
mierung
Patient 2 Tag 116 Anpassung der Diit an altersge- Vorher: viele Entgleisungen und stationire
méBen Proteinbedarf, Erhohung Behandlung
der Energiezufuhr, Supplementie- | Danach: nur noch 1 Infekt ohne stationire
rung mit Mineralstoffen, Spuren- | Behandlung
elementen, Vitaminen
Patient 3 Tag 176 Anpassung der Didt an altersge- Vorher sehr viele stationédre Behandlungen
mifBen Proteinbedarf, Erh6hung wegen Entgleisungen
der Energiezufuhr, Supplementie- | Danach: stabiler klinischer Zustand
rung mit Mineralstoffen, Spuren-
elementen, Vitaminen
Patient 10 Tag 44 Gabe von 500 ug Desoxyadeno- Klinischer Zustand vor und nach Gabe gleich-
sylcobalamin (Calomide®-S) tigl. | bleibend gut, Methylmalonsédureausscheidung
im. im Urin erheblich reduziert
—e— Patient 2: PPA —— Patient 3:PPA —e— Patient 10: MMA
40
35 A

30 4

25 A

20

Durchschnittswerte: C3/ C16 im Trockenblut

\
\
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Abb. 33:

vor Behandlungsverbesserung

nach Behandlungsverbesserung

Darstellung der durchschnittlichen Cis/ Cie-Quotienten vor und nach einer Behandlungs-
verbesserung bei drei Patienten (PPA-Patienten 2, 3; MMA-Patient:10)
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4.3 Untersuchungen bei Kontrollpersonen

Im Folgenden werden die Ergebnisse des experimentellen Teils dargestellt.

4.3.1 Studie 1: Messung der freien Carnitin- und Acylcarnitinkon-
zentrationen nach Gabe von Carnitin
Ziel dieser Studie ist, den Einfluss einer oralen L-Carnitingabe auf die FC-
Konzentration und die C,-, Cs-, Ci6-, Cis- und Cis.;-Konzentrationen im Trockenblut
bei gesunden Probanden zu untersuchen.
Nach Gabe von Carnitin (30 mg/kg Korpergewicht) zeigt sich bei allen acht Probanden
eine Erhohung des im Trockenblut gemessenen FC. Die maximale Erhohung des FC
bewegt sich zwischen dem 1,2-fachen bei Proband 14 und dem 6,5-fachen bei Proband
10. Durchschnittlich kann nach einer Stunde ein maximaler Anstieg des FC um das
2,5-fache von 54,3 umol/l +/- 14,4 auf 134,1 umol/l +/- 65,1 beobachtet werden. Bei
drei der Probanden (Proband 2, 4, 12) fillt ein zweigipfeliger Anstieg des Carnitinspie-
gels auf, bei den Probanden 4, 13 und 14 kann nahezu keine Erhohung beobachtet wer-
den. Nach zwei Stunden ist bei allen Probanden mit Ausnahme des Probanden 4 ein
stetiger Abfall des FC zu beobachten. Der FC-Wert liegt nach drei Stunden bei
77,0 umol/l +/- 31,8.
Die Messung der AC erbringt folgende Ergebnisse:
Bei der Messung des C, fillt durchschnittlich eine 1,2-fache Erhohung der Werte nach
drei Stunden auf. Bei Betrachtung der Einzelverldufe der Probanden kann im Verlauf
der Messzeit bei jedem Probanden ein Maximum des C,-Spiegels beobachtet werden,
das in Hohe und Auftretenszeitpunkt individuell verschieden ist und keinen Zusammen-
hang mit dem FC zeigt. Die Messung des Cs ldsst weder bei Betrachtung der Durch-
schnittskonzentrationen noch bei Betrachtung der Einzelverlidufe eine Erhohung bezie-
hungsweise Verringerung dieser Konzentration unter Carnitinaufnahme erkennen, da
die Messwerte eines Probanden stark schwanken und die Konzentrationen nach drei
Stunden teils hoher teils niedriger sind als die Ausgangskonzentrationen.
Die langkettigen Acylcarnitine C;6, Ci3 und Cys.1, zeigen im Zeitverlauf eine tendenziel-
le Erniedrigung. Aufgrund der dhnlichen Konzentrationsverlidufe iiber die Zeit scheint
eine Abhédngigkeit dieser drei Acylcarnitine untereinander zu bestehen.

Der Quotient Cs/ Cj6 geht mit dem Verlauf des Cs parallel.
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Abb. 34: Studie 1: Mittlere FC-, AC- (C2, C3 C16, C1s, C1s:1) Konzentrationen und Quotient Cs/ C1¢ mit
95%-Konfidenzintervall im Trockenblut bei 8 gesunden Kontrollpersonen nach Gabe von
30 mg/kg KG L-Carnitin (0 h)

80



350,00
Probanden
~ 300,00 o 2
E @ 4
2 250,00 o 5
o e 10
E 200,00 ® 1
c 6} 12
% 150,00 o 13
-‘== ’ (@) 14
[]
s
S 100,00 -
X
o
L 50,00 -
0,00 | T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Stunden

C2-Konzentration im TB (umol/l)

10,00 3
5,00
0,00 r T T T T
0 0,5 1 1,5 2 25 3
Stunden
6,00

5,00
4,00 A
3,00 ns —
2,00
1 \/—Vy\»

1,00

C3-Konzentration im TB (umol/l)

0,00 T T T T T
0 0,5 1 1,5 2 25 3

Stunden
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4.3.2 Studie 2: Messung des freien Carnitins und der Acylcarnitine
an funf aufeinanderfolgenden Tagen

Ziel dieser Studie ist zu iiberpriifen, wie sich die AC- Konzentrationen und die FC-

Konzentration an aufeinanderfolgenden Tagen verhalten.

Das FC und die AC wurden an fiinf hintereinanderfolgenden Messtagen nach mindes-

tens achtstiindiger nichtlicher Nahrungskarenz bei fiinf Probanden gemessen.

Die FC-Konzentrationen zeigen bei den fiinf Messungen geringe Unterschiede. Es kann

von einem recht konstanten Verlauf gesprochen werden (FC zw. 37,03 umol/l +/- 15,08

und 45,07 umol/l +/- 11,92). Bei Betrachtung der Einzelverldufe zeigt nur Proband 3

starke Unterschiede bei den FC-Konzentrationen.

Die gemessenen C,-Konzentrationen sind ebenso wie die Cs;-Konzentrationen bei Be-

trachtung der Durchschnittskonzentrationen sowie der Einzelverldufe sehr konstant

(Cy: zw. 14,15 pmol/l +/- 7,50 und 15,74 pymol/l +/- 6,18; C3 zw. 1,45 umol/l +/- 0,70

und 1,80 pmol/l1 +/- 1,04)

Bei den langkettigen AC (Ci6, Cis, Cig) sind die am ersten Tag gemessenen

Konzentrationen im Durchschnitt hoher als an den Folgetagen, an denen nur geringe

Schwankungen auffallen.

Bei den meisten der Probanden ist ein Zusammenhang zwischen den Konzentrationen

der langkettigen AC untereinander und zu den Konzentrationen des FC festzustellen.

Auch die durchschnittlich ermittelten Konzentrationen der langkettigen AC sowie des

FC zeigen, wie Abbildung 37 zu entnehmen ist, eine solche Abhéngigkeit.

Der Quotient Cs/ Cjs bewegt sich im Durchschnitt zwischen 1,34 +/- 0,54 und

0,99 +/- 0,44.
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4.3.3 Studie 3: Messung des freien Carnitins und der Acylcarnitine
im Verlauf eines Tages
Ziel dieser Studie ist die zirkadiane Schwankung der FC- und AC-Konzentrationen zu
untersuchen und zu iiberpriifen ob eine zirkadiane Schwankung vorliegt. Bei diesem
Versuch wurden an einem Tag innerhalb von 14 Stunden FC- und AC-Konzentrationen
in zweistlindigem Abstand bestimmt.
Die mittlere FC-Konzentrationen ist zwischen null und vier Stunden relativ konstant,
nimmt nach sechs Stunden ab und zeigt nach acht Stunden eine statistisch signifikante
Abnahme im Vergleich zu dem Ausgangswert (paariger t-Test: p< 0,014), danach steigt
der Zehn- und Zwolf-Stunden-Wert wieder an und féllt nach 14 Stunden erneut ab.
Die kurzkettigen AC sind hierbei dadurch gekennzeichnet, dass zum einen die mittlere
C,-Konzentration nach acht Stunden ebenfalls auf 13,33 pmol/l (Ausgangswert:
16,77 umol/l) abfdllt und danach wieder ansteigt. Die Einzelverldufe zeigen starke
Schwankungen und sind sehr unterschiedlich. Zum anderen bewegt sich die mittlere
Cs-Konzentration zwischen 1,57 pymol/l +/- 0,68 und 1,12 pmol/l +/- 0,46 und zeigt in
ithrem Verlauf keine Tendenz.
Die durchschnittlichen Verldufe der langkettigen AC zeigen nur geringe Schwankungs-
breiten (C;¢ zwischen 1,17 pmol/l +/- 0,23 und 1,36 pumol/l +/- 0,16; C;s zwischen
1,17 pmol/l +/- 0,26 und 1,37umol/l +/- 0,30 und C;s.; zwischen 1,19 umol/l +/- 0,48
und 1,52 pmol/l +/- 0,56).
Anhand der Verlaufsdiagramme der mittleren langkettigen AC-Konzentrationen und der
FC-Konzentrationen kann von einer Abhédngigkeit zwischen den langkettigen AC unter-
einander ausgegangen werden. Diese Abhéngigkeit ist nicht so eindeutig wie bei den
Messungen iiber fiinf Tage. Bei den Probanden 8 und 16 kann von einem Zusammen-
hang zwischen den langkettigen AC mit dem FC ausgegangen werden. Bei den anderen
Probanden ist dies nicht erkennbar.

Die durchschnittlichen Cs/ Ci¢-Werte zeigen eine maximale Schwankung von 31 %.
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4.3.4 Studie 4: Messung des freien Carnitins und der Acylcarnitine
unter einem Glukosetoleranztest

Ziel dieser Studie ist, den Einfluss der Glukose und damit von Insulin auf die FC- Kon-

zentration und AC-Konzentrationen im Trockenblut zu priifen.

Die Messungen der kapillaren Glukosespiegel und der Konzentrationen des FC und der

AC wurden vor und 1, 1,5, 2 und 3 Stunden nach der Gabe von 75 g Glukose bestimmt.

Die Glukosekonzentration ist eine Stunde nach der Glukoseaufnahme um 40 % hoher

als die Ausgangskonzentration. Die Erhohung ist statistisch signifikant (paariger t-Test:

p< 0,0001). Die Konzentration des FC zeigt durchschnittlich nach der Glukosebelastung

eine steigende Tendenz, doch sind die Konzentrationsverldaufe der einzelnen Probanden

eher schwankend.

Die C,-Konzentration nimmt bei allen Probanden mit Ausnahme der Probanden 20 und

21 ab. Nach drei Stunden ist die durchschnittliche C,-Konzentration um 12 % geringer

als zum Zeitpunkt null Stunden.

Die C;-Konzentration ist bei vier der sieben Probanden eineinhalb Stunden (bzw. zwei

Stunden bei Proband 22) nach der Glukosebelastung maximal erniedrigt.

Die Konzentrationen der langkettigen AC (Cj6, Cig.1) sind bis auf Proband 20 bei allen

anderen nach der Glukosebelastung erniedrigt, nach eineinhalb Stunden maximal (bis

auf Proband 2, dort erst nach zwei Stunden). Die C,g-Konzentration zeigt diese Tendenz

nicht.

Die Werte des Quotienten Cs/ Cj¢ zeigen bei allen Probanden, bis auf Proband 18, nach

Glukosegabe eine steigende Tendenz, doch tritt die maximale Erh6hung zu unterschied-

lichen Zeitpunkten auf.
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4.3.5 Studie 5: Messung des freien Carnitins und der Acylcarnitine
nach kérperlicher Belastung

Ziel dieser Studie ist zu untersuchen, inwieweit sich eine sportliche Belastung und da-

mit ,,Energieverbrennung® auf die FC-Konzentration und AC-Konzentrationen aus-

wirkt.

Die Messung der AC, des FC und der CK fand unter starker korperlicher Belastung

statt.

Eine statistisch auffillige Erhohung der CK (paariger t-Test: p< 0,003) um 22,8 % ist

bei allen Probanden nach der sportlichen Belastung nachzuweisen.

Die gemessenen Konzentrationen des FC sind bis auf Proband 3 nach der sportlichen

Belastung niedriger als davor und insgesamt statistisch auffdllig erniedrigt (paariger

t-Test: p< 0,05). Durchschnittlich ist die FC-Konzentration hinterher um 8,3 % geringer,

als davor.

Die kurzkettigen AC C, sowie C; sind beide nach sportlicher Belastung statistisch auf-

fallig erhoht (paariger t-Test: C,: p< 0,04; Ci: p< 0,02). Bei Betrachtung der

Einzelverldufe ist C, bis auf Proband 20 und 23 und C; bis auf Proband 23 erhoht, C,

um 16 % und C;um 20 %.

Die langkettigen AC (Cjg, Ci3, Cis:1) sind nach sportlicher Belastung durchschnittlich

erniedrigt um: Cj6: 8 % (erniedrigt bis auf Proband 2 und 18); Cis: 19 % (erniedrigt bis

auf Proband 1); Cjs.1: 15 %. (bei allen Probanden erniedrigt). Eine statistisch auffillige

Erniedrigung liegt bei C;s (paariger t-Test: p< 0,03) und C;s.; (paariger t-Test: p< 0,02)

vor.

