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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Hyperphenylalaninamie

1.1.1 Historischer Uberblick

Der norwegische Arzt Asbjorn Folling beschrieb 1934 das Krankheitsbild der
Phenylketonurie (PKU). Er wies bei Patienten mit geistiger Behinderung die
Ausscheidung von Phenylbrenztraubensaure im Urin nach und umschrieb das neue
Krankheitsbild zunachst mit dem Begriff ,Imbezillitas phenylpyruvica® (Foélling 1934).
1947 wurde durch G.A. Jervis der Defekt der Verstoffwechselung von Phenylalanin
zu Tryosin bei Patienten mit PKU nachgewiesen (Jervis 1937). 1953 gelang es dem
deutschen Kinderarzt Horst Bickel, eine PKU-Patientin mittels einer
phenylalaninarmen Diat erfolgreich zu behandeln (Bickel 1953). Damit wurde die
Hyperphenylalaninamie (HPA) zum Prototyp der behandelbaren genetischen
Erkrankung (Scriver 1999).

Den Friherkennungstest fur PKU (Guthrie-Test), der in West- und Ostdeutschland
seit 1966 bei jedem Neugeborenen durchgefuhrt wird, verdanken wir Robert Guthrie.
Er entwickelte hierzu 1963 einen mikrobiologischen Hemmtest (Guthrie 1963). In
Deutschland, in Osterreich und in einigen anderen europaischen Landern erfolgt die
Untersuchung auf HPA im Rahmen erweiterter Neugeborenenscreeningprogramme

inzwischen mit Hilfe der Tandem-Massenspektrometrie.

1.1.2 Definitionen und Haufigkeit

Die Diagnose einer Hyperphenylalaninamie (HPA) beruht in der Regel auf einem
positiven Neugeborenen-Suchtest, der durch eine quantitative Kontrolluntersuchung
der Aminosauren im Plasma bestétigt wird.

Eine Plasma-Phenylalaninkonzentration tber 2 mg/dl (120 pmol/l) bei einer
Phenylalanin/Tryosin-Ratio Uber 3 wird als HPA bezeichnet. Sie entsteht entweder
durch eine Funktionseinschrédnkung des Enzyms Phenylalaninhydroxylase (PAH)
oder durch einen Mangel des Kofaktors der PAH, Tetrahydrobiopterin (BH,). Dartiber
hinaus kommen transitorische bzw. exogen bedingte HPA vor.



Einleitung 2

Die HPA ist in der Bundesrepublik Deutschland mit einer Inzidenz von etwa 1:7000
Neugeborenen der haufigste genetische Defekt im Aminoséurenstoffwechsel. Etwa
98% dieser Patienten leiden an einem Defekt der PAH, bei etwa 2% besteht eine
genetisch bedingte Stérung der Synthese oder der Regeneration des Kofaktors BH,.
Die Heterozygotenfrequenz fur alle Formen der HPA liegt bei ca. 1:40 (Muntau
2000).

1.1.3 Pathogenese

1.1.3.1 HPA durch Defekt der PAH

Die PAH spielt beim Abbau von Phenylalanin eine zentrale Rolle, sie

verstoffwechselt den grofdten Teil der Aminoséaure (Scriver 1999).

Das Enzym ist durch reversible Phosphorylierung interkonvertierbar und beim

Menschen bisher nur im Cytosol der Leber nachweisbar. Es gehoért zu den

mischfunktionellen Oxygenasen, d.h. Enzymen, die mit molekularem Sauerstoff

arbeiten, wobei ein Sauerstoffatom in das Substrat eingebaut wird, wahrend das
andere Sauerstoffatom mit Wasserstoff zu Wasser reagiert.

Bei der irreversiblen Umwandlung von Phenylalanin zu Tyrosin wird ein

Sauerstoffatom in  Parastellung in den aromatischen Ring eingefuhrt

(Hydroxylierung); als Wasserstoffdonator fir die Wasserbildung dient BH,4. Die PAH

entfaltet ihre volle Aktivitat erst nach der Geburt, in der Leber des menschlichen

Feten sind nur ganz geringe Aktivitadten nachweisbar.

Durch die verminderte Aktivitat der PAH kommt es zu einer Akkumulation von

Phenylalanin in Zellen und Korperflussigkeiten. Gleichzeitig wird weniger Tyrosin

gebildet, das dadurch zur essentiellen Aminosdure wird. Durch den Enzymblock

weicht der Phenylalaninabbau auf alternative Stoffwechselwege aus:

e Durch Transaminierung ensteht aus Phenylalanin Phenylpyruvat, eine
Ketocarbonséaure, deren vermehrtes Auftreten in Blut und Urin der Krankheit den
Namen verliehen hat; durch Hydrierung kann Phenylpyruvat in Phenyllactat
umgewandelt werden.

e Durch Decarboxylierung entsteht Phenylacetyl-CoA, das vorwiegend nach
Konjugation mit Glutamin im Urin als Phenylacetylglutamin nachgewiesen werden
kann, aber auch zu Phenylacetat und CoA-SH hydrolysiert wird; au3erdem kann
Phenylalanin zu Phenylethylamin decarboxyliert und anschlieend zu

Phenylacetat dehydriert und desaminiert werden.
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Die Entstehungsmechanismen der schweren Hirnschadigung bei unbehandelter HPA
sind bisher nicht vollstandig geklart. Einerseits handelt es sich um eine irreversible
Schadigung von Hirnstrukturen, die zur mentalen Retardierung der Patienten fuhrt.

Das wahrend der fruihkindlichen Entwicklung rasch wachsende und sich

differenzierende Zentralnervensystem ist in dieser Hinsicht besonders gefahrdet.

Andererseits spielen bei hoher Phenylalaninkonzentration reversible toxische Effekte

eine Rolle, die neurophysiologsiche Stérungen und Verhaltensauffalligkeiten

verursachen.

Folgende Hypothesen zur Entstehung der zerebralen Schadigung werden diskutiert:

e Phenylalanin konkurriert mit anderen Aminosauren um den Transport Uber die
Blut-Hirn-Schranke. Die Erhéhung von Phenylalanin im Blut hemmt kompetitiv
den Einstrom anderer Aminosauren in das Gehirn, wodurch es zu einer Stérung
der intrazerebralen Proteinsynthese und moglicherweise der Myelinisierung von
Nervenfasern kommt (Surtees und Blau 2000).

e Die Kompetition von Phenylalanin mit Tyrosin und Tryptophan an der Blut-Hirn-
Schranke fuhrt zu einer verminderten Synthese der Neurotransmitter Dopamin,
Noradrenalin und Serotonin im Gehirn. Durch Hemmung der Tyrosinhydroxylase
und der Tryptophanhydroxylase infolge der hohen intrazerebralen
Phenylalaninkonzentration wird die  Neurotransmittersynthese  zusatzlich
beeintrachtigt (Medical Research Council Working Party on Phenylketonuria
1993).

e Bei einer Phenylalaninkonzentration von nur 600 pmol/l erfolgt in vitro eine
spezifische Hemmung der ATP-Sulfurylase, wodurch in vivo ein pathologisch
vermehrter Myelinabbau induziert wird (Matsuo 1987).

e Der Plasmaphenylalaningehalt eines Feten mit Defekt der PAH ist etwa doppelt
so hoch wie der seiner Mutter. Hierdurch kdonnte moglicherweise eine pranatale
Schadigung von PKU-Kindern auftreten (Hanley 1996).