Der AC-Quotient Cs/ Cjg ist bei allen Probanden nach der sportlichen Belastung erhoht,

die Erhohung ist statistisch auffillig (paariger t-Test: p< 0,01) und betrdgt durchschnitt-

lich 28 %.
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4.3.6 Studie 6: Messung des freien Carnitins und der Acylcarnitine
in zellularen Blutbestandteilen, im Serum und im Vollblut
Dieser Versuch wurde durchgefiihrt, um zu iiberpriifen, welche Konzentrationen an FC
und AC im kapillaren Trockenblut, im vendsen Trockenblut, sowie im Serum und in
den zelluldren Blutbestandteilen vorhanden sind.
Wie aus Abbildung 46 ersichtlich ist, sind bei beiden Probanden deutliche Unterschiede
zwischen den im kapillaren Blut und venosen Blut gemessen AC- und FC-
Konzentrationen zu beobachten. Das FC ist bei den Probanden im kapillaren Trocken-
blut, einer Mischung aus Plasma und lysierten Blutzellen, um das 1,5- bzw.1,4-fache
gegeniiber den im vendsen Blut gemessenen Konzentrationen erhoht. Alle anderen AC
sind im Kapillarblut ebenfalls in hoheren Konzentrationen zu messen als im vendsen
Blut.
Aus der Abbildung 47 konnen die im vendosen Blut, Serum und =zelluldren
Blutbestandteilen gemessenen Konzentrationen an FC und AC entnommen werden.
Mit Hilfe des Hamatokrits werden die in 1,5 pul Serum gemessenen Konzentrationen der
AC und des FC auf die Konzentrationen in 1,5 pl Vollblut umgerechnet.
Legt man die Messung des FC im vendsen Vollblut zugrunde, so zeigen die Werte, dass
67,5 % (Proband 3) bzw. 52,8 % (Proband 20) des gemessenen FC im Serum vorhanden
ist und 32,5 % (Proband 3) bzw. 47,2 % (Proband 20) aus den zelluldren Bestandteilen
kommt.
Die Konzentrationen der AC sind in den zelluldren Blutbestandteilen bei beiden Pro-
banden hoher als im Serum. Fiir C, betrdagt dieser Unterschied das 1,3- bzw. das
3-fache. Mit zunehmender Kettenlidnge sind die im Serum gemessenen Konzentrationen
der AC immer geringer: fiir C; zwischen dem 5,8- bzw. 11,7-fachen, fiir C;¢ zwischen
dem 11,5- bzw. 13,4-fachen, fiir C;3 zwischen dem 11,5- bzw. 14,4-fachen und fiir C;s.;
das 19,9-bzw. 27,6-fache.
Im vendsen Vollblut werden geringere Konzentrationen an FC und AC gemessen als die
Summe der Serumkonzentration und der zelluldren Bestandteile an FC ergibt (Abbil-

dung 46).
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4.3.7 Nuchternkonzentrationen des freien Carnitins und der Acyl-
carnitine

In Tabelle 14 sind die mittleren Konzentrationen des FC und der AC aufgelistet. Es

werden nur Niichternwerte beriicksichtigt. Gibt es fiir manche Probanden mehrere

Niichternkonzentrationen, so wird fiir die Berechnung des Mittelwertes ein

Durchschnittswert aus diesen verwendet.

Tab. 14: Bei allen Probanden (Pr.) durchschnittlich ermittelten Niichternwerte der Acylcarnitine
(Ca, C3, Ca, Ci6, C1s, C1s:1) und des freien Carnitins (FC) im Trockenblut mit Standardab-
weichungen, gemessen in pmol/l BMI: Body-Mass-Index

FC | C2 | C3 | C16 | C18 | Ci8:1 | C3/Cl6
Alle Pr. n=23] 45,60+/-18,4 16,35+/-5,5 2,32+/-1,0 1,60+/-0,6 1,45+/-0,5 1,72+/-0,7 1,46+/-0,5
Mannl. Pr. n=14] 48,53+/-15,3 17,94+/-41 2,41+/-0,8 1,75+/-0,5 1,50+/-0,4 1,64+/-0,6 1,42+/-0,4
Weibl. Pr. n=9 [ 41,03+/-21,2 14,00+/-6,8 2,00+/-1,1 1,30+/-0,5 1,25+/-0,6 1,54+/-0,7 1,50+/-0,7

Mannl. Pr. <30 (Jahre) n=10] 47,92+/-22,3 16,92+/-3,4 2,26+/-1,0 1,65+/-0,4 1,51+-0,5 1,69+/-0,5 1,42+/-0,6
Mannl. Pr. >30 (Jahre) n=4 | 50,05+/-7,4 19,47+/-58 2,64+/-0,6 1,91+/-0,5 1,48+/-0,2 1,57+/-0,7 1,42+/-0,4
Weibl. Pr. <30 (Jahre) n=7 | 37,34+/-16,8 12,17+/-25 1,60+-0,5 1,17+/-0,2 1,18+/-0,4 1,41+/-0,3 1,39+/-0,4
Weibl. Pr. >30 (Jahre) n=2 | 53,95+/-16,8 20,43+/-0,5 3,43+/-1,1 1,77+-0,5 1,47+/-0,6 1,99+/-0,6 1,92+/-0,1
Mannl. Pr. : BMI <25 n=7 | 50,41+/-16,5 17,26+/-4,0 2,07+-0,7 1,65+/-0,4 1,63+/-0,5 1,87+/-0,6 1,31+/-0,4
Mannl. Pr. : BMI >25 n=7 | 46,65+/-151 19,27+/-5,0 2,88+/-0,8 1,90+/-0,4 1,48+/-02 1,55+/-0,6 1,55+/-0,4
Weibl. Pr. : BMI <25 n=6 | 31,53+-7,5 12,11+/-2,7 1,46+/-0,3 1,16+-0,2 1,10+/-0,3 1,43+/-0,4 1,27+/-0,3
Weibl. Pr. : BMI >25 n=3 | 60,03+/-15,9 17,78+/-4,6 3,08+/-1,0 1,57+-0,5 1,55+/-0,4 1,76+/-0,6 1,96+/-0,1

Es zeigt sich, dass die médnnlichen Probanden hohere FC-Konzentrationen aufweisen
(FC: &: 48,53 umol/l +/- 15,3; Q: 41,03 umol/l +/- 21,2). Dies gilt auch fiir alle betrach-
teten AC. Bei den minnlichen Probanden zeigen Probanden élter als 30 Jahre hohere
FC-und AC-Konzentrationen als jlingere. Das gleiche kann auch innerhalb der Gruppe
der Frauen beobachtet werden. Probandinnen mit einem Body-Mass-Index (BMI) iiber
22 zeigen deutlich hohere FC-Konzentrationen als Probandinnen mit einem niedrigere-
ren BMI-Index (FC: BMI >22: 60,03 umol/l +/- 15,9; BMI <22: 31,53 umol/l +/- 7,5).
Auch die AC zeigen die gleiche Tendenz. Bei den ménnlichen Probanden hingegen ist
die FC-Konzentration bei einem BMI iiber 25 geringer als bei einem niedrigeren Index
(FC: BMI >25: 46,65 umol/l +/- 15,1; BMI <25: 50,41 pmol/l +/- 16,5). Auch die Kon-
zentrationen fiir C;g und C;g.; sind bei Probanden mit hoherem Index hoher, wihrend die
anderen AC (C,, Cs, C6) niedriger sind.

In Tabelle 15 werden die Konzentrationen des FC und der AC in Abhéngigkeit von der
Erndhrung vegetarisch/ nicht vegetarisch innerhalb von 72 Stunden vor Versuchsbeginn

bei drei Probanden dargestellt.
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Tab. 15: Angabe der durchschnittlich ermittelten Niichternwerte der Acylcarnitin-(C2, Cs, C4, C1e,

Cis, C1s:1) und freien Carnitinkonzentrationen (FC) im Trockenblut mit Standardabwei-

chungen bei vegetarischer und nicht vegetarischer Ernahrung bei 3 Probanden. Gemes-
sen in pmol/l, BMI: Body-Mass-Index

FC | CcC2 | Cc3 | C16 | C18 | C18:1 | C3/C16
Prob.3 vegetar. n=3] 18,89+/-50 11,13+-0,8 0,95+-0,2 1,03+-0,1 0,93+/-0,2 1,15+/-0,3 0,96+/-0,3
Prob.3 nicht vegetar. n=5] 41,74+/-8,2 11,79+/-22 1,56+/-0,8 1,45+/-0,5 1,53+/-0,3 1,57+/-0,1 1,04+/-0,2
Prob. 18 vegetar. n=2] 22,40+/-1,6 12,18+/-22 1,41+/-0,0 0,84+-0,2 0,82+/-0,0 1,29+/-0,3 1,70+/-0,3
Prob. 18 nicht vegetar. n=7] 38,82+/-4,5 11,26+/-1,4 1,40+/-0,4 1,38+/-0,3 0,93+-0,1 1,11+/-0,2 1,03+/-0,2
Prob. 14 vegetar. n =1 n=1 16,04 8,32 1,15 0,95 0,52 0,93 1,21
Prob. 14 nicht vegetar. n=1 40,30 11,20 1,37 1,26 1,03 1,29 1,09

Da nur wenige Daten hierzu vorliegen, kann nur von einer Tendenz gesprochen werden.

Es fillt auf, dass deutlich niedrigere FC-Konzentrationen nach vegetarischer Erndhrung

vorliegen als nach fleischreicher Kost (Proband 3: FC: veget.: 18,89 pmol/l +/- 5,0,

nicht veget.: 41,74 pmol/l +/- 8,2). Die Konzentrationen des Palmitoylcarnitins und des

C;s sind ebenfalls nach vegetarischer Erndhrung bei allen drei Probanden niedriger. Bei

den anderen AC sind keine deutlichen Tendenzen zu erkennen.
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit ist zu iiberpriifen, inwieweit der Quotient C3/ Cj¢ die Qualitédt der

Stoffwechseleinstellung von Patienten mit PPA oder MMA wiedergibt und zur Durch-

fiihrung eines Therapiemonitorings geeignet ist. Bislang wurde die Tandemmas-

senspektrometrie im Bereich der Kinderheilkunde im Wesentlichen beim erweiterten

Neugeborenenscreening eingesetzt. Die Anwendung dieser Methode fiir ein Therapie-

monitoring (neben der Messung der AC bietet sich auch eine Anwendung bei der Quan-

tifizierung der Aminosiuren an) ist bislang nicht verbreitet. Die publizierte Methode fiir

das Neugeborenenscreening eignet sich jedoch nur bedingt fiir ein Therapiemonitoring,

da unterschiedliche methodische Anforderungen bestehen (siehe Tab 16).

Tab. 16: Gegeniiberstellung der Anforderungen an eine Sreeningmethode bei Neugeborenen und
einer Methode, die fiir ein Therapiemonitoring geeignet ist (116, 120, 121, 150, 61, 57)

Anforderungen an eine Sreeningmethode
des Neugeborenen auf Stoffwechselerkran-
kungen

Anforderungen an ein Therapiemonitoring
bei Stoffwechselerkrankungen

Rasche Ergebnismitteilung, moglichst am Entnahme-
tag

Kostengiinstige Probenanalyse

Friihzeitige Durchfiihrbarkeit

Hohe Spezifitit

Sehr hohe Sensitivitit

Eindeutige Ergebnisse, wenig Zweitbestimmungen

Ergebnisse unabhingig von der Ernéhrung des
Neugeborenen

Guter Informationsfluss vom Screeninglabor zum
behandelnden Arzt

Ergebnis muss zu Konsequenzen bzgl. der Behand-
lung fiihren

Einfache Handhabung der Probengewinnung mit
moglichst wenig Material (z.B. bei Friihgeborenen)

Rasche Ergebnismitteilung, moglichst am
Entnahmetag

Kostengiinstige Probenanalyse
Ergebnis muss zu einer Therapieverbesserung

fiihren

Mogliche Entgleisungen, sollen rechtzeitig erkenn-
bar sein

Einfache Durchfiihrung der Probenentnahme, mog-
lichst zu Hause

Hohe Sensitivitidt der Messung: Parameter nur dann
verindert, wenn sich der Stoffwechselzustand ver-
andert hat

Die qualitative Aussage: gesund - krank ist
wichtig.

Moglichst breites Messspektrum wichtig um
viele Erkrankungen diagnostizieren zu konnen.

Die genaue quantitative Aussage ist fiir die
Beurteilung der Einstellung wichtig.

Nur die fiir die entsprechende Erkrankung re-
levanten Metabolite miissen erfasst werden.
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Die Anforderungen unterscheiden sich hauptséichlich darin, dass bei einem Screening-
verfahren nur wichtig ist zu erkennen, ob der Patient an einer Krankheit erkrankt ist
oder nicht (qualitativer Aspekt), wihrend bei einem Therapiemonitoring einer Stoff-
wechselerkrankung auch die Konzentrationen der Metabolite relevant sind (quantitativer
Aspekt).

Inwieweit dieses Verfahren die fiir ein Therapiemonitoring geforderten Bedingungen

erfiillt, soll in den folgenden Kapiteln erortert werden:

I Im Kapitel 5.1 wird auf die methodische Eignung der Untersuchung eingegan-
gen: Sensitivitdt, Spezifitit, Durchfiihrbarkeit, Wirtschaftlichkeit sowie mogli-
che Fehlerquellen.

1)) Im Kapitel 5.2, wird erortert, wie sich das FC und die AC beim Gesunden ver-
halten und inwieweit diese durch entsprechende Stoffwechselsituationen verin-
derbar sind. AuBBerdem wird versucht zu kldren, aus welchen Blutbestandteilen
die im Trockenblut gemessenen AC und das FC stammen.

1) Das Kapitel 5.3 iiberpriift, inwieweit der Quotient Cs/ Cj in der Praxis zur
Durchfiihrung eines Therapiemonitorings geeignet ist.

IV)  Im Kapitel 5.4 wird das Ergebnis der Diskussion zusammengefasst und Ausbli-

cke fiir weitere Untersuchungen und Studien gegeben.

5.1 Diskussion der Methode

5.1.1 Die Genauigkeit der Methode

M. Goggerle konnte in seiner Diplomarbeit, wie schon im Kapitel 3.6 beschrieben, fiir
die AC-Messung mit dem Tandemmassenspektrometer eine hohe Prédzision nachweisen
(48). Dies gilt insbesondere fiir die Anwendung der sogenannten ,,multiple reaction mo-
nitoring“‘- Methode (MRM-Methode). Bei ihr konnen Metabolite, die in sehr niedrigen
Konzentrationen vorliegen genau bestimmt werden. Da die MRM-Methode linger fiir
das Durchscannen der Probe braucht und mit ihr nur wenige AC und das FC bestimmt
werden konnen, ist sie fiir das Neugeborenenscreening nicht praktikabel. Johnson et al.
beobachteten, dass die bei der Probenaufbereitung im Wirmeschrank durchgefiihrte

Butylierung der Probe zu einer Umwandlung der butylierten AC zu butyliertem FC
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fiihrt und die Konzentrationen des FC damit zu hoch sind (67). M. Goggerle sowie Vre-
ken et al. fanden dies jedoch nicht (48, 149, 150).

Die unterste Nachweisgrenze fiir die AC im Trockenblut liegt bei der Anwendung der
MRM-Methode bei 0,1 nmol/ml. Damit lassen sich Normalwerte fiir folgende AC
bestimmen: C,, Cs, C4, Cig, Ci5 und Cig.;.

5.1.2 Mdgliche Fehlerquellen der Messung der Acylcarnitine mit
dem Tandemmassenspektrometer und Mdéglichkeiten zu ihrer
Vermeidung

5.1.2.1 Reproduzierbarkeit

Da die mit Hilfe des Tandemmassenspektrometers erfassbaren Stoffwechselkrankheiten
noch viele Jahre nach der Blutentnahme durch Messung des Blutes, in der fiir das Neu-
geborenenscreening entnommenen Guthriekarte (Trockenblutkarte) nachweisbar sind,
wurde bei zwei Patienten iiberpriift, ob eine Nachmessung nach Beendigung der Studie
gleiche Ergebnisse liefert wie die sofort nach Probeneingang bestimmten Werte. Es
konnte gezeigt werden, dass mit zunehmender Zeitdauer zwischen Erst- und Nachmes-
sung die gemessenen Konzentrationen immer geringer werden.

Eine genaue quantitative Aussage kann somit nur bei sofortiger Bestimmung der AC-
Konzentrationen getroffen werden. Erfahrungen des ZfS Reutlingen zeigen, dass ein
Abstand von einigen Tagen zwischen Blutentnahme und Untersuchung der Probe die
Ergebnisse nicht beeintrdachtigen, doch sollte diese Zeit moglichst gering gehalten wer-

den, da ansonsten zu niedrige Konzentrationen gemessen werden konnen.

5.1.2.2 Art der Blutprobe

Bei zwei Probanden wurde zur selben Zeit eine kapillare sowie vendse Blutprobe ent-
nommen und gemessen. Hierbei zeigte sich, dass die im kapillaren Trockenblut gemes-
senen Konzentrationen des FC und der AC bis um das 1,6-fache hoher waren, als die im

venosen Trockenblut ermittelten Konzentrationen. Mogliche Erkldrungen hierfiir sind:

D Das kapillare Blut enthilt eine hohere Konzentration an zelluldren Blutbestand-

teilen (hoherer Hamatokrit) als vendses Blut (65, 32, 73, 94). Da die AC in den
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Erythrozyten in hoheren Konzentrationen als im Serum vorliegen (wie Abb. 47
zeigt) fiihrt eine Erhohung des Hidmatokrits zu erhohten AC-Konzentrationen.

II) Durch das Pressen der Fingerbeere (das moglichst verhindert werden soll) ge-
langt bei der kapillaren Blutentnahme auch Gewebefliissigkeit in die Blutprobe,
moglicherweise enthilt diese hohere Konzentrationen an FC und AC (94).

III)  Moglicherweise enthilt Kapillarblut, eine Mischung aus arteriellem und veno-
sem Blut, hohere Carnitin- und C,-Konzentrationen als venoses Blut, da FC und
C, iber das arterielle Blut zum Gewebe transportiert und dort aufgenommen

wird, so dass die Konzentrationen im vendsen Blut geringer sind.

Auf Grund der Tatsache, dass die im venosen und kapillaren Trockenblut gemessenen
FC und AC-Konzentrationen nicht identisch sind, muss bei einem Patienten im Rahmen
eines Therapiemonitorings Blut stets auf die gleiche Art gewonnen werden, da die Er-
gebnisse anderweitig nicht vergleichbar sind. Prinzipiell ist davon auszugehen, dass die
im venosen Trockenblut ermittelten Konzentrationen genauer sind als die kapillar ermit-
telten Konzentrationen, da hierbei die Blutentnahme standardisierter ablaufen kann.

AC und vor allem die langkettigen AC kommen hauptsichlich wie nachfolgend be-
schrieben in den zelluldren Blutbestandteilen vor. Dadurch sind die im Serum/ Plasma
gemessenen AC-Konzentrationen nicht mit den im Vollblut gemessenen Konzentratio-
nen vergleichbar. Vor allem wenn man mit Hilfe der langkettigen AC einen Quotienten
mit einem pathologisch erhohten AC bilden mochte (z.B. Cy¢ fiir den Quotienten Ci/
Ci¢), sollte auf Grund der fast nicht messbaren Konzentrationen im Serum Vollblut

verwendet werden.

5.1.2.3 Blutentnahmetechnik

Bei der Messung der Acylcarnitine im Trockenblut wird die Probenmenge dadurch de-
finiert, dass ein Kreis mit einem Durchmesser von 3 mm aus der Filterkarte gestanzt
wird. Ein solcher Kreis entspricht einer Blutmenge von 1,5 pl. Aus diesem Grund muss
gewihrleistet sein, dass bei jeder Filterpapierstanze die gleiche Menge Blut enthalten
ist. Es ist wichtig, dass immer das gleiche Filterpapier verwendet wird. In dieser Arbeit

wurden Testkarten der Firma Schleicher & Schuell® verwendet.
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Die Probenqualitit kann des weiteren durch folgende Fehler beeintriachtigt sein (80):

D zu wenig Material: Filterpapier nicht vollstidndig durchtrdnkt, Kreis nicht ausge-
fiillt;

D) Blutfleck mechanisch beschidigt;

II)  Blut nicht ausreichend getrocknet bevor es verschickt wurde;

IV)  Blut durch Fliissigkeiten und anderes (Fingerabdriicke) verunreinigt;

V) auf eine Stelle mehrfach Blut aufgetropft, Blut an dieser Stelle zu stark konzent-
riert;

VI)  bei venoser Blutabnahme: Gefahr eines Blutsees auf der Trockenblutkarte: durch
den dadurch ausgelosten chromatographischen Effekt ist die Konzentration der

Blutbestandteile an den verschiedenen Stellen des Blutflecks unterschiedlich.

Um die beschriebenen Fehler zu vermeiden, ist es wichtig, die Felder der
Trockenblutkarte nicht mit den Fingern zu beriihren und das Blut von einer Seite so
aufzutropfen, dass ein Feld der Karte beidseits gut durchtridnkt ist. Bei der vendsen
Blutentnahme muss darauf geachtet werden, dass nicht zu viel Blut auf die Karte

gelangt.
5.1.3 Die Durchfuhrbarkeit der Probengewinnung und des Proben-

versands

Die kapillare Blutentnahme sowie das Betropfen der Trockenblutkarte mit Blut ist ein
sehr einfaches und auch fiir den Laien gut durchfiihrbares Verfahren und kann somit gut
von den Patienten bzw. ihren Eltern durchgefiihrt werden. Vorteilhaft hierbei ist, dass
fiir die kapillare Blutentnahme im Vergleich zur vendsen Blutentnahme kein Arztbesuch
notig ist, was zum einen von den jungen Patienten besser toleriert wird und zum ande-
ren auch eine Kostenersparnis darstellt. Wie oben beschrieben scheint eine vendse Blut-
probe zwar genauere Ergebnisse zu liefern, doch ist eine vendse Blutentnahme aufwen-
dig, belastend und wenig praktikabel. Gegeniiber der Bestimmung der AC und anderer
Metabolite im Urin ist die kapillare Blutentnahme viel einfacher durchfiihrbar, da das
Sammeln eines Spontanurins und das Verschicken der Probe in ein Labor aufwendiger
ist.

Auch der Probenversand in Form einer Trockenblutkarte, die in einem Briefumschlag
verschickt werden kann, stellt ein einfacheres Verfahren dar als die Versendung von

Blutrohrchen.
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5.1.4 Wirtschaftlichkeit der Methode

Die Aufarbeitung der Probe ist gegeniiber herkommlichen Methoden zur Messung von
AC und FC wesentlich einfacher (149, 66). Auch die Probenanalyse ist im Vergleich zu
friiheren Verfahren sehr konomisch geworden. Das Tandemmassenspektrometer kann
mit bis zu 100 Proben (bei manchen Geriten sogar mit mehr) bestiickt werden und misst
diese dann vollautomatisch (108, 150, 33).

Die Analysedauer betrdgt pro Probe zweieinhalb Minuten. In dieser Zeit werden samtli-
che AC, das FC sowie alle Aminosiduren gemessen. Durch die Schnelligkeit des Verfah-
rens ist das Ergebnis am Probeneingangstag bereits bekannt. Auf Grund der einfachen
Durchfiihrbarkeit und hohen Automatisierung des Verfahrens kann mit relativ geringem

Arbeitsaufwand eine groBBe Anzahl an Proben gemessen werden.

5.2 Diskussion der Untersuchunqg bei Kontrollpersonen

5.2.1 Fluktuation der Carnitin- und Acylcarnitinspiegel

In der Literatur findet man viele Angaben iiber die im Blutplasma bestimmten FC- und
AC-Konzentrationen. In der nachfolgenden Ubersicht werden die hier ermittelten FC-
Konzentrationen mit in der Literatur gefundenen Konzentrationen verglichen. Hierbei
soll beriicksichtigt werden, dass in den eigenen Versuchen Trockenblut gemessen wur-
de, das wie spiter gezeigt hohere Carnitinkonzentrationen enthélt als Blutplasma.

Tab. 17: Vergleich der freien Carnitinkonzentrationen der eigenen Studie mit anderen
Studien bei gesunden Kontrollpersonen

Studie Freies Carnitin
eigene Messung n=23 Trockenblut 45,60 +/- 18,4 (nmol/ml)
Demirkol et al. (34) n =20 Plasma 19,90 +/- 5,7 (nmol/ml)
Bachmann (6) n =20 Plasma 33,10 +/- 7,0 (nmol/ml)
Di Donato et al. (39) Plasma 34,00 +/- 8,5 (nmol/ml)
Valkner u. Bieber (142) Plasma 34,00 +/- 5,0 (nmol/ml)
RoBle (117) n=78 Plasma 38,60 +/- 9,0 (nmol/ml)

Prinzipiell ist die Frage zu stellen, wie aussagekriftig die hier angegebenen Konzentra-
tionen des FC sind. Mehrfach wurde beobachtet, dass unter vegetarischer Erndhrung bei
Probanden viel geringere FC-Konzentrationen im Blut gemessen wurden (25, 82). Der

Muskelcarnitingehalt verdndert sich hingegen nicht (76). Da sich in der Literatur keine
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Angaben tiber die Art der Erndhrung finden, sind die in Tabelle 17 dargestellten Daten

kritisch zu betrachten.

Innerhalb der eigenen Studie konnte bei drei Probanden tendenziell beobachtet werden,

dass die FC-Konzentration bei vegetarischer Erndhrung um mehr als die Hilfte geringer

ist (Proband 3). Auch die Konzentrationen der langkettigen AC: Cj¢ und C;3 scheinen
unter einer vegetarischen Erndhrung deutlich geringer zu sein. Unklar ist, ob die gerin-
geren Carnitinspiegel zu einer niedrigeren Fettsidureverstoffwechselung fiihren und die

Konzentrationen fiir Ci¢ und C;g deshalb niedriger sind, oder ob durch die vegetarische

Erndhrung weniger Fettsduren aufgenommen werden und dadurch weniger Fettsduren

zu AC aktiviert werden. Auch andere Stoffwechselmechanismen wiren denkbar. Es ist

davon auszugehen, dass nicht nur die Erndhrung die Konzentration des FC im Blut
beeinflusst:

I)  Wie in Kapitel 5.2.4 gezeigt wird, ist das FC nach korperlicher Belastung durch
die Bildung von AC vermindert.

II) Es finden sich Verschiebungen des Carnitins in Zellen mit erhéhtem Energiebe-
darf aus anderen Zellen sowie im Serum, z.B. bei chronischen Erkrankungen und
Verbrennungen (16, 34).

III) Auch Fasten fiihrt nach einer Verzogerung von drei Tagen zu einer Reduktion der
Konzentration des FC (63).

IV) Bei Frauen ist der Gehalt an FC im Plasma kurz vor der Ovulation stark erhoht
(25).

Obwohl die Konzentration des FC starken Schwankungen unterliegt, ist ein ge-

schlechtsspezifischer Unterschied zu erkennen: Bei Frauen liegen deutlich niedrigere

FC-Konzentrationen vor als bei Minnern. Dies konnte eigenen Messungen (Tabelle 12)

wie auch Literaturangaben entnommen werden (20, 54). Laut Demirkol et al. findet sich

98 % des Gesamtcarnitins (Gesamtkorpermenge: 15 - 20 g (34)) im Muskel, 0,5 % im

Serum und 1,5 % in anderen Organen und Blutzellen. Da Ménner prozentual gesehen

eine hohere Muskelmasse haben, kann man dadurch den hoheren Carnitinspiegel erkla-

ren (117, 36). Die ebenfalls bei Ménnern in groeren Konzentrationen messbaren AC
sprechen fiir einen grundsitzlich hoheren Carnitinstoffwechsel bei Minnern. Gatti et al.
fanden in einer Untersuchung heraus, dass Probanden mit einer geringeren fettfreien

Masse, also einem hoheren Muskelanteil, geringere Mengen an C, in ihrem Plasma auf-
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aufwiesen als andere Probanden. Diese negative Korrelation fiihrten sie auf eine bessere
oxidative Leistung der Muskulatur bei hohere Muskelmasse zuriick (45). Auch in der
eigenen Arbeit konnte eine positive Korrelation zwischen BMI und C,-Konzentration
nachgewiesen werden.

Interessant ist, dass im Verlauf von fiinf Tagen nur geringe Schwankungen der FC-
Konzentrationen zu beobachten sind. Da sich bei den Probanden innerhalb der fiinf Ta-
ge der Fleischkonsum ebenso wie die sportliche Betitigung wenig verdnderte und nie-
mand erkrankte, ist davon auszugehen, dass die Carnitinspiegel unter vergleichbaren
Bedingungen bei einer Person im wesentlichen konstant sind. Aufféllig hingegen ist,
dass die Konzentrationen des FC der verschiedenen Probanden tageszeitlich schwanken
und nachmittags niedriger sind. Auffillig ist auch, dass C, nachmittags niedriger ist,
wihrend die Konzentrationen der restlichen lang- und kurzkettigen AC unverindert
bleiben. Rebuzzi et al. konnten bei elf Probanden keinen signifikanten Unterschied zwi-
schen den Carnitinkonzentrationen in den Morgenstunden und am Nachmittag feststel-
len. Sie beobachteten lediglich einen Anstieg des FC wihrend der Wachzeit der Pro-
banden (110).

Cs ist sowohl im Tagesverlauf als auch iiber mehrere Tage gemessen konstant. Hierbei
sind die Konzentrationen unabhingig von den FC-Konzentrationen. Propionsiure ent-
steht hauptsichlich durch den Abbau verzweigtkettiger Aminosduren. Die ungeradzah-
ligen Fettsduren machen nur einen geringen Anteil des Korperfettgewebes aus (1 % laut
einer Untersuchung von Wendel et al. (159)), so dass nicht davon auszugehen ist, dass
der Abbau dieser Fettsduren einen groen Einfluss auf die Cs-Bildung beim Stoffwech-
selgesunden hat (133). Da die Gabe von L-Carnitin nicht zu einer Erhohung der
Cs-Konzentration fiihrt und diese auch unabhingig von den Konzentrationen anderer
AC ist, kann davon ausgegangen werden, dass der Abbau der verzweigtkettigen Amino-
sduren durch Carnitingabe nicht stimuliert wird. Daraus kann geschlossen werden, dass
der Abbau von verzweigtkettigen Aminoséduren, einem Hauptlieferanten des Cs, nicht
von der Konzentration anderer AC bzw. des FC abhingt.

Die Konzentrationen der langkettigen AC wie auch die des FC verhalten sich @hnlich.
Die Erkldrung hierfiir konnte darin liegen, dass iiber die Nahrung Carnitin ebenso wie
Fettsduren (Palmitinsdure und Stearylsidure gehdren zu den am meisten in der Nahrung

vorkommenden Fettsduren) aufgenommen werden -vor allem in fleischreicher Nahrung-
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und somit das FC ebenso wie die aufgenommenen und zur Verstoffwechselung aktivier-

ten Fettsiduren (AC) ansteigen.