1.1.3.2 HPA durch genetisch bedingte Stérungen der Synthese oder
Regeneration von BH, (, atypische PKU")

5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin (BH,) ist ein Pteridin. Bei Pteridinen handelt es sich um
eine grol3e, strukturell heterogene Gruppe nattrlich vorkommender heterozyklischer
Substanzen, die bei der Biosynthese von Kofaktoren und Vitaminen eine wichtige

Rolle spielen. Derivate mit einer 2-Amino-4-Oxo-Gruppe werden Pterine genannt. Sie
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kommen in Korperflissigkeiten und Geweben in reduzierter und oxidierter Form vor,
aber nur die 5,6,7,8-Tetrahydro-Form ist biologisch aktiv. BH, entsteht entweder de
novo aus Guanosintriphophat oder es wird aus praexistierenden Dihydrobiopterinen
regeneriert.

BH, ist Kofaktor fur die enzymatisch gesteuerte Hydroxylierung von Phenylalanin zu
Tyrosin, von Tryptophan zu 5-Hydroxytryptophan sowie von Tyrosin zu 3,4-
Dihydroxyphenylalanin. Darlber hinaus ist BH; im zentralen Nervensystem als
Kofaktor der NO-Synthase ein wichtiger neuroprotektiver Faktor.

BH,4 Ubt seine Kofaktorfunktion durch die Ubertragung molekularen Sauerstoffs auf
das Substratmolekil aus.

Stérungen im Syntheseweg von BH4 kdnnen wie der Defekt der PAH Ursache flr
eine HPA sein. Ausgehend von Guanosintriphosphat (GTP) katalysieren die Enzyme
GTP-Cyclohydrolase 1 (GTPCH 1) [EC 3.5.4.16], 6-Pyruvoyltetrahydropterin-
synthase (PTPS) [EC 4.6.1.10] und Sepiapterinreduktase [EC 1.1.1.153] die korper-
eigene Synthese von BH, (Abbildung 1).

Bei mangelnder Aktivitat des Enzyms Dihydropteridinreduktase (DHPR) [EC
1.6.99.7], das Dihydrobiopterin zu BH; reduziert, oder der Pterin-4a-Carbinol-
Amindehydratase [EC 4.2.1.96], liegt BH,4 ebenfalls nicht in seiner aktiven Form vor
und man spricht von einer Regenerationsstorung von BH4 (Abbildung 1 und 2).

Als Kofaktor der Tryptophan- und Tyrosin-Hydroxylase ist BH, fiir die Neurotrans-
mittersynthese essentiell. Bei BH4;-Mangel sind daher erniedrigte Konzentrationen
von Hommovanillinsdure und 5-Hydroxyindolessigsaure im Liquor nachweisbar.
DarlUberhinaus kommt es bei verminderter BH4-Konzentration zu einer Akkumulation
abnormer Pterine (Neopterin/Biopterin) (Thény 2000) (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Der Stoffwechsel von Phenylalanin und BH,. Die PAH katalysiert die Umwandlung von
Phenylalanin zu Tyrosin. BH, ist das Koenzym der PAH. BH, wird in mehreren enzymatischen
Schritten aus GTP synthetisiert. Die DHPR regeneriert BH, aus Dihydrobiopterin.
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92
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Abbildung 2: Das System der Hydroxylierung von Phenylalanin zu Tyrosin ist die Summe dreier
Reaktionen und deren jeweiligen Enzyme. In Gegenwart des aktiven BH, wandelt die
Phenylalaninhydroxylase Phenylalanin zu Tyrosin und BH, zu 4-o-Hydroxytetrahydrobiopterin um.
Dieses Carbinolamin wird durch die 4-o-Carbinolamin-Dehydratase (Dehydratase) zu Dihydrobiopterin
umgewandelt. Der Kreislauf schlie3t sich mit der Reduktion von Dihydrobiopterin zu BH, durch die
DHPR (Scriver und Kaufman 2001).
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1.1.4 Klassifikation und klinische Verlaufsformen

In Abhangigkeit der Restaktivitdit der PAH kommt es zu unterschiedlich hohen
pratherapeutischen Phenylalaninkonzentrationen im Blut, aus denen sich
unterschiedliche klinische Phanotypen mit abnehmendem Schweregrad ableiten.

Tabelle 1: Klassifikation der genetisch bedingten HPA bei Defekt der PAH (Blau 1994)

Klinische Ph&notypen Pratherapeutische
Phenylalaninkonzentrationen im Blut

Klassische PKU > 1200 pmol/l
Milde PKU (non-PKU HPA) <1200 pmol/l und > 600 umol/l
Milde HPA < 600 pmol/l und > 120 umol/l

Bei unbehandelten Patienten mit Defekt der PAH stehen Kklinisch neurologische
Symptome im Vordergrund: Ab dem Ende des ersten Lebensjahres entwickelt sich
ein hochgradiger, zumeist progredienter mentaler Entwicklungsrickstand. Bei etwa
25% der unbehandelten PKU-Patienten treten zerebrale Krampfanfalle auf, EEG-
Veranderungen sind in 75-90% der Falle zu beobachten. Sowohl Pyramiden-
bahnzeichen (gesteigerte Muskeleigenreflexe) als auch Zeichen einer extra-
pyramidalen Stérung (erhdhter Muskeltonus) sind haufig. Das Bewegungsmuster ist
hyperkinetisch. Das Kopfwachstum ist beeintrachtigt. Nicht selten werden
Verhaltensauffalligkeiten ~ wie  Hyperaktivitat, aggressives  Verhalten und
Zerstorungswut, unkontrollierbare Erregungszustande mit Zornesausbriichen und
Selbstverstimmelungstendenzen beobachtet. Auch schizophrenie&hnliche
Manifestationen und depressive Krankheitshilder sind bekannt (Medical Research
Council Working Party on Phenylketonuria 1993).

Das klinische Bild einer sogenannten atypischen PKU bei BH,—Mangel wird hingegen
hauptséachlich durch den Neurotransmittermangel gepragt und erinnert an die
Symptome des Morbus Parkinson: Hypokinesie, Hypomimie, Hyperhidrosis,
okulogyre Krisen, Myoklonien, choreoathetotische Bewegungsstorung sind die
Symptome des fur diese Erkrankungsgruppe charakteristischen infantilen
Parkinsonismus. Auf3erdem entstehen eine hochgradige Entwicklungsverzégerung
und ein schwerer Intelligenzdefekt. Bei besonders schweren Verlaufsformen kann die
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Erkrankung bereits im Kindesalter todlich sein. Weniger schwere Verlaufsformen mit
geringradiger psychomotorischer Retardierung, Bewegungsstorung und Epilepsie
kommen vor. Asymptomatische Verlaufsformen oder solche, die lediglich im Rahmen
kataboler Stoffwechselsituationen oder nach diatetischen Phenylalaninexzessen
symptomatisch werden, wurden ebenfalls beschrieben.

Bei fruhzeitigem Therapiebeginn ist bei Patienten mit atypischer PKU eine nahezu
normale Entwicklung mdglich. Dramatische Verbesserungen durch Einfihrung der
Therapie wurden auch bei schwer erkrankten Patienten beobachtet. Dennoch ist das
Auftreten neurologischer Symptome trotz friihen Therapiebeginns mdglich. Diese
treten bei Patienten mit Synthesedefekten haufiger auf als bei Patienten mit DHPR-
Defekt, insbesondere wenn hier eine intrazerebrale Normalisierung der BHs-
Konzentration gelingt (Muntau 2000).

1.1.5 Diagnostisches Vorgehen zur Klassifikation der HPA bei
positivem Neugeborenenscreening

Bei jedem Neugeborenen, das im Neugeborenenscreening eine HPA aufweist, muss
nach  Diagnosebestatigung mittels quantitativer =~ Aminosaureanalyse die
Differenzierung der zugrundeliegenden biochemischen Stérung (Apoenzymdefekt
versus Kofaktormangel) erfolgen.