5.2.2 Einfluss einer oralen Carnitinsubstitution auf den Stoffwechsel

Bei Patienten mit PPA und MMA fiihrt eine Carnitingabe zu einer vermehrten Bildung
von Cj. Dies konnte nach einer langfristigen Gabe ebenso wie nach einer Einmalgabe
festgestellt werden (18). Mit Hilfe des hier vorgestellten Versuches soll geklért werden,
ob ein gesunder Organismus nach Gabe von L-Carnitin ebenfalls vermehrt C; und ande-
re AC bildet, und in wieweit sich die Konzentration des FC im Trockenblut durch solch
eine Einmalgabe veridndert.
Die Gabe von 30 mg/kg Korpergewicht L-Carnitin stellt eine um das ungefidhr 20-fache
erhohte Zufuhr, im Vergleich zu der durchschnittlich mit der Nahrung aufgenommen
Menge von 113 mg dar (56) (Giirtler et al: 2 - 100 mg (54)). Laut einer Untersuchung
von Harper et al. betrdgt die Carnitinbioverfiigbarkeit 9 - 25 % bei einer Einmalgabe
von 2 g L-Carnitin (einer diesem Versuch vergleichbaren Menge). Bei hoheren Dosen
sinkt diese auf Grund eines sittigbaren aktiven Aufnahmeprozesses im Darm ab (59)
(Bioverfiigbarkeit: Rizza et al.: 13 - 21 % (113)).
Exogenes Carnitin wird aktiv iiber einen natriumabhingigen Transportprozess in die
Mukosazellen des Darmes aufgenommen. Ein passiver Diffusionsprozess ist ebenfalls
beteiligt (50, 92). Carnitin wird nur im Duodenum, Ileum und Jejunum, nicht jedoch im
Kolon und Rektum aufgenommen (89, 56). Bei der Aufnahme des Carnitins in die Mu-
kosazellen handelt es sich um einen langsamen Prozess. Das aufgenommene Carnitin
wird teilweise in C, umgewandelt (44 % in Rattenmucosazellen) und verzdgert an den
Blutkreislauf abgegeben (51). In der eigenen Studie sind erhohte Carnitinspiegel bereits
nach einer halben Stunde nachweisbar. Durchschnittlich wird nach einer Stunde eine
maximale Konzentration des FC erreicht. Diese Erhohung betrigt 147 % des Aus-
gangswertes. In anderen Studien werden Maximalwerte erst nach spéteren Zeitpunkten
beobachtet:

1) Bach et al.: Gabe von 2 g L-Carnitin: Erhohung des FC um 81 %, Maximalwert

nach 3,5 Stunden, 12 Probanden (5)
2) Rizza et al.: Gabe von 30 mg/ 100 mg L-Carnitin/kg Korpergewicht: Erhohung
des FC um 44 %/ 150 %, Maximalwert jeweils nach 3 h, 6 Probanden (113)

109



3) Segre et al.: Gabe von 30mg/ 100mg L-Carnitin/kg Korpergewicht: Erhohung
des FC um 38 % /50 %; Maximalwert nach 6 h/ 3 h, 3 bzw. 6 Probanden (128)

Es zeigen sich bei den verschiedenen Studien erhebliche Unterschiede. Diese
Unterschiede konnten durch die Verwendung verschiedener Carnitinpréaparate erklart
werden. Moglicherweise ist Biocarn—Sirup® leichter resorbierbar als die bei anderen
Versuchen gewihlten Préparate, z.B. L-Carnitin Kapseln der Firma Sigma-Tau.
Auf eine lingere Messdauer wurde in der eigenen Studie verzichtet, da sich in Vorver-
suchen (unverdffentlichte Daten) an zwei Pobanden mit Messungen iiber fiinf Stunden
zeigte, dass der Carnitinspiegel nach zwei Stunden kontinuierlich abfillt. Deshalb wur-
de die Versuchszeit auf drei Stunden verkiirzt. Theoretisch besteht die Moglichkeit, dass

so ein weiteres Ansteigen des FC nicht beobachtet werden konnte.

Die verschiedenen Verldufe der Carnitinspiegel der einzelnen Probanden lassen darauf
schlieBen, dass viele Faktoren fiir die Carnitinaufnahme entscheidend sind. Dadurch
sind mehrere Erkldarungsmoglichkeiten fiir die unterschiedlichen Hohen der Carni-
tinspiegel und den ein- bzw. zweigipfligen Verlauf denkbar:

I)  Moglicherweise hat das Transportprotein, das fiir die Carnitinaufnahme in die
Darmmukosa zustindig ist, wie fiir viele andere Enzyme berichtet, bei den einzel-
nen Probanden eine unterschiedliche Aktivitdt (unterschiedlichen Km-Wert), wo-
durch die Carnitinaufnahme bei einigen Probanden leichter mdglich ist als bei
anderen.

II) Das Carnitin verbleibt innerhalb der Darmmukosa unterschiedlich lange. Es wird
berichtet, dass durch Fasten Carnitin vor allem in Form von C, in der Darmmuko-
sa zuriickgehalten wird (56, 50).

III) Durch den enterohepatischen Kreislauf des Carnitins gelangt Carnitin iiber die
Galle erneut in das Darmlumen, wird abermals in den Blutkreislauf aufgenommen
und konnte so einen zweiten Anstieg des Carnitins im Blut bewirken (51).

IV) Carnitin wird moglicherweise bei manchen Probanden rascher in die Korperzellen
aufgenommen und ist somit im Blut nicht in dem Malle nachweisbar, wie bei Pro-
banden mit langsamerer Verschiebung des Carnitins in die Zelle.

V) Moglicherweise wird Carnitin bei manchen Menschen rascher renal ausgeschie-

den, da die in der Niere vorhandenen Transportproteine individuell unterschiedli-
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che Aktivititen besitzen und auch bei verschiedenen pH-Werten unterschiedlich
aktiv sind (103).

VI) Es existieren verschiedene Ausgangskonzentrationen des FC im Blut und damit
moglicherweise verdnderte Carnitinaufnahmekapazititen der Zellen. Es ist denk-
bar, dass durch hohere Carnitinspiegel die Carnitinaufnahme leichter moglich ist,
so z.B. tliber eine mogliche Enzyminduktion, bzw. {iber eine Downregulation des
Carriers gehemmt ist.

In anderen Studien konnten ebenfalls unterschiedliche Verldufe des FC beobachtet wer-

den (128, 59). Da das Tandemmassenspektrometer erst in neuerer Zeit zur Messung von

AC eingesetzt wurde, existieren bislang in der Literatur keine Vergleichsdaten zu den

einzelnen gemessenen AC.

Die nachweisbare Erhohung des C;, nach drei Stunden um 26 % des Ausgangswertes ist

moglicherweise durch die vermehrte Bildung von C; in den Darmmukosazellen iiber die

Carnitin-Acetyl-Transferase zu erkldren. Gudjonsson et al. stellten die Hypothese auf,

dass Carnitin in Form von C, leichter in der Darmmukosa gehalten werden kann und

dort fiir die Energiegewinnung zur Verfiigung steht (51). Die erhohten

C,-Konzentrationen konnten auch dadurch erklirt werden, dass eine durch Carnitin in-

duzierte, gesteigert ablaufende B-Oxidation langkettiger Fettsduren stattfindet.

Durch die Ergebnisse der eigenen Studie, kann davon ausgegangen werden, dass eine

vermehrte C; -Bildung unter Carnitingabe nur bei Patienten mit erhohter Bildung von

Propionyl-CoA stattfindet, nicht jedoch bei stoffwechselgesunden Menschen, die nur

sehr niedrige Cs-Konzentrationen (Cs: 2,32 pmol/l +/- 1,0, n = 23) aufweisen.

Die Tatsache, dass die Konzentrationen der langkettigen Fettsduren, vor allem C;g, unter

Carnitingabe abnehmen, ist iiberraschend, wenn man die folgende Reaktionsgleichung

betrachtet:

LC-CoA + Carnitin <—> LC-Carnitin + CoA-SH

Eigentlich miisste man davon ausgehen, dass eine Erhohung des FC zu einer vermehrten

Bildung von langkettigen AC fiihrt.

Es gibt zwei Hypothesen, die die in der eigenen Studie beobachtete Verringerung der

langkettigen AC erkldren konnten:
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1)) Durch die Gabe von Carnitin wird die B-Oxidation des Mitochondriums stimu-
liert, wodurch mehr langkettige AC verbrannt als durch die CPT nachgebildet
werden. Die erhohte C,-Konzentration wiirde auch hierfiir sprechen.

II) Der Shuttleprozess, der normalerweise langkettige AC in das Mitochondrium

transportiert, wird durch eine erhdhte Carnitinverfiigbarkeit stimuliert.

Der C3/ C6-Quotient zeigt einen dhnlichen Konzentrationsverlauf wie das Cs. Der Quo-
tient spiegelt damit die Konzentration des C; wieder, da die Konzentration des C;¢ na-

hezu konstant ist.

5.2.3 Einfluss von Glukose auf den Carnitinstoffwechsel

Wie Abbildung 48 schematisch darstellt, fiihrt die Gabe von Glukose zu einer vermehr-
ten Freisetzung von Insulin. Dieses Hormon wiederum bewirkt eine Aktivierung der
Glykolyse, wodurch vermehrt Acetyl-CoA gebildet wird. Dieses wird zum einen im
Zitratzyklus zur Bildung von ATP verwendet. Zum anderen wird es fiir die Fettsdure-
synthese benotigt, die unter der Insulinwirkung sowie durch die Aktivierung durch Zit-

rat und ATP verstirkt ablauft.

Glukose

Insulin @P ‘

Acetyl-CoA

@

Malonyl- CoA
CPXR_ Mitochondrium

Citrat

Fetts%iuresynthese

IS[ASOYAID

N\

ATP
Abb. 48: Einfluss von Glukose auf die Glykolyse, den Zitratzyklus und die Hemmung der CPT |

Malonyl-CoA wiederum hemmt die CPT I (Acyl-CoA + Carnitin % AC + CoA-SH).
Dadurch gelangen geringere Mengen aktivierter Fettsduren in das Mitochondrium, die

Fettsdureverstoffwechselung wird dadurch gedrosselt (81, 2, 19, personliches Mitteilung
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H. Bohles). Diese Reaktion ist sinnvoll, denn so wird verhindert, dass die neu syntheti-
sierten Fettsduren gleich wieder verbrannt werden.

Die in dem Glukosebelastungsversuch beobachteten tendenziellen Verminderungen der
Konzentrationen der langkettigen AC spiegelt die Hemmung der CPT I und die damit
reduzierte Bildung langkettiger AC wieder. Die ebenso beobachtete Reduktion der
C,-Konzentration ist damit ebenfalls verstindlich, denn wenn kaum Fettsduren im Mi-
tochondrium verstoffwechselt werden, féllt Acetyl-CoA nur in geringeren Mengen an,
wodurch die Konzentration des gebildeten C, ebenfalls abnimmt. Dies wurde auch
schon von Bgmer et al. beobachtet (19).

Die von uns beobachtete tendenzielle Verminderung der Cs-Konzentration entsteht
moglicherweise durch einen anderen Hemmmechanismus des Insulins: Insulin fordert
die Proteinsynthese und hemmt die Proteolyse (81). Durch den geringeren Proteinabbau
entstehen weniger freie, verzweigtkettige Aminosduren, die wiederum weniger abgebaut
werden. AuBlerdem kann Insulin auch direkt den Abbau der verzweigtkettigen Amino-
sdure Leucin verhindern (147). Durch den geringeren Abbau der verzweigtkettigen

Aminosduren entsteht weniger Propionyl-CoA und damit auch weniger Cs.

5.2.4 Freie Carnitin- und Acylcarnitinspiegel unter kérperlicher Be-
lastung
Korperliche Belastung fiihrt zu einer Verdnderung des Stoffwechsels der Muskulatur.
Unter leichter Anstrengung ist die Konzentration der Fettsduren im Blut ebenso wie der
in die Muskulatur aufgenommene Anteil erhoht. Bei der Verwendung der Fettsduren als
Engergiesubstrat sinkt der Insulin-/ und Glukosespiegel im Blut (60).
Mittelstarke Anstrengung fiihrt zu einer Verringerung des Insulinspiegels, wobei den-
noch iiber einen insulinunabhingigen Prozess vermehrt Glukose in die Zelle aufge-
nommen wird. Aullerdem werden Fettsduren vermehrt zur Energiegewinnung verwen-
det. Mit zunehmender Erschopfung der Glykogenvorrite nimmt der Anteil der Fettsdu-
ren an der Energiegewinnung zu (81, 64).
Starke Anstrengung hingegen fiihrt primdr, iiber eine reduzierte Freisetzung von Fett-
sdauren aus dem Fettgewebe, zu einer Verringerung der Fettsdurekonzentration des Blu-
tes. Unter dieser Stoffwechselbedingung dienen vermehrt Kohlenhydrate sowie Amino-
sduren als Substrat fiir die Energiegewinnung (60). Bei den Aminosduren werden vor

allem verzweigtkettige verstoffwechselt, da sie bevorzugt in der Muskulatur abgebaut
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werden und sie fiir den Muskel zur Energiegewinnung besonders geeignet sind (106).
Bei Erschopfung der Glykogenvorrite wird die Energiegewinnung auf die Verbrennung
von Fettsduren umgestellt (81).

Starke, den Muskel belastende Anstrengungen fiihren teilweise zu einer Schadigung der
Muskelmembranen und damit zu einer vermehrten Freisetzung der CK (81). Es wurde
die Uberlegung angestellt, ob moglicherweise auch vermehrt FC und AC iiber die ge-
schidigten Muskelmembranen frei werden und damit erhohte Konzentrationen im Tro-
ckenblut gemessen werden konnen (personliche Mitteilung: H. Bohles).

Die korperliche Belastung des hier dargestellten Belastungsversuchs ist zwischen mit-
telstark und stark einzustufen. Die Belastung stellt sich aus einer Ausdauerbelastung
(mindestens eine halbe Stunde Dauer) und einer den Muskel stark traumatisierenden
Belastung (Treppen schnell hoch laufen, Berg runter rennen) zusammen. Die bei allen
Probanden schon nach einer Stunde gemessene Erhohung der CK zeigt die ,,Traumati-
sierung® des Muskels an (sieche Abb. 43).

Der auch hier zu beobachtende Anstieg der kurzkettigen AC (C,, C3) steht im Einklang
mit vielen anderen Studien, die @hnliche Ergebnisse lieferten (60, 21, 151). C; ist er-
hoht, da vermehrt langkettige Fettsduren verstoffwechselt werden, dadurch vermehrt
Acetyl-CoA gebildet wird und damit auch vermehrt C, gebildet werden kann. Es wird
davon ausgegangen, dass bei einem Uberschuss von Acetyl-CoA dieses zu C, verestert
wird, CoA wieder regeneriert wird und fiir den weiteren Abbau von Fettsduren zur Ver-
fligung steht (21).

Die Erhohung der Cs -Konzentration, kann durch den vermehrten Abbau verzweigtket-
tiger Aminosduren zur Energiegewinnung und die dadurch erhohte Menge an Propio-
nyl-CoA erkldrt werden, das zu Cs verestert wird (106).

Die Abnahme des FC scheint sich am ehesten durch die Umwandlung von FC in die
kurzkettigen AC zu erkldren. Die Schidigung der Muskelmembranen kann moglicher-
weise den Gehalt des Plasmas an FC erhohen, doch scheint der Verbrauch des FC so
hoch zu sein, dass insgesamt eine verringerte Konzentration an FC im Trockenblut auf-
fallt. Viele andere Studien zeigen dhnliche Effekte (100, 60, 21, 151). Andererseits zei-
gen Daten von H. Bohles iiber die Gesamtacylcarnitine, die AC und das FC bei einem
Marathonldufer vor dem Lauf, sofort nach dem Lauf sowie 7 Stunden danach erhohte

FC-Konzentrationen (sieche Abb.49).
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Abb. 49: Messungen des Gesamtcarnitins (total carnitine), Acylcarnitin
(acylcarnitine), freien Carnitin (free carnitin) und der Ratio
Acylcarnitin/ freies Carnitin (AC/ FC) im Plasma. Dieses Diagramm
wurde freundlicherweise von H. Béhles zur Verfiigung gestellt.

Bei dieser sehr lange andauernden und sehr extremen Belastung der Muskulatur, die mit
einer starken Traumatisierung einhergeht, iiberwiegt der Anteil an dem durch die Mus-
kulatur freigeworden FC gegeniiber dem Anteil, der zu AC umgewandelt wird. AuB3er-
dem handelt es sich hier um globale Messungen im Plasma, die wie gezeigt nicht mit
denen im Kapillarblut oder Vollblut verglichen werden konnen. Weiterhin ist ein durch-
trainierter Marathonlidufer nicht mit sportlich untrainierten Probanden vergleichbar.

Fir die in unserer Studie beobachteten Reduktionen der langkettigen AC-
Konzentrationen Cj¢, Ci3, Cis:1, die bis auf das C¢ statistisch signifikant sind, gibt es
mehrere Erkldarungsansitze:

Moglicherweise wurden mehr aktivierte Fettsduren verbraucht als Fettsduren aus dem
Fettgewebe freigesetzt und im Zytoplasma aktiviert wurden. Eine andere Erkldrung wi-
re, dass die sportliche Belastung so stark war, dass die Muskelzellen bevorzugt Kohlen-
hydrate als Energiequelle verwendeten. Dagegen spricht jedoch die erhohte Konzentra-
tion des C,. Um diesen Effekt endgiiltig zu kldren sollten in einer zukiinftigen Studie
auch Fettsdure- und Glukosespiegel im Plasma mitbestimmt werden.

Ein tendenzieller Anstieg der bei diesem Versuch ermittelten Summe an AC von 8 %
gegeniiber ihrer Konzentration vor der Anstrengung konnte beobachtet werden. Diese

Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen anderer Studien. Hiatt et al. fanden eine
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Erhohung der AC um 19 % (60). Auch die Messungen von H. Bohles bei einem Mara-
thonlédufer zeigten eine Erhohung der Gesamtacylcarnitine.

Obwohl dies in jlingster Zeit immer wieder propagiert wird, hat die Hohe des Carni-
tinspiegels, von Mangelzustinden abgesehen, keinen Einfluss auf die Leistungsfihigkeit
eines Menschen (28). Eine Carnitinsubstitutionen unter korperlicher Aktivitit fiihrt zu
einer Erhohung der AC-Konzentrationen im Blut, jedoch zu keiner Verbesserung des

Fett- und Kohlenhydratstoffwechsels oder zu einer besseren Leistung (28).

5.2.5 Propionylcarnitin, Palmitoylcarnitin und der Quotienten Cs/ Cy¢
beim Stoffwechselgesunden

Die Konzentrationen des C; (Cs: 2,32 umol/l +/- 1,0, n = 23) sind, wie ausfiihrlich bei
den einzelnen Versuchsbedingungen beschrieben, erhtht, wenn vermehrt verzweigtket-
tige Aminosduren zur Energiegewinnung verbraucht werden, wie z.B. bei verstirkter
korperlicher Belastung. Sind vermehrt Kohlenhydrate zur Energiegewinnung vorhan-
den, wird die Verstoffwechselung der verzweigtkettigen Aminosduren gedrosselt. Eine
erhohte Carnitingabe stimuliert die Verstoffwechselung der verzweigtkettigen Amino-
sduren nicht. Da die ungeradzahligen Fettsduren im stoffwechselgesunden Organismus
nur in sehr geringen Konzentrationen vorhanden sind, kann ihr Einfluss auf die Erho-
hung des C; vernachlissigt werden (159).

Die Konzentration des Cj¢ (1,60 pmol/l +/- 0,6, n = 23) ist bei erhohter Verfiigbarkeit an
Kohlenhydraten auf Grund der Drosselung der Fettsdureverbrennung sowie bei korper-
licher Aktivitit tendenziell erniedrigt. In der Literatur wird beschrieben, dass unter
Fastenzustinden die Konzentrationen der langkettigen AC massiv ansteigen, da die
Fettsduren vermehrt zur Ketonkorperbildung aktiviert werden (19, 30, 7). Eine Einmal-
gabe von L-Carnitin fiihrt zu einer leichten Reduktion der C;s-Konzentration. Nicht
vegetarische Erndhrung hingegen erhoht sie.

Auffallend ist, dass die Unterschiede der Konzentrationen des C¢ geringer ausfallen, als
die des C;g- und C;3.;. Die Ci¢-Konzentration scheint keine starken Fluktuationen auf-
zuweisen. In der nachfolgenden Tabelle sind die Verdnderungen des Quotienten Cs/ Ci¢

unter bestimmten Stoffwechselbedingungen dargestellt:
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Tab. 18: Verhalten des Quotienten Cs/ Cys unter verschiedenen Stoffwechselbedingungen

Studie Verhalten C3/ C16 Paariger t-Test Begriindung
Gabe von 20 mg/kg Korper- | Zeigt Schwankungen, ent- C6-Konz. unter Carnitingabe
gewicht Carnitin spricht Verlauf des C; sehr konstant, Quotient spiegelt

Cs-Verlauf wieder

Glukosetoleranztest Keinen eindeutigen Einfluss | keine signifikante Erho- | C¢ recht konstant, C; nur
(75 g Glukose) hung: p< 0,1 geringen Fluktuationen unter-
worfen.
Mittelstarke bis starke Statistisch auffillige Erho- Erhohung um 28,2 % Im Verhiltnis zur Erhhung
korperliche Belastung hung (p <0,01) vom Aus- von Cyg, stirkere Erhohung des
gangswert Cs

Im Verlauf von 14 Stunden konnte eine Verdnderung des Quotienten (normal: Cs/ Cie:
1,46 +/- 0,5, n = 23) von maximal 31 % beobachtet werden. Bei den iiber fiinf Tagen
ermittelten Werten betrug die Verdnderung maximal 35 %.

In einem gesunden Stoffwechsel wird dieser Quotient zum einen durch das C; be-
stimmt, dessen Hohe den Abbau verzweigtkettiger Aminosduren wiedergibt, und zum
anderen durch das Cj¢, das ein Mal} fiir die Menge der im Mitochondrium oxidierten

Fettsduren darstellt.

5.2.6 Acylcarnitine und freies Carnitin in Serum und Blutzellen

Die selektive Bestimmung der Konzentrationen des FC und der AC in Serum und zellu-
laren Blutbestandteilen wurde nach Beendigung der oben diskutierten Versuche und der
Patientenstudie durchgefiihrt. Sie sollte als Pilotstudie betrachtet werden. Durchgefiihrt
wurden diese Messungen an zwei Probanden, um Hinweise zu erhalten, zu welchen
Teilen die AC und das FC die im Trockenblut (Mischung aus lysierten Blutzellen und
Blutplasma) bestimmten werden aus dem Blutplasma bzw. den zelluldren Bestandteilen
stammen. Das Interesse sollte hierbei vor allem auf die langkettigen AC gerichtet sein.
Studien iiber die Konzentrationen von FC und C, in Erythrozyten, Leukozyten und
Blutplasma wurden bereits durchgefiihrt. Hierbei wurden sehr unterschiedliche Ergeb-
nisse ermittelt. Bis auf eine Studie von Vreken et al. (keine genaue Angabe der Ergeb-
nisse) wurden die AC bis auf ihre Unterscheidung in C,, kurzkettige AC (C; - Cg) und
langkettige AC (Cj, - C;3) nie genauer differenziert, so dass das Interesse auch auf die
Einzelkonzentrationen vor allem auf das C; und auf die langkettige AC (Cy6, Cis:1, Ci3s)

gelenkt werden sollte.
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Die bislang veroffentlichten Daten beziiglich des FC und der AC im Plasma, den Leu-
kozyten und Erythrozyten sind sehr widerspriichlich und stellen die Frage an die Genau-
igkeit der in diesen Studien angewandten MefBmethoden.

Tabelle 19 gibt einen Uberblick.

Tab. 19: Anteil der Carnitinkonzentrationen (Gesamtcarnitin, freies Carnitin, Acyl-
Carnitin, Acetylcarnitin) der Erythrozyten, Leukozyten und des Blutplas-
mas an der jeweiligen Gesamtkonzentration im Vollblut (1, 68, 69, 34, 85,

20, 29, 27)
Gesamt- | Freies |Acyl- Acetyl-
carnitin | Carnitin | carnitin | carnitin
Plasma 1-73 % 2-83 % 1-39 % 35 %
Erythrozyten 0-69 % 0-65 % 0-69 % 66 %
Leukozyten 0-83 % 0-62 % 0-77 % 5%

Vreken et al. beobachteten, dass im Serum/ Plasma nur Spuren an langkettigen AC zu
finden sind, und vermuteten, dass die im Trockenblut nachgewiesenen AC aus den ly-
sierten Zellbestandteilen stammen.(149)

Bei der eigenen Studie muss bedacht werden, dass das Vollblut nur in Serum und zellu-
lare Bestandteile getrennt wurde und damit nicht geklart ist, welche Verteilung die Car-
nitine in den verschiedenen Blutzellen (Erythrozyten, Leukozyten, Thrombozyten) ein-
nehmen. Das FC und die AC wurde ebenfalls im Plasma bestimmt (Ergebnisse nicht
dargestellt), doch bestand zwischen Serum und Plasma kein Unterschied beziiglich der
Konzentrationen der AC und des FC. Da die Bestimmung des Serums genauer durch-
fiihrbar war wurden diese Ergebnisse verwendet. Die Erythrozyten wurden ebenfalls
iiber zwei Verfahren aufbereitet, in heparinisiertem und EDTA-Blut. Da auch hier kaum
Unterschiede festgestellt wurden, wird nur auf die Ergebnisse der EDTA-Blutproben
eingegangen.

Obwohl an dieser Studie nur zwei Probanden teilnahmen, sind doch deutliche Tenden-
zen zu erkennen. Die gemessenen Konzentrationen an FC im Serum betrugen
67,5 %/ 52,8 % des gesamten FC im Vollblut.

Unklar ist, weshalb in den einzelnen Studien so unterschiedliche Carnitinkonzentratio-
nen in den Erythrozyten bzw. zelluldren Blutbestandteilen gemessen wurden. Mogliche
Erklidrungen wéren, dass bei einigen Studien die Proben durch eine unsaubere Trennung

der Zellen verunreinigt waren oder die enzymatischen Messungen sehr ungenau sind
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(69). Denkbar wire auch, dass FC intrazelluldr nur teilweise ungebunden vorliegt und
bei einigen Studien durch die Probenaufbereitung auch an Protein gebundene FC bzw.
AC frei werden, wihrend bei anderen Studien dies nicht der Fall ist.

Bei den fiir das Tandemmassenspektrometer aufbereiteten Proben kann nicht davon
ausgegangen werden, dass proteingebundene Carnitine gemessen werden, da durch die
Extraktion mit Methanol keine Proteinbindungen gelost werden (personliche Mittei-
lung: M. Goggerle). Fiir Cy¢ ist bekannt, dass es im Zytosol an das FAB-Protein (fatty-
acid-binding protein) teilweise gebunden ist. Dieses Protein hat vor allem die Aufgabe,
freie Fettsduren im Zytoplasma zu binden (104, 43). Die Frage, ob fiir die anderen AC
und das FC ebenfalls ein Bindungsprotein existiert, konnte in der Literatur nicht beant-
wortet werden. Dies muss in weiteren Studien geklart werden.

Bei der eigenen Messung wurden 56,6 % bzw. 75 % des C, im Serum gemessen. Cs
(7,9 % und 14,8 % im Serum), Ci¢ (8,0 % und 6,9 % im Serum), C;5 (8,0 % und 6,5 %
im Serum) sowie Cig.;; (3,5 % und 4,8 % im Serum) finden sich nur in sehr geringen
Mengen im Serum. Vreken et al. haben dies ebenfalls beschrieben (149).

Auf Grund der sehr niedrigen Serumkonzentration der langkettigen AC kann geschlos-
sen werden, dass fiir AC, die ldngere Kohlenstoffketten als die Acetylguppe des C, ha-
ben, nur eine minimale Transportmdéglichkeit von den Zellen in das Blutplasma exis-
tiert. Dies gilt aber nur fiir physiologische AC-Konzentration, da bei stoffwechselkran-
ken Patienten erhohte AC-Konzentrationen, z.B. C3 sowie langkettige AC ebenfalls gut
im Plasma messbar sind (33, 108). Bei stark erhohten Konzentrationen scheint eine
Moglichkeit fiir die Zellen zu existieren, diese AC in das Plasma auszuschleusen.
Interessant ist nun, welchen Anteil die einzelnen Blutzellen an den gemessenen AC ha-
ben. Die Literaturangaben iiber den Gehalt der AC in den jeweiligen Zellarten weichen
wie schon dargestellt stark voneinander ab. Dies wire von besonderem Interesse, da die
Erythrozyten beziiglich des Carnitinstoffwechsels eine Sonderrolle einnehmen, da sie
keine Mitochondrien besitzen und folglich auch keine Fettsdureverbrennung betreiben
(81). Die wahrscheinlichste Funktion des FC in den Erythrozyten scheint zu sein, Fett-
sduren, die beim Membranumbau der Phospholipide der Zellmembran anfallen, zu bin-
den und damit langkettige AC herzustellen. Bei Bedarf konnen diese langkettigen Acyl-
carnitine die Fettsduren wieder fiir den erneuten Einbau in die Zellmembran abgeben.

Durch die Fihigkeit des Carnitins freie Fettsduren zu binden wird der Energiestoff-
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wechsel der Erythrozyten ebenfalls gefordert, da grolere Mengen freier Fettsduren die
Aktivitit der Na*- /K*-ATPase hemmen (111). Es konnte in einigen Studien gezeigt
werden, dass die in den Erythrozyten gemessenen Konzentrationen an FC und AC nicht
mit den Plasmakonzentrationen korrelieren und folglich der Carnitinstoffwechsel der
Erythrozyten nicht mit dem kernhaltiger Zellen vergleichbar ist (58, 111). Auf Grund
der schon beschriebenen Zusammenhinge der Hohe der langkettigen AC im Trocken-
blut in Abhingigkeit zur jeweiligen Stoffwechselsituation des Organismus kann davon
ausgegangen werden, dass zumindest die Konzentration der langkettigen AC durch die
Leukozyten mitbestimmt wird, denn im Plasmaanteil des Trockenblutes sind kaum
langkettige AC enthalten und der Carnitingehalt der Erythrozyten wird sicherlich nicht
durch die im Korper herrschende Stoffwechselsituation bestimmt. Klarheit dariiber
konnte man durch die Durchfiihrung weiterer Studien mit mehreren Probanden erhalten.
Hierfiir muss das Vollblut in Plasma und einzelne Zellarten (Erythrozyten, Lymphozy-
ten, Granulozyten und Thrombozyten) aufgetrennt werden und die AC in den einzelnen
Zellarten getrennt bestimmt werden.