Zum Ausschlul3 einer ,atypischen PKU" auf dem Boden eines BH4-Mangels wurde
vor etwa zwanzig Jahren ein BHs-Belastungstest entwickelt (Blaskovics 1974).
Hierzu erhalt das Neugeborene, bei dem im Neugeborenenscreening eine HPA
nachgewiesen wurde, bei altersentsprechender Eiweisszufuhr 20 mg pro kg
Korpergewicht BH,; per os. Ein drastischer Abfall der Plasma-Phenylalanin-
konzentration nach Gabe von BH, innerhalb von vier bis acht Stunden spricht fur das
Vorliegen eines Kofaktormangels. Sinkt die Plasma-Phenylalaninkonzentration nach
Gabe von BH4 nicht ab, liegt mit hoher Wahrscheinlichkeit eine klassische PKU durch
Defekt des Apoenzyms PAH vor. Die Diagnosestellung eines BH4-Mangels wird
durch eine Bestimmung der Biopterin- und Neopterinkonzentration im Urin sowie

durch eine Aktivitatsbestimmung der DHPR in Erythrozyten vervollstandigt.
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100 PKU

650 =

DHPR
GTPCH/ PTPS

20 =

Plasma-Phenylalaninkonzentration
[% der Basalwerte]

Stunden nach BH ,-Gabe

Abbildung 3: Typische Resultate eines BH4-Belastungstests. Es zeigt sich 8 Stunden nach BH,-Gabe
ein deutlicher Abfall der Plasma-Phenylalaninkonzentration sowohl bei Regenerationsstérungen
(DHPR) als auch bei Synthesestdérungen (GTPCH/PTPS) von BH,;, wahrend bei Patienten mit
klassischer PKU kaum Veranderungen erzielt werden (Blau 1994).

1.1.6 Vererbung

Die primar genetisch bedingte HPA wird autosomal rezessiv vererbt.

Das PAH-Gen liegt auf Chromosom 12 gq22-24. Wahrend die mRNA 2,4 kb lang ist,
weist das PAH-Gen eine Lange von etwa 90 kb auf. Der fir das Enzymprotein
codierende Bereich verteilt sich dabei auf 13 Exons.

Die meisten Patienten sind compound-heterozygot, das heif3t, sie sind Trager von
jeweils  zwei unterschiedlichen  Mutationen des PAH-Gens. Da die
Enzymaktivitatsminderung in Abhangigkeit der vorliegenden Mutation unterschiedlich
stark ausfallt, fuhren verschiedene Mutationskombinationen zu unterschiedlich stark
ausgepragten Aktivitatsminderungen der PAH und damit zu unterschiedlich
schweren Stoffwechseldefekten (Scriver 2000).

Bisher sind 527 verschiedene Mutationen im PAH-Gen beschrieben worden. Davon
sind 62% Missense Mutationen, bei denen es als Folge einer Punkt- oder
Codonmutation zum Austausch einer Aminosaure kommt, 13% sind Kkleine
Deletionen mit Verlust eines distalen oder interkalaren Chromosomenstiicks, 10%
sind Splice-Mutationen, wobei es zu abnormer mRNA-Prozessierung kommt, 5%

sind nonsense Mutationen, bei denen durch Basensubstitution ein Aminosaurekodon
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in ein Stopkodon verwandelt wird und es so zu einem frihzeitigen Abbruch der
Translation kommt und 2% sind kleine Insertionen, also Genmutationen, bei denen
es zum Einbau eines oder mehrerer Nukleotide kommt.

Samtliche bekannte Mutationen im PAH-Gen sind in einer umfassenden Datenbank

zusammengefasst (www.pahdb.mcgill.ca).

1.1.7 Die diatetische Therapie der PKU

Die diatische Therapie der PKU ist erfolgreich und ermdglicht den Patienten bei
frihzeitigem Beginn und bei konsequenter lebensbegleitender Einhaltung eine
weitgehend normale neurologische und intellektuelle Entwicklung. Dennoch handelt
es sich bei der streng eiweissarmen Diat nicht um eine ,harmlose”, leicht
einzuhaltende Therapiemassnahme, sondern um eine Lebensform, die von den
Betroffenen strengste Disziplin erfordert. Die Patienten diurfen weder Fleisch, noch
Fisch, Milchprodukte, Eier, Brot, oder Nudeln, kaum Sissigkeiten und Obst und
Gemiuse nur in geringen Mengen zu sich nehmen. Da Weizen und andere
Getreidesorten sehr viel naturliches Protein enthalten, kommen Back- und Teigwaren
aus speziellem eiweiBarmem Mehl zum Einsatz. Die Eiwei3- bzw.
Phenylalaninzufuhr aus allen Nahrungsmitteln mufd genau berechnet werden.
Gleichzeitig muR3 je nach Auspragung der Enzymrestaktivitdt die individuelle
Phenylalanintoleranz bestimmt werden (Bremer 1997). Hierbei handelt es sich um
die Phenylalaninmenge, die der Patient zu sich nehmen kann, ohne, dass die
Plasma-Phenylalaninkonzentrationen den therapeutischen Bereich tberschreiten.

Tabelle 2: Empfehlungen der Arbeitsgemeinschaft fur P&diatrische Stoffwechselstérungen zu
Therapiezielen bei klassischer PKU (Bremer 1997).

Alter Angestrebte Plasma-Phenylalaninkonzentration
1. bis 10. Lebensjahr 42 bis 240 pmol/l

11. bis 16. Lebensjahr 42 bis 900 umol/l

16 Jahre und alter <1200 pmol/l

Die erlaubte tagliche Menge an natirlichem Eiweil3 ist so gering, dass ein normales
Wachstum sowie eine altersentsprechende koérperliche Entwicklung nicht moglich

waren. Deshalb muss eine Eiweil3substitution mit einem phenylalaninfreien
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Aminosaurengemisch  erfolgen, das mit Vitaminen, Mineralstoffen und
Spurenelementen angereichert ist. Die Kinder mussen bis zu 70 g Pulver, verteilt auf
drei bis vier Einzelportionen zu den Mabhlzeiten, einnehmen. Die Einnahme dieses
Pulvers wird durch den extrem unangenehmen Geschmack der Praparate ganz

erheblich erschwert.

Die diatetische Therapie ist belastend.

Die eiweissarme Diat bei PKU ist eine Form der Diat, die mit extremen Entbehrungen
und Belastungen verbunden ist (Mac Donald 1997). Die Auswahl an natirlichen
Lebensmitteln ist stark eingeschrankt. In vielen Féallen nimmt die Verabreichung der
Aminosaurenmischung mehrere Stunden taglich in Anspruch, da die Kinder das
Praparat auf Grund des schlechten Geschmackes nicht einnehmen wollen. Die
eiweissarmen Spezialprodukte (Brot, Kuchen, Kekse, Teigwaren) sind hart, trocken
und vollig farblos. Der Tagesablauf der Kinder ist in hohem MalRe durch die
Diateinhaltung gepragt. Samtliche Nahrungsmittel mussen sorgfaltig gewogen und
ihr Phenylalaningehalt berechnet werden. Sehr haufig treten Futterungsschwierig-
keiten auf, die zu Untergewicht fihren (Mac Donald 1997). In der Schule kommt es
regelmafig zu einer Stigmatisierung der Patienten, da Kinder mit PKU niemals die
Nahrungsmittel zu sich nehmen durfen, die ihre Mitschiler essen. Kindergeburtstage
und Klassenfahrten missen minutids geplant werden und fihren unweigerlich zur
sozialen Isolation der Patienten. Sie werden auf Grund ihrer ungewdhnlichen
Essgewohnheiten  gehanselt. Restaurantbesuche  fihren  meistens  zu
uniberwindlichen Schwierigkeiten und werden daher in der Regel von den Familien
gemieden (Mac Donald 1997). In einer Studie, in der die Probleme der Eltern, deren
Kinder an PKU erkrankt sind, analysiert wurden, steht die Einhaltung der Diat
fuhrend vor weiteren 22 Problemen an oberster Stelle (Awiszus 1990). Die
besondere Belastung der Patienten und ihrer Eltern besteht darin, dass jeder
Diatfehler zu einer erhéhten Phenylalaninkonzentration im Blut fuhrt und mit dem
Risiko einer Intelligenzeinbu3e bzw. mit dem Auftreten neurologischer Symtome

verbunden ist.

Die diatbedingten Belastungen fihren zu psychosozialen Problemen.
Es ist leicht vorstellbar, dass die Interaktionen zwischen Eltern und Kindern durch die

chronische Erkrankung und die aufwendige Therapie in erheblichem Masse belastet
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ist. In der Literatur finden sich zahlreiche Belege dafir, dass das Risiko fir das
Auftreten psychopathologischer Auffalligkeiten und familiarer Funktionsstérungen bei
Patienten mit PKU unter diatetischer Therapie deutlich erhoht ist (Moen 1977;
Stevenson 1979; Holtzman 1986; Realmuto 1986; Reber 1987; Weglage 1992,
Weglage 1996; Smith 2000).

Die diatbedingten Belastungen fuhren zu einer schlechten Compliance.

Die Unannehmlichkeiten, die mit der Einhaltung einer streng phenylalaninarmen Diat
verbunden sind, fihren dazu, dass die Therapieempfehlungen in der Regel nicht
eingehalten werden (Walter 2002). Nur einem geringen Prozentsatz der Kinder
gelingt es, die Phenylalanin-Blutwerte dauerhaft unter dem empfohlenen Grenzwert
zu halten (Walter 2002; Holtzman 1986; Smith 1991; Beasley 1971; Griffiths 1997).
Die schlechte Compliance ist wiederum mit einem erhdhten Risiko fir die Entstehung

irreversibler neurologischer Schaden mit Intelligenzeinbul3e assoziiert.

Eine schlechte Compliance fuhrt zu einer Verschlechterung der Langzeitprognose.
Es wurde mehrfach gezeigt, dass die Langzeitprognose der PKU hauptséachlich von
der Qualitat der diatetischen Fuhrung abhangt. Die Deutsche PKU-Verbundstudie
ergab, dass der durchschnittiche 1Q Wert von Patienten mit einer Plasma-
Phenylalaninkonzentration tber 600 pmol/l 10 Punkte unterhalb der Ergebnisse
gesunder und derjenigen Patienten lag, die ihre Werte innerhalb des empfohlenen
Bereiches hielten (Burgard 1996). Auch bei adoleszenten oder erwachsenen
Patienten wirkt sich ein Diatabbruch ungtinstig auf die Intelligenz aus. Durch
Magnetresonanzuntersuchungen konnten dartber hinaus Veranderungen innerhalb
der weil3en Substanz und akute demyelinisierende Neuropathien nachgewiesen
werden (Villasana 1989; Pearsen 1990; Shaw 1990; Thompson 1990; Thompson
1991; Lou 1992; Mc Combe 1992; Walter 1993; Moéller 1995).

Diese Daten belegen, dass die lebensbegleitende Normalisierung der Plasma-
Phenylalaninkonzentration bei Kindern mit PKU erzielt werden muf3, um eine
normale Intelligenz und eine gesunde neurologische Entwicklung zu erreichen.
Unglucklicherweise zeigt sich in der Realitat, dass dieses Ziel durch die starke
Belastung der Diat meist nicht erreicht wird.
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Die diatetische Therapie ist mit dem Risiko einer Fehlernahrung assoziiert.

Die Nahrstoffzufuhr ist durch die stark limitierte Auswahl an erlaubten
Nahrungsmitteln erheblich eingeschrankt. Die verminderte Zufuhr kann Uber die
Verabreichung der Aminosaurenmischungen, die mit Vitaminen, Mineralstoffen und
Spurenelementen angereichert sind, nur partiell ausgeglichen werden. Dartber
hinaus wissen wir, dass auf Grund des schlechten Geschmackes der Praparate die
Aminosaurenpulver haufig nicht in der empfohlenen Dosierung eingenommen
werden. Am haufigsten treten ein Vitamin Bi,-Mangel (Hanley 1996; Lee 1999), ein
Mangel an langkettigen, mehrfach ungesaéttigten Fettsduren (Sanjurjo 1994;
Giovannini 1996) und ein Selen-Mangel (Jochum 1997; Muntau 2002) auf. Dartber
hinaus ist die Osteoporose-Inzidenz bei Patienten, die jahrelang eine eiweissarme
Diat einhalten, erhdéht (Schwahn 1998).

Aus den Belastungen und Risiken, die mit der diatetischen Therapie der PKU
assoziiert sind, ergab sich die Notwendigkeit der Entwicklung alternativer
Therapieformen (NIH 2001; Walter 2002).

1.1.8 Alternative Therapieversuche

Seit 50 Jahren wird zur Behandlung der PKU eine lebensbegleitend einzuhaltende
streng phenylalaninarme Diat empfohlen. Diese Behandlungsform ist zwar
erfolgreich, kann aber wegen der erheblichen Belastungen fir die Patienten und ihre
Familien nicht als zufriedenstellend beurteilt werden. Die Entwicklung alternativer
Therapieformen wird daher generell gefordert. Folgende Behandlungsmethoden
wurden bisher in Betracht gezogen:

Somatische Gentherapie:

Erste Versuche, den Gentransfer in die Leber zu verbessern, wurden durch die
Anwendung des rezeptor-vermittelten Gentransfers mit Hilfe nicht-viraler Systeme
unternommen. DNA-Asialoglykoprotein-Komplexe wurden in vitro zwar erfolgreich in
Hepatozyten transferiert (Cristiano 1993), in vivo konnte jedoch eine nur sehr geringe
Transfektionseffizienz erreicht werden (Wu 1995). Aufgrund dieser Limitationen
wurden nicht-virale Gentransfersysteme zur Therapie der PKU bisher nur vereinzelt
eingesetzt. Die Vorteile adenoviraler Gentransfer-Vektoren wie die hohe

Transfektionseffizienz und die Fahigkeit, auch nicht teilende Zellen zu transfizieren,
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fuhrte zu ihrem Einsatz beim in vivo Transfer von PAH-cDNA in die Leber der Maus.
Die Injektion des PAH-cDNA-enthaltenden adenoviralen Vektors fuhrte innerhalb
einer Woche zu einem signifikanten Anstieg der PAH-Aktivitdt bei vollstandiger
Normalisierung der Phenylalaninkonzentration im Blut (Fang 1994). Durch das
Auftreten neutralisierender Antikérper gegen den adenoviralen Vektor persistierte der
therapeutische Effekt jedoch nur wenige Wochen und lie? sich auch durch
wiederholte Injektionen nicht wiederherstellen (Eisensmith 1996). Ebenfalls konnte,
unter Verwendung rekombinanter retroviraler Vektoren aus Onkoretroviren, die in
isolierte Hepatozyten der PKU-Maus transferiert wurden, eine hohe Expression des
PAH-Gens erzielt werden (Liu 1992). Bisher ist jedoch noch kein Bericht Uber einen
erfolgreichen in vivo oder ex vivo PAH-Gentransfer bei PKU-Mausen unter
Verwendung rekombinanter retroviraler Vektoren erschienen. Die Anwendung
onkoretroviraler Vektoren wird dartber hinaus durch die kiirzliche Beobachtung des
Auftretens von Leukamien bei Einsatz dieser Gentransfer-Systeme erschwert und
macht weitere klinische Studien in nachster Zukunft eher unwahrscheinlich (Hacein-
Bey-Abina 2003).