Interessant wire zu kldren, auf welchem Weg FC bzw. die AC in die Erythrozyten ge-
langen. Ein Transporter wurde in der Erythrozytenmembran nicht gefunden und eine
freie Diffusion des Carnitins in die Zelle wird nicht angenommen, da bei in vitro an
Erythrozyten durchgefiihrten Versuchen die Konzentration des FC durch mehrfaches
Waschen der Erythrozyten trotz des damit zwischen Zytoplasma und Waschsubstanz
bestehenden Gradienten nicht abnahm (29). Trotzdem gehen Cooper et al. davon aus,
dass C, als Energiesubstanz fiir die Erythrozyten dient und aufgenommen werden kann
(29). Eine andere Erkldrung fiir die Tatsache dass die Erythrozyten Carnitin enthalten
wire, dass die Erythrozyten die Carnitine wihrend ihrer Reifungsphase im Knochen-
mark aufnehmen, wihrend der sie Mitochondrien besitzen und somit auch Fettsdure-
verbrennung betreiben (112, 29).

Tab. 20: Carnitin und Acetylcarnitinkonzentrationen bei Proband 3 und Proband 20 in Serum
und Blutzellen

vegetarische |Anteil freies |Anteil freies [Anteil Acetyl- |Anteil Acetyl-
Erndhrung Carnitinin  |Carnitin im |carnitin in carnitin im
Geschlecht | (48h) Blutzellen |[Serum Blutzellen Serum
Proband 3 Jw ja 32,5% 67,5% 56,6% 43,4%
Proband 20 |m nein 47,2% 52,8% 75,0% 25,0%
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Die unterschiedlichen Konzentrationen des FC und der AC beider Probanden sind auf
Grund der geringen Probandenzahl schwer zu beurteilen. Die hoheren FC-Spiegel bei
Proband 20 konnten sich sowohl dadurch erkliaren, dass der Proband minnlich ist, wie
auch dadurch dass sich der Proband fleischreich erndhrt hat. Ob dies jedoch auch die
unterschiedlichen Verteilungen der AC (vor allem des C,) und des FC erklédren kann, ist
unklar (siehe Tab.20). Borum et al. stellten in ihrer Studie fest, dass nur der Plasmacar-
nitinspiegel bei Ménnern signifikant hoher ist als bei Frauen, wihrend der Carnitinspie-
gel der Erythrozyten geschlechtsunabhiingig ist (20). Moglicherweise liegen die in der
eigenen Studie gemessenen Konzentrationen aber auch innerhalb eines natiirlichen
Schwankungsbereichs. Niheres dazu wird man erst durch die Durchfiihrung weiterer
Untersuchungen bei einer grofBeren Fallzahl unter Beachtung von Erndhrung, Alter und

Geschlecht der Probanden erfahren konnen.

5.3 Diskussion der Patientenstudie

5.3.1 Durchfthrbarkeit der Studie

Da es sich um eine Studie mit telefonischer Befunderhebung und Blutentnahmen durch
die Eltern handelte, war deren Mitarbeit von entscheidender Bedeutung. Sowohl die
Blutentnahme wie auch das in ein-/ bzw. zweiwochigen Abstinden stattgefundene Tele-
foninterview wurde von allen Eltern gut angenommen. Bis auf die Eltern des Patien-
ten 9, die eine Blutentnahme bei Erkrankung des Kindes ablehnten, fiihrten die Eltern
die Blutentnahme zuverldssig durch. Die Belastung der Kinder hielt sich nach Angaben
der Eltern in einem ertriglichen Rahmen. Die Eltern empfanden es als Erleichterung, fiir
die Blutentnahmen keinen Arzt aufsuchen zu miissen. Besonders das strukturierte Tele-
foninterview wurde von den Eltern gut angenommen und teilweise sogar als seelische
Entlastung empfunden. Trotz einiger Sprachprobleme mancher ausldandischer Eltern war
eine gute Verstindigung beziiglich des Gesundheitszustandes der Patienten moglich.

Eine gewisse Subjektivitit der Angaben der Eltern zum klinischen Zustand ihres Kindes
war vorhanden. So neigten die einen Eltern eher zur Ubertreibung, wihrend die anderen
Eltern die Symptome herunterspielten. Es wurde bei der Bildung des Befindlichkeits-

scores versucht, diese Tendenzen zu beriicksichtigen.
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Der strukturierte Fragebogen eignete sich sehr gut, systematisch den jeweiligen Ge-
sundheitszustand darzustellen, sowie den Zeitraum zwischen den Telefonaten zu erfas-
sen. Durch ihn wurden die zur Evaluation wichtigen Daten sehr detailliert abgefragt und
es kann davon ausgegangen werden, dass trotz Sprachschwierigkeiten und einer gewis-
sen Subjektivitit durch ihn ein genaues Bild des klinischen Zustandes skizziert werden

konnte.

5.3.2 Aussagekraft des Cas/ Ci6-Quotienten

Nachfolgend soll der Quotient C3/ C¢ auf seine Eignung beziiglich der Beurteilung der
klinischen Situation der Stoffwechselpatienten gepriift werden.

Zu niedrige Carnitinspiegel limitieren die AC-Bildung und verhindern somit, dass in
dem Verhiltnis C; gebildet wird wie intramitochondrial Propionyl-CoA anfillt. Da-
durch ist es von groBer Wichtigkeit bei der Beurteilung des Cs/ Ci6-Quotienten, dass die
Patienten ausreichend mit Carnitin substituiert sind und im Normbereich liegende FC-
Spiegel haben. Bei allen 14 Patienten lagen die FC-Spiegel im Normbereich, so dass der

Quotient Cs/ Cy¢ bei allen Patienten zu bewerten war.

5.3.2.1 Zusammenhang: Klinik - Quotient Cs/ C+g

Nicht bei allen Patienten war es moglich zu iiberpriifen, ob der klinische Zustand mit
dem Quotienten C;/ Cy¢ libereinstimmt, da bei 3 der 14 Patienten (Patienten: 6, 7, 14)
innerhalb der acht Studienmonate bis auf grippale Infekte mit mildem klinischen Ver-
lauf keine schweren Erkrankungen oder Entgleisungen auftraten. Bei Patient 15 ist der
Quotient nicht zu beurteilen, da dessen Eltern sich weigerten, unter Infektbedingungen
Blut abzunehmen. Bei Patient 10 ist eine Ubereinstimmung der Hohe des Quotienten
Cs/ Ci¢ mit der Befindlichkeit schwer zu beurteilen, da sich bei diesem Patienten durch
die Behandlung mit Hydroxyadenosylcobalamin der Stoffwechsel grundlegend @nderte
und der Quotient somit mehr durch die Behandlung ,,verindert wurde* als durch die
Klinik (siehe Abb. 23 und 24).

Bei den anderen neun Patienten ist eine Bewertung moglich. Es fillt auf, dass bei vier
der Patient (Patienten: 2, 3, 4, 11) eine sehr gute Ubereinstimmung der klinischen Situa-
tion mit der Hohe des Quotienten Cs/ Cj¢ zu beobachten ist, wihrend die Ubereinstim-

mung bei Patient 5 teilweise und bei Patient 8 und 13 nur bei schwerer Entgleisung und
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nicht bei leichten Infekten zu beobachten ist. Bei Patient 1 und 12 ist eine Ubereinstim-
mung schwer zu erkennen. Hierbei fillt auf, dass die vier Patienten, die eine gute Uber-
einstimmung zeigen, wihrend der Studienzeit eine groe Anzahl an Entgleisungen so-
wie eine grofe Infekthdufigkeit aufwiesen. Alle vier Patienten haben eine ungiinstige
psychomotorische Entwicklung sowie eine mit einem meist schlechteren Outcome ein-
hergehende early onset Form der PPA. Bei diesen Patienten ist auch die Compliance
ihrer Eltern meist nicht zufriedenstellend. Bei den Patienten 1 und 8 hingegen fiihrten
Infekte meist zu keiner Erhohung des Cs/ Cj¢-Quotienten, aber auch zu keiner Stoff-
wechselentgleisung. Die Eltern beider Patienten haben selbststindig und ohne é&rztliche
Absprache bei Infekten sofort eine Veridnderung der Erndhrung durchgefiihrt (z.B. Ei-
weilrestriktion) und moglicherweise dazu beigetragen, dass die Infekte keine Stoff-
wechselverschlechterung bewirkt haben. Stoffwechselentgleisungen fiihrten bei den
Patienten 8 und 10 zu einem in den acht Monaten jeweils am hochsten gemessenen
Cs/ Ci6-Quotienten, wihrend andere Infekte keine Erh6hung anzeigten.
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass ein klinisch nachweisbarer Infekt
bzw. eine Erkrankung nicht immer mit einem erhohten Cs/ Ci6-Quotienten einhergehen
muss. Doch gab es auch keinen Fall eines Patienten mit niedrigem Cs/ Ci6-Quotienten
unter schwerer Erkrankung bzw. bei notiger stationidrer Behandlung.

Infekte fiihren neben traumatischen Verletzungen, vor allem wenn sie mit Fieber ein-
hergehen, zu einer Erhhung des Grundumsatzes (10 - 15 % bei einer Temperaturerho-
hung um 1° C). Dabei wird neben einer erhohten Fettverbrennung auch vermehrt Prote-
in abgebaut und Aminosduren verbrannt (81). Da das Fettgewebe vor allem bei schlecht
eingestellte Stoffwechselpatienten erhohte Mengen an ungeradzahligen Fettsduren auf-
weist (79), werden diese vermehrt abgebaut und ungeradzahlige Fettsduren fallen an.
Durch die erhohte Verbrennung der Aminoséduren entsteht ebenfalls vermehrt Propio-
nyl-CoA aus dem Abbau der verzweigtkettigen Aminosduren. Dadurch entsteht ver-
mehrt Csz, was zu einer Erhohung des Cis/ Cj6-Quotienten fiihrt. AuBerdem entstehen aus
Propionyl-CoA andere fiir den Korper toxische Metabolite, die eine Entgleisung des
Energiestoffwechsels bewirken. Ab einer bestimmten Schwere des Infektes verhindern
die ausgeschiitteten Zytokine und Interleukine eine anabole Stoffwechsellage, so dass

die Zufuhr einer hochkalorischen Erndhrung nicht immer den Katabolismus aufhalten
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kann (81). Auch Erbrechen und grofle korperliche Belastung kann zu einer katabolen
Stoffwechselsituation fiihren (81).

In dieser Studie fiihrten Infekte bei stoffwechsellabilen Patienten zu einer Erhohung des
Quotienten. Bei stoffwechselstabilen Patienten fiihrte ein Infekt nur in seltenen Fillen,
die auch klinisch mit einer Entgleisung einhergingen, zu einer Erhohung des Quotien-
ten. Der Stoffwechsel eines gut eingestellten Patienten, d.h. eines Patienten mit gutem
Outcome, wenigen Infekten und Entgleisungen und niedrigen Konzentrationen an toxi-
schen Metaboliten, kommt mit der katabolen Stoffwechselsituation besser zurecht (99).
Es fillt auf, dass in einigen Fillen bei Infektbeginn noch niedere Cs/ Cj6-Quotienten zu
messen sind, und diese erst einige Tage spiter, teilweise nach klinischer Besserung,
erhoht sind (Patienten: 1, 4, 8, 13, 14). Eine mogliche Erkldarung wire, dass der Stoff-
wechsel erst einige Zeit nach Infektbeginn in einen katabolen Zustand gerit, wodurch
die aus diesem Zustand resultierenden erhthten Metabolite erst nach einer gewissen
Zeitverzogerung ansteigen.

Eine schwere Entgleisungssituation ging hingegen mit einer sofortigen Erhohung des
Cs/ Ci6-Quotienten einher (Ausnahme bei Patientin 13). Hierbei wurden massiv erhohte
Cs-Konzentrationen gefunden. Die Ci6-Konzentrationen waren hierbei bei einigen Pati-
enten stark erniedrigt (Patient 2, 4 sowie unverdffentlichte Daten einer weiteren Patien-
tin). Moglicherweise findet hierbei eine Hemmung der CTP I statt, die fiir die Bildung
des C;¢ verantwortlich ist. H. Bohles konnte in einer bislang unverdffentlichten Studie
an Ratten eine Hemmung dieses Enzyms unter Sepsisbedingungen nachweisen (miindli-
che Mitteilung H. Bohles). Unter Umsténden findet die Hemmung dieses Enzyms bei
den PPA- und MMA-Patienten durch die erhohten Konzentrationen an stoffwechsel-
schidigenden Metaboliten ebenfalls statt. In speziellen Tierversuchen miisste diese Fra-
ge genauer geklirt werden.

Es fillt auf, dass bei fast allen Patienten an einigen Tagen erhohte Cs /C,¢-Konzen-
trationen gemessen wurden, ohne dass hierbei eine Infektion, Erbrechen oder andere

Besonderheiten zu erkennen sind.

Erkldrungsmodelle hierfiir sind:
D Verschlechterungen des Stoffwechsels sind nicht nur von den im Fragebogen
evaluierten Faktoren abhédngig.

II) Klinisch inapparente Infekte konnen die Stoffwechsellage beeinflussen.
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III)  Bei sehr kleinen Kindern ist die klinische Situation nicht immer eindeutig ein-
schitzbar.

IV)  Bei édlteren Patienten wissen die Eltern iiber in der Schule und Freizeit vorlie-
gende Diitfehler nicht Bescheid.

V) Die Angaben der Eltern sind teilweise nicht richtig.

VI) Es findet sich eine ,,natiirliche Fluktuation* bei instabiler Stoffwechsellage.

Uber das Telefoninterview und den strukturierten Fragebogen konnte die klinische Situ-
ation nicht immer exakt abgeschitzt werden. Exaktere Angaben hitten gemacht werden
konnen, wenn man nicht nur die Eltern befragt hitte, sondern auch die Patienten an den
Probeentnahmetagen untersucht hitte, doch war dies auf Grund der groflen rdaumlichen
Distanz (bis zu 800 km) zu den Patienten nicht moglich gewesen.

Die Abbildungen 22 und 31 zeigen deutlich, dass insgesamt bei allen Patienten mit PPA
wie auch mit MMA eine deutliche Ubereinstimmung des klinischen Zustands mit der
Hohe des Cs/ Ci6-Quotienten besteht. Auch Leonard et al. konnten einen engen Zu-
sammenhang der Klinik der Patienten mit der Plasmakonzentration an Propionat und

Methylmalonat nachweisen (77).

5.3.2.2 Zusammenhang des Quotienten Cs/ C4g mit anderen
Laborparametern

Bei einigen Patienten wurden neben dem Ci/ Ci6-Quotienten auch noch andere Labor-

parameter erhoben. Es soll im Folgenden erortert werden, ob eine Erhohung dieser Pa-

rameter mit einem erhohten Cs/ Ci6-Quotienten einhergeht.