Je nach verwendetem Virus bestehen bei der Anwendung viraler Gentransfer-
systeme, trotz ihrer hohen Effizienz, einige gewichtige Risiken. Virale Genvektor-
systeme rufen in der Regel immunologische Reaktionen hervor und es besteht die
Gefahr, dass Viren die Fahigkeit zur Replikation wiedererlangen und zu ungewollten
Infektionen beim Patienten fihren und die remutierten Viren Verbreitung finden. Der
eigentliche Vorteil des retroviralen Gentransfers, dass die Erbinformation in das
menschliche Genom stabil eingebaut werden kann, erweist sich hinsichtlich einer
madglichen Mutagenese durch unkontrollierten Einbau als unkalkulierbares Risiko
(Kay 2003).

Enzymersatztherapie:

Durch  Substitution von Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) soll oral
aufgenommenes Phenylalanin vor Aufnahme Uber die Dinndarmschleimhaut im
Gastrointestinaltrakt abgebaut werden. Durch die verminderte Aufnahme von
Phenylalanin normalisiert sich die Plasma-Phenylalaninkonzentration. Neben den
hohen Kosten und der Suche nach einem spezifischen Proteasehemmer zur
Verhinderung einer Degradierung der PAL durch intestinale Proteasen, konnten
bisher keine Aussagen UUber immunologische Reaktionen bei Langzeittherapie

gemacht werden (Sarkissian 1999).
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Verabreichung grol3er neutraler Aminosauren:

Durch eine Behandlung mit grof3en neutralen Aminosauren wird versucht, das
Gleichgewicht des Transportes von Phenylalanin und anderen grof3en neutralen
Aminosauren durch die Blut-Hirn-Schranke wiederherzustellen. Damit lie3en sich die
hohen intrazerebralen Phenylalaninkonzentration senken, deren toxische Effekte die
neurophysiologischen Stoérungen und Verhaltensauffalligkeiten verursachen (Van
Spronsen 1998; Zielke 2002).

1.1.9 BH,-sensitive HPA

Seit 1999 sind in der Literatur einige Einzelfallberichte Uber Patienten mit PAH-
Defekt erschienen, bei denen die orale Verabreichung pharmakologischer Dosen des
naturlichen Kofaktors der PAH, BH4, zu einem Absinken der Plasma-
Phenylalaninkonzentration fihrte, obwohl kein Kofaktormangel vorlag (Kure 1999;
Spaapen 2001; Trefz 2001; Lindner 2001; Lassker 2002).

Die therapeutische Gabe von BH, erfolgte bisher nur bei BH;-Synthese-Defekten zur
Substitution des fehlenden Kofaktors (Danks 1975; Smith 1985). Ein therapeutischer
Einsatz von BH,; bei Patienten mit einem PAH-Defekt war bisher nicht erwogen
worden, da diese keinen BHs;-Mangel aufweisen.

Der zur Erfassung der Patienten mit Kofaktormangel entwickelte BH,—Belastungstest
mit einer Beobachtungsdauer von acht Stunden war bei oben genannten Patienten in
der Regel negativ ausgefallen, da die Plasma-Phenylalaninkonzentration bei
Patienten mit BHs—sensitiver HPA durch Defekt des Apoenzyms ohne
Kofaktormangel in den meisten Fallen erst spater, also 12-24 Stunden nach Gabe
von BH,, abféllt.

Aus diesem Grund war bei diesen Patienten trotz durchgefihrtem BHy-
Belastungstest in der Neugeborenenperiode viele Jahre lang das Phanomen der

BH,—Sensitivitat tbersehen worden.
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1.2 Zielsetzung und Fragestellung

Der zufélligen klinischen Beobachtung der BHs-Sensitivitat bei Patienten mit Defekt
der PAH durch Mutationen im PAH-Gen ohne Kofaktormangel sind wir im Rahmen
einer systematischen klinisch-experimentellen Studie nachgegangen.

Ziel der Studie war es, einen Beitrag zur Aufklarung der biochemischen und

molekularen Grundlagen der BH4-sensitiven HPA bei PAH-Defekt zu leisten.

Im Detail sollten folgende Fragen beantwortet werden:

e Wie haufig ist das Phanomen des BHs-sensitiven PAH-Defektes, also bei
welchem Prozentsatz der Patienten mit Defekt der PAH durch Mutationen des
PAH-Gens flihrt die Behandlung mit BH; zu einer signifikanten Reduktion der
Plasma-Phenylalaninkonzentration?

e FUhrt BHs zu einer Verbesserung der Phenylalanin-Oxidationsrate in vivo, lasst
sich also der Effekt von BH,4 auf die Plasma-Phenylalaninkonzentration auf eine
Steigerung der PAH-Enzymaktivitat zurtickfihren?

e Besteht fUr die BHj-Sensitivitat eine Genotyp-Phanotyp-Korrelation, das heif3t,
wie verteilen sich die betroffenen Mutationen auf die Proteinstruktur der PAH und
lasst sich das phanotypische Merkmal der BHj-Sensitivitdt bei Kenntnis der

zugrundeliegenden Mutation voraussagen?
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2 Patienten und Methoden

2.1 Patienten

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurden 38 Patienten mit HPA durch Defekt der
PAH untersucht (Kenncode ID 1-38). Dabei handelte es sich um 24 weibliche und 14
mannliche Patienten.
Abhangig von der Plasma-Phenylalaninkonzentration vor Beginn der diatetischen
Behandlung wurden die Patienten folgendermal3en klassifiziert:
e 10 Patienten mit milder HPA
(Plasma-Phenylalaninkonzentrationen 120-600 pmol/l; Alter 15 Tage bis 10
Jahre/ Mittelwert: 4 Jahre und 1 Monat)
e 21 Patienten mit milder PKU
(Plasma-Phenylalaninkonzentrationen 600-1200 pmol/l; Alter 8 Tage bis 17
Jahre/ Mittelwert: 6 Jahre und 4 Monate)
e 7 Patienten mit klassischer PKU
(Plasma-Phenylalaninkonzentrationen > 1200 umol/l; Alter 1 Tag bis 9 Jahre/
Mittelwert: 3 Jahre und 7 Monate)

Insgesamt untersuchten wir sieben Neugeborene, 24 Kinder unter 10 Jahren, 7
Kinder zwischen 10 und 15 Jahren und eine Patientin alter als 15 Jahre. Wir
schlossen Geschwister in die Untersuchung mit ein, da die Phenylalanin-
Homoostase auch durch nicht-genetische Faktoren beeinflu3t werden kann. Bei ID 6
und 13 handelte es sich um turkische Geschwister, bei ID 15, 17 und 23 um
italienische Geschwister und bei ID 30 und 31 um deutsche Geschwister.

Die Neugeborenen ID 8, 12, 19, 23 waren innerhalb der ersten Lebenswoche
untersucht worden, und somit unterlag deren Ernahrung bis zum Zeitpunkt der
Untersuchung keiner Eiweil3restriktion. Eine Ausnahme machte Patientin ID 36, bei
der auf Grund einer fetalen DNA-Analyse eine klassische PKU vor Beginn des
Testes nachgewiesen worden war.

Bei den Geschwistern ID 6 und 13 war eine Diateinstellung wegen der geringen
Compliance der Eltern trotz intensivster Bemihungen nicht méglich.

ID 18 erhielt eine stark restriktive Diat, da wiederholt Werte tber dem angestrebten
therapeutischen Bereich von 600 pumol/l aufgetreten waren. Bei ID 10 und ID 16
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wurde die Phenylalanin-Restriktion aufgehoben, da die Patienten alter als zehn
Jahren waren und dabei keine Werte tiber 900 pumol/l aufwiesen.

Patienten mit milder oder klassischer PKU, die retrospektiv untersucht wurden,
wurden entsprechend ihrer individuellen Phenylalanintoleranz mittels einer
phenylalaninarmen Diat behandelt (Bremer 1997).

Ein Defekt der BH4-Synthese oder -Regeneration war bei allen Patienten durch die
Analyse der Pterine Neopterin und Biopterin im Urin (Fukushima 1980; Nixon 1980)
und der Aktivitdt der DHPR in Erythrozyten ausgeschlossen worden (Blau 1999;
Surplice 1990).

Bei allen Patienten wurde sowohl fur die molekulargenetischen Untersuchungen als
auch fir den Atemtest mit **C-markiertem Phenylalanin ein schriftliches
Einverstandnis der Erziehungsberechtigten eingeholt, da es sich ausschliel3lich um
minderjahrige Patienten handelte. Dem Einverstandnis war jeweils ein ausfuhrliches

Aufklarungsgesprach vorausgegangen.

2.1.1 Kontrollkollektiv

Als Kontrollkollektiv dienten 12 gesunde (funf weibliche /sieben mannliche) Kinder im
Alter zwischen 4 Tagen und 15 Jahren (Kenncode ID K-39 bis K-50). Bei keinem
dieser Kinder war im Neugeborenenscreening eine erhdohte Plasma-

Phenylalaninkonzentration festgestellt worden (siehe Kapitel 3.5).
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Tabelle 4: Charakterisierung der Patienten

Patientencharakterisierung

Untersuchung zum Ausschlul’ einer
atypischen PKU

ID |Alter |Geschlecht |Plasma- Phenylalanin- |Neopterin |Biopterin im |[DHPR-Aktivitat in
in Phenylalanin- |toleranz vor im Urin* Urin* Erythrozythen
Jahren konzentration |Therapie (Normwert: |(Normwert: [(Normwert:

vor Therapie |[mg/kg KG pro |1,1-4,0 0,5-3,0 2,0-5,0 pU/g Hb)
[umol/1] Tag] mmol/mol |mmol/mol
Kreatinin) |Kreatinin)

1 0,2 W 360 voll gestillt 0,55 1,7 2,5

2 0,1 W 342 voll gestillt 1,53 0,43 2,9

3 0,1 W 288 voll gestillt 2,32 0,34 2,2

4 6,7 M 240 keine Diéat 1,30 2,40 4,3

5 10 W 300 keine Diét 1,60 2,80 34

6 4,5 W 702 25 2,50 0,80 4,3

7 5 wW 330 keine Diét 2,30 1,80 4,2

8 0,1 W 684 voll gestillt 4,26 0,72 2,2

9 4,5 W 174 keine Diét 3,50 0,90 3,7

10 | 129 W 678 keine Diat 9,59 1,22 3,9

11 6,9 W 150 keine Diét 2,10 2,30 3,7

12 0,1 wW 750 voll gestillt 1,73 0,44 3,6

13 3,8 M 606 25 0,60 0,70 2,8

14 6,1 W 150 keine Diét 1,00 1,80 2,3

15 5,6 M 924 15 1,80 1,40 3,5

16 | 11,2 W 612 keine Diat 0,80 2,90 3,3

17 3,2 M 882 24 2,30 1,00 2,9

18 9,9 M 720 8,9 7,60 4,20 3,0

19 0,2 M 606 voll gestillt 7,36 1,78 2,5

20 0,6 W 750 56 4,30 0,70 2,3

21 7,5 W 690 25 1,60 1,29 2,1

22 4,7 M 756 17 2,10 5,10 2,8

23 0,1 w 622 voll gestillt 3,19 0,77 1,7

24 | 171 w 708 keine Diat 2,78 1,20 3,1

25 | 125 M 702 44 2,90 1,70 2,8

26 4,2 w 312 keine Diat 2,61 1,39 3,0

27 13 M 780 12,5 2,90 1,10 3,0

28 55 M 1500 12 6,40 1,80 4,0

29 4,2 W 846 17 3,40 1,80 3,4

30 | 10,9 M 738 25 1,01 1,81 2,3

31 | 128 W 600 21 4,60 2,40 2,2

32 8,7 W 654 17 11,12 3,53 2,9

33 0,6 W 1341 25 1,22 0,55 2,1

34 4,3 W 1860 13 3,90 0,70 3,5

35 9,5 M 1440 12 10,2 2,00 3,3

36 0,1 W 1210 19 7,14 2,61 2,5

37 1,3 M 1270 14 3,60 1,50 2,7

38 7 M 1450 10 6,60 0,90 29

* Geringgradige Abweichungen vom Normbereich sind ohne pathologische Relevanz.
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2.2 Studiendesign

Die Studie gliedert sich in vier Abschnitte. Der erste Abschnitt beinhaltet einen *3C-
Phenylalaninoxidationstest ohne Gabe von BH; zur Bestimmung der
pratherapeutischen Phenylalanin-Oxidation in vivo. Anschlielend wurde bei jedem
Patienten ein kombinierter Phenylalanin-BH,-Belastungstest durchgefuhrt (zweiter
Abschnitt).  Der  drite  Abschnitt  beinhaltete  einen  zweiten  **C-
Phenylalaninoxidationstest unter Kurzzeittherapie mit BH; mit einem Abstand von
mindestens 48 Stunden zum ersten Belastungstest, um den Effekt phamakologischer
Dosen des Kofaktors auf die Aktivitdt der PAH in vivo zu untersuchen. Daruber
hinaus wurde bei allen Patienten eine Mutationsanalyse des PAH-Gens
durchgefuhrt.
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Erster **C-Phenylalanin (6 mg/kg)-Atemtest

ohne BH4

Atemproben:

im 5 min Intervall fir 80 min, im 10 min Intervall fir 100 min

Kombinierter Phenylalanin-BH,-Belastungstest
Blutprobe (Phenylalanin im Vollblut)
Phenylalanin Belastung (100 mg/kg p.o.)
Blutprobe (Phenylalanin im Vollblut) nach 1 h
BH4-Belastung (20 mg/kg p.o.)

Blutproben (Phenylalanin im Vollblut): nach 4 h, 8 h, 15 h

Zweiter *3*C-Phenylalanin (6 mg/kg)-Atemtest
mit BH4

Atemproben:

im 5 min Intervall fir 80 min, im 10 min Intervall fir 100 min

Mutationsanalyse PAH-Gen

Abbildung 4: Ubersicht tiber die einzelnen Studienabschnitte
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2.3 Kombinierter Belastungstest mit Phenylalanin und BH,4

Die Phenylalaninbelastung erfolgte mittels einer Mahlzeit, die 100 mg L-Phenylalanin
pro kg Korpergewicht enthielt und den individuellen Ernahrungsgewohnheiten des
Patienten entsprechend zusammengestellt wurde. Bei den Neugeborenen wurde die
Phenylalaninmenge in Form eines EiweiRkonzentrates (Protein 88, Novartis,
Osthofen) liber eine Magensonde verabreicht.

Eine Stunde nach Ende dieser Phenylalaninbelastung nahmen die Patienten 20 mg
BH, (Schricks Laboratories, Jona, Schweiz) pro kg Kérpergewicht ein. Dabei wurden
die Tabletten in Wasser aufgelost und unmittelbar getrunken bzw. bei den
Neugeborenen tber eine Magensonde verabreicht.