. Bei Patient 10 wurde im Rahmen des Behandlungsversuchs mit Hydroxyadeno-
sylcobalamin neben der Messung der AC auch eine Messung der Methylmalon-
sdaureausscheidung im Urin vorgenommen. Hierbei konnte ein statistisch signifi-
kanter Zusammenhang zwischen beiden Parametern gefunden werden
(p < 0,0002).

. Bei den Patienten 2, 3, 4 und 5 lag bei Erhohung des Ammoniakspiegels auch eine
Erhohung des Quotienten Cs/ C6 vor.

. Bei Patient 3 wurde bei schlechtem Allgemeinbefinden der Ketonkopergehalt des
Urins bestimmt. Bei erhohten Ketonkdrpern wurden ebenfalls erhohte

Cs/ Cie-Konzentrationen gefunden.
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Wie nachfolgend noch genauer erldutert wird, steht sowohl eine erhohte Methylmalon-
sdurekonzentration im Urin, ein erhohter Ammoniakspiegel im Blut sowie der Nach-
weis von Ketonkorpern im Urin fiir eine schlechte Stoffwechsellage des Korpers. Die
Tatsache, dass eine Erhohung dieser Parameter ebenfalls mit einer Erhchung des
Cs/ Ci6-Quotienten einhergeht, spricht dafiir, dass der Quotient ebenfalls in der Lage ist,

diese schlechteren Stoffwechselsituationen anzuzeigen.

5.3.2.3 Die Rolle des Cs/ C45-Quotienten bei akuten Stoffwechselent-
gleisungen und bei einer Therapieoptimierung

In Tabelle 21 werden die herkémmlich verwendeten Verfahren beziiglich ihrer Aussa-
gekraft und der Vor- und Nachteile ihrer Messung verglichen. Es ist wichtig, diese Pa-
rameter in ihre Verwendung als Kurzzeitparameter und Langzeitparameter zu untertei-
len. Ein Kurzzeitparameter hat die Aufgabe, eine akute Stoffwechselverschlechterung
anzuzeigen, bzw. vorherzusehen. Das heif3t, er muss bei bzw. vor einer klinischen Ver-
schlechterung diese anzeigen. Ein Langzeitparameter hingegen hat die Aufgabe, die
Stoffwechsellage der letzten Zeit anzuzeigen und dadurch eine Therapieverbesserung zu

ermoglichen.

126



Tab. 21: Einsatzmdglichkeiten, Vor- und Nachteile von Laborparametern fiir die Beurteilung der
Stoffwechselsituation bei Patienten mit einer PPA oder MMA (75, 132, 27, 158, 157)

Parameter | Aussagekraft fiir Vorteile der Me- | Nachteile der Me- Verwen-
die Stoffwechsellage | thode thode dung
eines PPA-/ MMA -

Patienten

Ammoniak |Propionsidure hemmtden | Kannim Routinelabor | Venose Blutentnahme er- | Kurzzeit-

(Blut) Harnstoffzyklus, d.h. es | jeder Klinik bestimmt fordelich, Parameter nur parameter
spiegeln sich hohe Propi- | werden, schnelle Erho- | bei schlechter Stoffwech-
onsdurespiegel in hohen | hung, Warnsignal fiir sellage erhoht, unter kli-
Ammoniakkonzentratio- | rasche Intervention nisch stabilen Verhéltnis-
nen wieder. sen keine Aussagekraft

Blutgase Bei hohen Propionat und | Kapillare Blutentnahme | Nur in der Entgleisungssi- | Kurzzeit-
Methylmalonatkonzentra- | einfach durchfiihrbar, tuation kurzzeitig erhoht, parameter
tionen, Anreicherung der | Warnsignal bei schwe- | keine Aussagekraft im
sauren Metabolite, niede- | rer Entgleisung nicht dekompensierten
rere pH-Wert messbar Zustand
Durch Hemmung des Kann leicht iiber einen | Nur in der Entgleisungssi- | Kurzzeit-

Ketonkor-

per (Urin) Zitratzykluses durch die | Teststreifen im Urin tuation kurzzeitig erhoht, parameter
Propionsiure und ihre bestimmt werden, auch | keine Aussagekraft im
Metabolite, Indikator fiir | von den Eltern zu Hau- | nicht dekompensierten
erhohte Propionsiurekon- | se. Zustand
zentrationen

Metabolite Messung der aus der Metabolite konnen auch | Sammeln von Spontanurin | Kurz- und

im Urin Propionsiure gebildeten | bei klinisch stabiler bei Kleinkindern schwierig. Langzeit-

. Metabolite im Urin und | Stoffwechsellage ge- Kann nur in einem speziel- parameter
lé)/lflt_}]l)};];;iit;lat’ des Methylmalonat messen werden (MMA), | len Stoffwechsellabor

Methylmalonat | (MMA) bei PPA nur Methylzit- | durchgefiihrt werden, grof3e

rat Fluktuation

Metabolite | Direkte Messung der sich | Metabolite konnen auch | Schwierige, zeitaufwendige | Kurz-und

im Plasma anreichernden Propion- bei klinisch stabiler lange Probenanalyse, veno- Langzeit-

Propionsiure, sdure und Methylmalon- | Stoffwechsellage ge- se Blutabnahme nétig, hohe parameter

Methylmalon- | séure im Plasma messen werden Fluktuation der Werte

sdure

Ungerad- Bei hohen Propionsiure- | Geringe Fluktuation, Aufwendiges Messverfah- | Langzeit-

zahlige Fett- | konzentrationen ist Pro- Langzeitparameter, ren, keine Aussage iiber parameter

sduren pionyl-CoA Primer fiir korreliert mit Outcome | den akuten Zustand mog-

(in Erythrozy- die Bildung ungerad- der Patienten lich, nur in speziellen

tenmembran) Zentren messbar

zahliger Fettsduren
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Es soll nun iiberpriift werden, inwieweit der Quotient Cs/ C¢ als Kurzzeit-/ bzw. Lang-

zeitparameter eingestuft werden kann.

Verwendung des Ci/ Cis-Quotienten als Kurzzeitparameter in Akutsituatio-

nen

Zur Vorhersage einer Entgleisung ist dieser Quotient nicht geeignet, da bei keinem der
14 Patienten eine Erhohung vor Auftreten einer Entgleisung oder schweren Infektion
nachgewiesen wurde. Der Quotient ist nur dann sofort erhoht, wenn eine fulminante
Entgleisung vorliegt. Bei Infekten oder Erbrechen dauert es eventuell einige Zeit, bis
eine Erhohung nachzuweisen ist. Da auch die Versendung der Proben und die Ergeb-
nismitteilung einige Stunden dauert, ist der Quotient zur Einstufung einer Akutsituation,
bei der eine therapeutische Einstellung fiir den Patienten lebensnotwendig sein kann,

nicht geeignet. Die Beurteilung der klinischen Situation ist hier wesentlich.

Verwendung des C;/ Ci4-Quotienten als Langzeitparameter

Als Langzeitparameter hat sich der Cs/ Cj6-Quotient sehr gut bewihrt. Die Therapieop-
timierung der Patienten 2, 3 und 10 fiihrte zu einer Verbesserung des klinischen Zustan-
des der Patienten 2 und 3, sowie einer Beibehaltung des guten klinischen Zustandes bei
Patienten 10 bei deutlicher Verringerung der Ci/ Cjs-Konzentrationen (siehe Kapitel
4.2.4). Auch bei einer weiteren Patientin (MMA) war eine Therapieverbesserung mit
niedrigeren Konzentrationen, ebenso wie mit einer deutlichen Verbesserung des klini-
schen Zustandes verbunden (unveroffentlichte Daten). Der Quotient ist dementspre-
chend sehr gut geeignet, als Parameter fiir die Giite der Einstellung zu dienen und bei
Therapieverdnderungen anzuzeigen, ob diese die Stoffwechsellage positiv beeinflusst

haben oder nicht.

Vergleich mit anderen Messverfahren

In der Beurteilung der Akutsituation ist zusammen mit den klinischen Befunden die
Ammoniak-, Blutgas-, und Ketonkorperbestimmung der Messung des Ci/ Cis-
Quotienten vorzuziehen. Bei einer Therapieoptimierung hingegen ist der Quotient
Cs/ Cy6 der Bestimmung der Metabolite im Urin und Plasma iiberlegen, da er im Labor
ohne komplizierte Verfahren bestimmt werden kann und weder das Sammeln von Urins

noch eine vendse Blutabnahme notwendig ist und er hdufig abgenommen werden kann.
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Die Bestimmung der langkettigen Fettsduren in der Erythrozytenmembran ist ein weite-
res Verfahren. Es ist ebenso wie die Bestimmung der Metabolite im Plasma sehr auf-
wendig und erfordert eine venose Blutentnahme (132, 158, 157, 27). Die Erythrozyten
haben eine durchschnittliche Lebenszeit von 120 Tagen (9). Der Einbau der
ungeradzahligen Fettsduren erfolgt am wahrscheinlichsten wihrend der Erythropoese
(132). Bei der Messung der ungeradzahligen Fettsduren der Erythrozytenmembran misst
man somit die Fettsduren der neu gebildeten wie auch schon ,,alten* Erythrozyten und
erhélt einen Durchschnittswert der letzten 120 Tage. Auf Grund dieser Zeitspanne
dauert es sehr lange, bis sich eine dauerhafte Verdnderung der Stoffwechsellage, z.B.
nach einer Therapieverdnderung, auf die gemessenen Werte auswirkt. Der Quotient
Cs/ Ci6 hingegen spiegelt einen viel geringeren Zeitraum wieder und zeigt somit die

Auswirkungen einer Therapieverdnderung schneller an.

5.3.3 Unterschiede der Patienten

In der Literatur wird beschrieben, dass bei der Messung der Konzentrationen der unge-
radzahligen Fettsduren der Erythrozytenmembran und der Stoffwechselmetabolite im
Serum und Urin die PPA- und MMA-Patienten individuell sehr unterschiedliche Kon-
zentrationen aufweisen und diese teilweise mit ihrem klinischen Verlauf und dem Aus-
pragungsgrad ihrer Erkrankung korrelieren (132, 158, 157, 27). Auch die Werte des
Quotienten Cs/ Cy¢ sind bei Patienten individuell sehr unterschiedlich.

Es soll nun iiberpriift werden, ob die Hohe des C3/ Cjs-Quotienten in einen Zusammen-
hang mit der Schwere der Erkrankung beim einzelnen Patienten zu bringen ist.

Es wurde hierfiir nach Befragung der Eltern sowie aus den Erkenntnissen des Telefonin-
terviews ein prognostischer Score (Punktwert) aus dem Erkrankungstyp, der psychomo-
torischen Entwicklung sowie der Haufigkeit der stationidren Aufenthalte, der Anzahl der
Stoffwechseldekompensationen, der Héufigkeit eines Scorewertes iiber 2,5, dem Ess-
verhalten und der Compliance der Eltern wihrend der acht Studienmonate gebildet. Die
abgefragten Faktoren sind fiir die Prognose der PPA- und MMA-Patienten zentral. Ta-
belle 22 und 23 stellen die Bildung dieses Punktewertes dar.
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Tab. 22: Einstufung der prognostischen Faktoren jedes Patienten mit PPA und Bildung eines
prognostischen Scores: Ebenso Darstellung der C3/ Cs-Mittelwerte, sowie die Fluktuati-
on des Quotienten innerhalb der 8 Studienmonate.

Patient (PPA) 1 2 3 4 5 6 7 8 9
early onset: 3;

Erkrankungstyp late onset: 0 3 3 3 3 3 3 3 0 3

. altersgeman: 0;

psych.omotrlsche leicht retardiert: 2;

Entwicklung stark retardiert: 3 3 3 3 3 2 3 2 0 2

Hiufigkeit der I;?rir;?: (1)

stationiiren Aufenthalte onr ais 1: 2 o 2 2 2 92 0 0o 1 5

Anzahl der Stoffwechsel- l:e;e g

dekompensationen mehr als 2: 3 0 3 3 3 2 0 0 2 2

Hiufigkeit eines Score- gz g 32 ;

wertes iiber 2,5 mehr als 9:4 3 3 4 3 1 0 0 4 0

normal: 0;
schwieriges Essen: 1;

Essverhalten Sonde und Essen: 2;
nur Sonde: 3 2 3 0 3 0 0 1 0 0
sehr gut: 0
Compliance der Eltern 9ut 1
schlecht: 2 0 1 2 2 1 1 2 0 2
grognostischer Score 11 18 17 19 11 7 8 7 1

Mittelwert: C3/C16
Fluktuation der Werte

23,9 32,5 22,7 332 334 116 174 148 15

Klein: 1; mittel: 2; groB3: 3 2 3 3 3 3 1 2 1 1

Tab. 23: Einstufung der prognostischen Faktoren jedes Patienten mit MMA und Bildung eines
prognostischen Scores. Ebenso Darstellung der Cs/ Cic-Mittelwerte, sowie die Fluktua-
tion des Quotienten innerhalb der acht Studienmonate.

Patient 11: wird aufgrund einer Zweiterkrankung nicht in Abb. 50 beriicksichtigt

Patient (MMA) 10 11 12 13 14
early onset: 3;

Erkrankungstyp late onset: 0 0 3 0 0 3

. altersgeman: 0;

psych‘omotrlsche leicht retardiert: 2;

Entwicklung stark retardiert: 3 2 3 2 2 2

Hiufigkeit der Zﬁi’;‘_a: (1]

stationéiren Aufenthalte cp giso: 2 0 2 1 1 0

Anzahl der Stoffwechsel- :e'zne g

dekompensationen mehr als 2: 3 0 2 0 2 0

” o s 0-2: 0; 3-4:1;

Hauﬁglielt eines Score- _ 2. 7-8:3:

wertes iiber 2,5 mehr als 9:4 2 3 1 1 0
normal: 0;
schwieriges Essen: 1;

Essverhalten Sonde und Essen: 2;
nur Sonde: 3 0 0 3 0 1
sehr gut: 0

Compliance der Eltern 9ut 1
schlecht: 2 0 1 1 0 1

Brognostischer Score 4 14 8 6 7

Mittelwert: C3/C16 6,25 13,8 29,9 13,6 24,2
klein: 1; mittel: 2;

Fluktuation der Werte  gro; 3 1 2 3 2 3
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Anschlieend wurde bei jedem Patienten dieser prognostische Scorewert mit dem Mit-
telwert der in den acht Monaten gemessenen Cs/ Cj¢-Quotienten auf Korrelation iiber-
priift. In Abbildung 50 sind fiir alle Patienten mit PPA und MMA mit Ausnahme von
Patient 11 die Mittelwerte des Cs/ Ci6-Quotienten gegen den prognostischen Scorewert
aufgetragen. Bei Patient 11 liegt eine Zweiterkrankung vor (drei grofe Arachnoidal-
zysten), so dass der Scorewert nicht nur durch die MMA zu erkléren ist. Deshalb wur-
den seine Werte nicht in das Diagramm aufgenommen. Es zeigt sich hierbei eine deutli-
che Korrelation beider Parameter. Der hierfiir ermittelte Korrelationskoeffizient betragt

0,7.
40
35
S / .
30 /

L 2

25

20 A

15 * L 2

10

Mittelwert C3/C16 der einzelnen Patienten

o T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

prognostischer Score

Abb. 51: Darstellung der Korrelation zwischen prognostischem Scorewert und dem Mittelwert
Cs/ Cy¢ aller Patienten mit PPA und MMA. Die Gerade stellt die Korrelationsgerade dar.