Zur Bestimmung der Phenylalaninkonzentrationen im Vollblut wurde vor und eine
Stunde nach der Phenylalaninbelastung sowie vier, acht und finfzehn Stunden nach
der Gabe von BH, kapillar Blut abgenommen und auf Filterpapierkarten aufgetragen.
Waéhrend des Testes wurden die Neugeborenen mit Muttermilch oder volladaptierter
Sauglingsnahrung gefuttert. Die alteren Kinder erhielten 6 bis 8 Stunden nach BHy-
Gabe jeweils eine standardisierte Mahlzeit mit 10 mg Phenylalanin pro kg

Kdrpergewicht.

Analyse der Phenylalaninkonzentration im Vollblut

Die Phenylalaninkonzentrationen im Vollblut wurden mittels Elektospray-lonisation-
Tandem-Massenspektrometrie bestimmt (Chace 1993; Millington 1990).

Der Tandemmassenspektrometer besteht dabei aus zwei hintereinandergeschalteten
Massenspektrometern (MS), die mit einer Kollisionszelle verbunden sind. Dabei
erlaubt die Elektrospray-lonisation die kontinuierliche Injektion flissiger Proben in
das MS ohne, dass die zu analysierenden Molekile schon in der lonenquelle in
Bruchstiicke zerfallen (Smith 1990; Griffiths 2001).

Fur die Analyse werden aus den blutgetrankten Filterpapierkarten kreisférmige
Areale von 4,3 mm Durchmesser ausgestanzt. Diese Stanzlinge werden in
Mikrotiterplatten zunachst mit Methanol versetzt. Dem Methanol sind die
deuterisierten Standards zugesetzt. Die Methanollésung dient neben der Extraktion
der Aminoséauren auch der Proteinfallung sowie der Abtrennung des Extrakts von der
verbleibenden Papiermatrix. Nach Eindampfen des Methanols erfolgt die

Derivatisierung mit Butanol-HCI. Nach erneutem Eindampfen werden die Butylester
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in einem Methanol- Wasser-Gemisch aufgenommen und mit einer Flussrate von 30
pul/min in die lonenquelle injiziert. Hier wird das Untersuchungsmaterial unter Hitze im
Hochvakuum in lonen uberfihrt. Die erzeugten positiv geladenen lonen werden
anschlieBend ladungsabhangig in einem elektrischen Feld beschleunigt und zu
einem monoenergetischen lonenstrahl gebindelt. Dieser wird in ein erstes
Massenspektrometer gefiihrt, in dem eine Vorselektion der lonen entsprechend ihres
Masse/Ladung-Verhaltnisses erfolgt. Hierbei wird der lonenstrahl durch ein
Hochfrequenzfeld, das durch vier konzentrisch parallel zueinander angeordnete
Stabelektroden erzeugt wird, massenabhangig in Schwingung versetzt. Die
Schwinungsamplitude bleibt nur flr lonen einer bestimmten Masse so grol3, dass sie
passieren kbnnen. Die vorselektierten lonen gelangen dann in eine mit Inertgas
(Stickstoff) gefiillte Kollisionszelle, in der die Molekilionen durch die Stol3energie bei
der Kollision mit den Gasmolekilen in spezifische Bruchstiicke zerfallen
(Fragmentation der Molekile). Die Aminosauren spalten dabei immer ein
Neutralteilchen der Masse 102 Dalton ab. Durch diese Charakteristik kénnen
Aminosauren von anderen Metaboliten getrennt werden, z. B. spalten Acylcarnitine
ein Neutralteilchen der Masse 85 Dalton ab. Die fragmentierten lonen werden in
einem zweiten MS aufgetrennt und anschliel3end einem Detektor zugefuhrt. Aus den
Masse-Ladungs-Verhaltnissen des Ausgangsmolekils (1. MS) wund den
Spaltprodukten (2. MS) kdnnen beliebige Metabolite &ufRerst sensitiv und spezifisch
bestimmt werden.

Die Untersuchungen wurden im Rahmen einer Kooperation im Labor Dr. Becker, Dr.

Olgemodller und Partner in Miinchen durchgefuhrt.
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Abbildung 5: Ablauf der Tandem-Massenspektrometrie.
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2.4 *C-Phenylalaninoxidationstest

Die alteren Patienten wurden nuchtern zwischen 7.00 und 9.00 Uhr einbestellt. Bei
den Neugeborenen wurde der Untersuchungsbeginn den Stillzeiten angepasst. Vier
Stunden nach einer Mahlzeit wurde mit dem Test begonnen.

Vor Beginn der Untersuchung wurden Korpergewicht und Korpergrol3e ermittelt. Zur
Bestimmung der Oxidationsrate von Phenylalanin in vivo wurde jedem Probanden 6
mg/kg Korpergewicht L- [1-*C] Phenylalanin (Euriostop, Paris, Frankreich) oral
verabreicht. Dabei wurde der Tracer in 25% Glucose-Saccharid-Losung
(Dextroneonat, SHS, Heilbronn) und in Fencheltee in einer Konzentration von 2
mg/ml aufgel6st. Wahrend bei den alteren Kindern in einen speziellen Atembeutel
bzw. direkt in ein Proberdhrchen mit einem Strohhalm ausgeatmet wurde, wurde die
Ausatemluft bei den Neugeborenen lber eine Nasenbrille in eine 10 ml Spritze
abgesogen. Die Ausatemluft wurde in Vakutainern (Labco, Buckinghamshire, UK) bis
zur Analyse mittels Isotopen-Ratio-Massenspektrometrie (deltaS, Thermoquest,
Bremen, Deutschland) aufbewabhrt.

15, 10 und 5 Minuten vor der Tracer-Einnahme wurde jeweils ein basaler
Ausgangswert gemessen. Nach der Tracer-Einnahme wurde zuerst lber einen
Zeitraum von 80 Minuten alle 5 Minuten, dann wahrend der folgenden 100 Minuten
alle 10 Minuten eine Ausatemluftprobe (10 ml) gewonnen.

Frilhestens 3 Tage nach dem ersten *C-Phenylalaninoxidationstest fiihrten wir den
zweiten Atemtest durch. Jeder Proband erhielt zuvor Gber einen Zeitraum von 30
Stunden 10 mg BH4/kg KG pro Tag, wobei die letzte Dosis drei Stunden vor Beginn
des Atemtestes eingenommen werden sollte. Der weitere Ablauf des zweiten

Atemtestes erfolgte in Analogie zum ersten.

Bestimmung von *CO; in der Ausatemluft

13C-markiertes Phenylalanin wird rasch nach oraler Gabe im Duodenum resorbiert
und Uber den Zitronensaurezyklus zu *CO, metabolisiert. Wahrend radioaktive
Isotope anhand ihrer Strahlung detektiert werden kdnnen, reicht bei stabilen Isotopen
der geringfligige Massenunterschied von nur einem Neutron zur Detektion aus. Die
Bestimmung von CO, in der Ausatemluft erfolgte mittels Gas-Isotopen-

Massenspektrometrie (,gas isotope ratio mass spectrometry”) (Preston 1988). Das
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Prinzip dieser Untersuchung besteht darin, dass zunachst gaschromatographisch
aus den Atemgasen Kohlendioxid abgetrennt wird, das in das eigentliche MS
gelangt. In einer lonenquelle werden die Kohlenstoffmolekile durch
Elektronenbeschul3 ionisiert und danach in einem konstanten Hochspannungsfeld
beschleunigt. Dabei nehmen leichtere lonen hohere Geschwindigkeiten auf als
schwerere lonen gleicher Ladung. Beim anschlieRenden Flug durch ein Magnetfeld
werden schnelle lonen durch die Lorenzkraft starker abgelenkt. So beschreiben
schwerere und leichtere lonen unterschiedliche Flugbahnen, werden raumlich
voneinander getrennt und konnen somit selektiv auf verschiedenen Kollektoren
aufgefangen werden. Beim Aufprall der lonen auf die Kollektoren werden
Stromsignale gemessen, die als Verhaltnis der schwereren zu den leichteren lonen
ausgewertet werden.