Diese Ergebnisse lassen darauf schlieen, dass bei der PPA wie auch bei der MMA die
Auspriagung der Erkrankung in engem Zusammenhang mit der Hohe des Quotienten
Cs/ Cy¢ steht.

Abbildung 20 und 29 zeigen, dass die Quotienten Cs/ Ci¢ bel einigen Patienten im Zeit-
raum von 8 Monaten stark fluktuieren, d.h. dass die Messwerte eine grole Spannbreite

haben und bei anderen Patienten relativ konstant sind. Wie den Tabellen 22 und 23 ent-
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nommen werden kann, ist eine grole Fluktuation meist mit einem hoheren prognosti-
schen Scorewert verbunden.

Die Messung der Hohe des Quotienten Cs/ Ci¢ bei einem Patienten ermoglicht, zusam-
men mit der Stiarke der Fluktuation der Werte, eine Abschitzung des klinischen Aus-
pragungsgrades und konnte daher als prognostischer Parameter herangezogen werden.
Es ist anzunehmen, dass die klinische Ausprigungsstirke und die Hohe des Ci/ Cjs-
Quotienten bei der PPA im wesentlichen durch den Genotyp (Defekt in der a- oder [3-
Kette, Art der Mutation) bedingt ist. Dies muss jedoch in weiteren Studien bewiesen
werden. Auch bei den MMA- Patienten ist ein Zusammenhang zwischen dem Cs/ Ci6-
Quotienten, dem klinischen Auspridgungsgrad und dem Genotyp anzunehmen und

miisste an einem grofleren Patientenkollektiv iiberpriift werden.

5.3.4 Vergleich Messwerte bei PPA- und MMA-Patienten

Die fiir die PPA-Patienten ermittelten Durchschnittswerte des Quotienten Cs/ Ci¢ liegen
zwischen 11,6 und 33,4, die fiir die MMA-Patienten ermittelten Werte zwischen 6,3 und
29,9. Hierbei wird deutlich, dass entgegen jeglicher Erwartung (miindliche Stellung-
nahme F. Trefz, U. Wendel, R. Baumgartner) die Werte des im Trockenblut gemesse-
nen C; bei der MMA genauso hoch sind wie bei der PPA.

Bei der MMA besteht, wie im nachfolgenden Schaubbild (Abb. 51) gezeigt, neben den
auch bei der PPA zur Verfiigung stehenden Abbauwegen des Propionyl-CoA die Mog-
lichkeit, L-Methylmalonyl-CoA zu D-Methylmalonyl-CoA und dann iiber die
D-Methylmalonyl-CoA Hydrolase in Methylmalonsidure umzuwandeln. Diese wird aus
dem Mitochondrium in die Zelle und von dort in das Blut abgegeben und iiber die Niere
ausgeschieden. Somit besitzt der Stoffwechsel bei der MMA im Vergleich zur PPA eine
zusitzliche Moglichkeit, die anfallenden Metabolite in einen ausscheidungsfihigen Zu-
stand zu bringen und den Korper zu entgiften (158). Man ging aus diesem Grund davon
aus, dass deshalb bei der MMA viel geringere Mengen an Propionyl-CoA vorhanden
sind und somit auch weniger Cs gebildet werden kann.

Da die Bildung des C; eine Gleichgewichtsreaktion darstellt (129, 33), sind wahrschein-
lich dennoch bei der MMA gleiche Mengen an Propionyl-CoA wie bei der PPA in der

Zelle vorhanden.
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L- Methylmalonyl- CoA

3 OH- Propionat
D- Methylmalonyl- CoA Methylmalonséure
3)
- / 1)

OLCFA Propionyl- CoA Methylcitrat

1) 2)

Propionylcarnitin

Abb. 51: Hauptsachliche Abbauwege des Methylmalonyl-CoA bei der MMA. Enzymatische Reakti-
onen: 1) D-Methylmalonyl-CoA-Hydolase; 2) Zitratzyklus; 3) CAT (Carnitin-Acetyl-
Transferase) 4) B-/ w-Oxidation
OLCFA: ungeradzahlige Fettsduren

5.3.5 Quotient freies Carnitin/ C3; gegentber dem Quotienten Ca/ Cyg

Wie schon in der Einleitung beschrieben, wurde in anderen Studien ein Quotient aus Cs
und FC gebildet. Bei nicht mit Carnitin substituierten PPA- und MMA-Patienten ist
dieser Quotient auf Grund des sekundédren Carnitinmangels zur Diagnosestellung sehr
aussagekriftig. Inwieweit das C; in der Diagnose der PPA und MMA im erweiterten
Neugeborenenscreening geeignet ist miissen die Auswertungen der Screeningdaten zei-
gen. Bei einem Patienten mit einer cbl C-Defekt (MMA) war das Cs nicht erhoht. Das
Kind ist erst im selektiven Screening aufgefallen (F. Trefz, personliche Mitteilung)

Fiir ein Therapiemonitoring ist der Quotient C3/ FC nicht so geeignet, da das FC je nach
Zeitpunkt der Blutentnahme durch die Carnitinsubstitution sehr hohe Werte erreichen

kann, vor allem wenn Blut direkt nach einer Carnitingabe entnommen wird.
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5.4 Schlussfolgerungen und Ausblicke

Unter Beachtung der moglichen Fehlerquellen bei der Blutabnahme und Untersuchung
der Trockenblutkarten kann die Messung der AC und insbesondere des Quotienten
Cs/ Ci6 bei normalen FC-Spiegeln als genaues Verfahren zur Beurteilung der Stoff-
wechsellage betrachtet werden. Dieser Parameter ist bevorzugt dafiir geeignet, die lang-
fristige Stoffwechsellage einzuschitzen und damit eine Beurteilung des Therapiere-
gimes zu ermoglichen. Als Akutparameter sollte jedoch weiterhin die Messung der
Ammoniakspiegel, der Ketonkorperkonzentrationen und der Blutgase durchgefiihrt
werden. Der Ci/ Ci6-Quotient, der beim Stoffwechselgesunden mindestens um das
10-fache niedriger ist als bei einem PPA- oder MMA-Patienten, dient dazu, iiber die
Hohe der Cs-Konzentration die Menge des im Stoffwechsel anfallenden Propionyl-CoA
wiederzugeben und iiber die C;¢-Konzentration den Energiezustand des Stoffwechsels
anzuzeigen. Da in dieser Studie nur 14 Patienten untersucht wurden (MMA: 5; PPA: 9),
soll diese Studie als Pilotstudie betrachtet werden. Die Ergebnisse dieser Untersuchung
sollten an weiteren Patienten iiberpriift werden. Es sollte auch iiber die Bestimmung des
Genotyps versucht werden einen moglichen Zusammenhang zwischen Genotyp, Aus-

pragung der Erkrankung sowie Hohe des Ci/ Ci6-Quotienten festzustellen.
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6 Zusammenfassung

Die Propionazidimie (PPA) und die Methylmalonazidimie (MMA) sind angeborene
Stoffwechselerkrankungen, bei denen der Abbau von Propionsdure und Methylmalon-
sdure aus der Verstoffwechselung verzweigtkettiger Aminosduren, ungeradzahliger
Fettsduren sowie aus weiteren Abbauwegen gestort ist. Die dadurch entstehende Propi-
onsdure greift zusammen mit ihren Metaboliten in den geregelten Ablauf des zellulidren
Stoffwechsels ein. Im Extremfall resultieren hieraus ketoazidotische Stoffwechsellagen,
die zu komatdsen Zustdnden und zum Tod der Patienten fiihren.

Die Behandlung erfolgt iiber eine spezielle, eiweiBarme Diédt mit dem Ziel, die Propion-
sdurebelastung bzw. die Methylmalonsdurebelastung des Korpers moglichst gering zu
halten. Die Lebenserwartung der Patienten konnte dadurch erheblich verbessert werden,
doch ist die psychomotorische Entwicklung weiterhin unbefriedigend. Die Patienten
sind in ihrer geistigen Entwicklung beeintrichtigt, und Stoffwechselentgleisungen fiih-
ren zu hiufigen Krankenhausaufenthalten.

Im Vergleich zu anderen angeborenen Stoffwechselerkrankungen (Phenylketonurie)
gibt es bislang noch keine einfach durchzufiihrende Stoffwechseliiberwachung, die der
Therapieoptimierung dient.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Messung von Propionylcarnitin
(C3), anderen Acylcarnitinen (AC) und freiem Carnitin (FC) in auf Filterpapier aufge-
tropftem Blut mittels Tandemmassenspektrometrie ein geeigneter Parameter fiir die

Uberpriifung der diéitetischen und medikamentdsen Stoffwechsellage darstellt.

Zuerst wurde bei gesunden Probanden erforscht, wie sich die Erndhrung, die Tageszeit,
korperliche Anstrengung, die Einnahme von L-Carnitin und eine Glukosebelastung auf
die Hohe der Acylcarnitinspiegel und des freien Carnitinspiegels im Blut auswirkt. Au-
Berdem wurde untersucht, in welchen Blutbestandteilen und dort in welchen Konzentra-
tionen das freie Carnitine und die Acylcarnitine enthalten sind.

AnschlieBend wurde bei neun Patienten mit MMA und fiinf Patienten mit PPA {iiber
einen Zeitraum von acht Monaten in ein- bzw. zweiwochigem Abstand FC sowie AC
im Blut mit Hilfe der Tandemmassenspektrometrie quantitativ bestimmt und der Quo-
tient Propionylcarnitin/ Palmitoylcarnitin (Cs/ C;6) berechnet. Der klinische Zustand

wurde gleichzeitig mittels telefonischer Evaluation abgeschitzt und durch ein Scoresys-
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tem dargestellt. Alle Patienten waren didtetisch behandelt und mit Carnitin substituiert.

Der Acylcarnitinquotient Cs/ Ci¢ wurde dem klinischen Zustand gegeniiber gestellt.

Ergebnisse:

Bei den Messungen der AC an gesunden Probanden zeigte sich, dass die Konzentration
des freien Carnitins im Trockenblut unter einer Carnitingabe ansteigt. Im Verlauf eines
Tages sind die Spiegel hingegen konstant. Unter korperlicher Belastung fallen die freien
Carnitinspiegel ab. Die Acetylcarnitinkonzentration (C,) war nach einer Carnitingabe
leicht erhoht, nach korperlicher Belastung stark erhoht. Die Propionylcarnitinkonzentra-
tion (C3) war nach korperlicher Belastung stark erhoht. Unter den anderen Bedingungen
war kaum eine Verdnderung zu beobachten.

Die Konzentrationen der langkettigen Acylcarnitine (Ci6, C;g, Cis:1) sind nach korperli-
cher Belastung und Glukosegabe erniedrigt, ansonsten relativ konstant.

Bei der Bestimmung des FC und der AC im kapillaren und vendsen Trockenblut zeigte
sich, dass das FC wie auch alle AC im vendsen Trockenblut deutlich niedrigere Kon-
zentrationen aufwiesen.

Es zeigte sich, dass FC sowie Acetylcarnitin (C,) ungefihr zu gleichen Teilen im Serum
wie in den zelluldren Blutbestandteilen enthalten sind. Alle anderen AC sind meist zu
tiber 90 % in den zelluldren Blutbestandteilen enthalten.

Innerhalb der achtmonatigen Patientenstudie lag bei keinem der Patienten ein Carnitin-
mangel vor (Mittelwert: FC: 68 umol/l). Die mittleren Quotienten Cs/ C¢ der Patienten
mit PPA lagen zwischen 11,5 und 27,2, mit MMA zwischen 12,1 und 29,4 (Vergleichs-
konzentrationen Probanden: 1,5 +/- 0,5; n=23). Meist ging ein niedriger Score, der
durch das telefonische Interview erfragt wurde, mit einem deutlich niedrigeren Quotien-
ten einher. Bei einem hoheren Score war der Cs/ Ci4 Quotient z.T. bis auf das fiinffache
erhoht, Krankenhausaufenthalte waren hiufiger.

Patienten mit stabiler Stoffwechseleinstellung zeigten deutlich niedrigere Quotienten
mit einer geringeren Fluktuation. Bei drei Patienten bewirkte eine Therapieverbesserung
sowohl eine Verbesserung des klinischen Zustandes wie auch eine Verringerung des
Cs/ Ci6-Quotienten.

Bis auf eine Ausnahme war die Compliance der Eltern gut. Der Versand der Proben

iiber den Postweg und die Analyse im Labor erwiesen sich als problemlos. Das struktu-
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rierte Telefoninterview wurde von den Eltern gut akzeptiert und teilweise als Erleichte-

rung in der Bewiltigung des Alltags empfunden.

Diskussion:

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass mit dem Quotienten C3/ Cj¢ bei Patienten
mit einer PPA oder MMA die langfristige Stoffwechseleinstellung iiberpriift werden
kann. Dies konnte zum einen durch die achtmonatige Untersuchung an 14 Patienten
gezeigt werden sowie durch die Beobachtung von drei Patienten, die nach einer Thera-
pieoptimierung auch einen niederen Cs/ Cj¢-Acylcarnitinquotienten aufwiesen. Auch
lasst die Fluktuation wie auch die Hohe des Cs/ Ci6-Quotienten Riickschliisse auf die
Schwere des klinischen Auspriagungsgrades zu.

Anhand der bei gesunden Probanden gemessenen Acylcarnitinkonzentrationen konnte
gezeigt werden, dass der Cic-Wert, der in dem Quotienten als Bezugswert fiir das Cs
dient, auch unter vielfiltigen Einfliissen nur geringe Schwankungen zeigt und somit ein
geeigneter Bezugsparameter ist.

Der Quotient C3/ Ci¢ ist in der Lage, zwei fiir die Einstellung der Patienten wichtige
Aspekte wiederzugeben:

Durch einem erhohten Cs;-Wert zeigt sich eine vermehrte Belastung des Korpers mit
Propionsédure. Ein niedriger C;¢-Wert weist auf eine schlechte Energiebalanz im Korper
hin. Unter beiden Bedingungen ist eine erhohte Neigung zu Stoffwechselentgleisungen
der PPA- und MMA-Patienten anzunehmen. Daher ist der Cs/ Cy4-Quotient fiir das The-
rapiemonitoring gut geeignet.

Zur Diagnosestellung im Neugeborenenscreening einer PPA und MMA sollte auf
Grund des dort bestehenden Carnitinmangels der Quotient C3/ FC weiterhin verwendet
werden, da anzunehmen ist, dass der Cs/ Ci6-Quotient hierbei weniger aussagekriftig
ist.

Allerdings ist es durch diese Methode nicht moglich, eine Vorhersage iiber eine mogli-
che Entgleisung zu machen, da der Ci/ Cj¢-Acylcarnitinquotient erst wihrend der
Entgleisung ansteigt. Akute therapeutische Entscheidungen sollten deshalb weiterhin

von klinischen Parametern abhingig sein.
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