Die '3CO,-Wiederfindungsrate in der Ausatemluft wurde ausgehend von einer
Gesamt CO,-Produktion von 300 mmol/ Stunde x m? Korperoberflache berechnet
(Treacy 1997; Vantrappen 1989).

Die Korperoberflache (BSA) wurde durch GrofRe und Gewicht nach folgender
Gleichung berechnet:

BSA (m?) = Gewicht (kg) >**"® x GroRe (cm) %39* x 0,024265 (Haycock 1978)

Das gemessene Isotopenverhéltnis der Probe wird unter Bezug auf das bekannte
Isotopenverhaltnis eines Standardgases (International limestone standard,
PeeDeeBelmnite (PDB)) als sogenannter Deltawert ausgedriickt. Bezogen auf
diesen errechnen sich die prozentualen **C-Konzentrationen als Ergebnis des **CO,-
Atemtests, die auch als PCR Wert (Percentage of *C recovered) oder *CO.-
Wiederfindungsrate bezeichnete werden und tber die sich der dynamische Prozel3
der Untersuchung darstellen l&sst.

Die numerische Addition der PCR ermittelt die kumulative PCR oder kumulative
13C0,-Wiederfindungsrate, mit Hilfe derer eine Aussage iber den globalen Prozef
der Untersuchung gemacht werden kann (Ghoos 1993).

Die Atemgasanalysen wurden von Herrn Dr. H. Demmelmair im Stoffwechsellabor
der Kinderklinik (Prof. Dr. B. Koletzko) durchgefthrt.
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Tabelle 6: Gemessene und berechnete Parameter der **C-Atemteste (Braden 2003)

Parameter Symbol Berechnung

Isotopenverhéltnis in der Atemprobe Rp Anzahl der ,schweren, Molekiile *CO,/

Anzahl der ,leichten, Molekile **CO,

Isotopenverhéltnis in einem Standard-Gas Rsmo Anzahl der ,schweren, Molekiile *CO,/
(PeeDeeBelmnite mit Rppg = 0,01123) Anzahl der ,leichten, Molekiile 12002
Delta-permille-Wert ) ((Rp /Rstp)-1) X 100
Delta-over-baseline-Wert " DOB Sprobe-OAusgangswert vor Tracerapplikation
®CO,-Wiederfindungsrate pro h™ %Dosis/h (Menge abgeatmetes “°C pro h x 100)/

(Menge eingesetztes *C)

DOB x Rstp /1000 x CO, — Produktion x 100

mg Substrat/MG x n x BSA

Kumulierte >CO,-Wiederfindungsrate %Dosis | Integration der >CO,-Wiederfindungsrate tiber die
Zeit

" Aufgrund des schwankenden natiirlichen C-lsotopenvorkommens im menschlichen Kérper werden alle gemessene “CO,—
Anreicherungen in den Atemproben auf einen basalen Ausgangswert vor Aufnahme der Tracersubstanz bezogen (Delta-over-
baseline-Wert).

Zur Quantifizierung des Atemtests lasst sich berechnen, wie viel Prozent der urspringlich im Tracermolekil eingesetzten Menge
3¢ wieder als *CO, abgeatmet wird (Wiederfindungsrate). Dazu ist es erforderlich, die endogene Gesamtkohlendioxidproduktion
zu kennen oder abzuschéatzen. Diese wurde uber die Kérperoberflache approximiert.

BSA, Kérperoberflache; n, Anzahl der **C—Atome im Substratmolekiil; MG, Molekulargewicht des Substrats

2.5 Mutationsanalyse des PAH-Gens

Fur die DNA-Praparation standen zwischen 1,5 und 5 ml Vollblut (EDTA-Blut) zur
Verfugung. Nach Lyse der Erythrozyten wurden die Leukozyten abzentrifugiert.
AnschlieRend wurde das Leukozyten-Pellet mit Proteinase K-Puffer inkubiert, um
noch vorhandenes Protein abzuspalten. SDS als Detergenz lysiert die
Zellmembranen der Leukozyten. Mit Hilfe von Ethanol wurde die genomische DNA
gefallt, gewaschen und getrocknet. Anschlie3end wurde sie in TE-Puffer geloést und

bei 4 °C gelagert.
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Die 13 genomischen Fragmente mit den Exon flankierenden Sequenzen des PAH-
Gens wurden mittels Polymerase Ketten Reaktion (PCR) amplifiziert und
sequenziert.

Die nicht-radioaktive Sequenzierung von PCR-Produkten mittels Cycle Sequencing
beruht wie die radioaktive Sequenzierung auf dem Kettenabbruch (Sanger 1977). Bei
der nicht-radioaktiven Methode werden statt eines radioaktiv markierten Nukleotids
vier mit Fluorescein-Farbstoffen markierte Didesoxynukleotide (Terminatoren)
verwendet. Der Einbau der markierten Nukleotide erfolgt in einer PCR-Reaktion mit
nur einem Primer. Da jedes Nukleotid mit einem anderen Farbstoff markiert ist, wird
nur ein Sequenzier-Ansatz bendtigt (Guldberg 1993). Nach der Sequenzierung
wurden die Proben gereinigt, um nicht eingebaute, fluoreszenzmarkierte Nukleotide
zu entfernen. Die Mutationsanalyse erfolgte zum Teil im Labor Dr. Nevinny-Stickel,
Munchen, zum Teil im Labor von Prof. Dr. E. Albert in der Kinderpoliklinik und zum
Teil im eigenen Labor (molekulargenetisches Labor der Kinderklinik) mit einem ABI
16-Kapillar-Sequenzierer (ABI 3100). Ausgewertet wurden die Sequenzen mit Hilfe
des Computerprogrammes Sequence Navigator TTP1.0 der Firma Applied

Biosystems.

2.6 Strukturelle Lokalisation der Mutationen auf dem PAH-
Protein

Fir das Verstandnis der biochemischen Funktion eines Proteins sind Kenntnisse
uber den Aufbau dessen dreidimensionaler Struktur hilfreich.

So wurde zunachst ein N-terminal trunkiertes Homodimer (Aminosaurereste 103-
424) der humanen Phenylalaninhydroxylase kristallisiert (Erlandsen 1997) und
mittels Rontgenstrukturanalyse genauer untersucht (Erlandsen 1997). In der Folge
gelang es, die humane Phenylalaninhydroxylase als N-terminal trunkiertes
Homotetramer (Aminosaurereste 118-452) zu kristallisieren (Fusetti 1998).
SchlieBlich konnte die Struktur der N-terminalen regulatorischen Doméane der
humanen Phenylalaninhydroxylase aufgeklart werden, in dem ein C-terminal
trunkiertes Monomer (Aminosaure 1-429) kristallisiert wurde (Kobe 1999). Um ein
vollstdndiges Modell der dreidimensionalen Struktur der humanen Phenylalanin-

hydroxylase zu erhalten, wurden die einzelnen Kristallstrukturen durch computer-
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gestiitzte Modellrechnungen zusammengefiigt und noch bestehende kleinere Licken
durch Vergleich mit der Kristallstruktur der Tyrosinhydroxylase aufgefuillt.

Mit Hilfe der Aminosauresequenz eines Proteins besteht dartber hinaus die
Maoglichkeit, in silico eine Vorhersage Uber die dreidimensionale Tertiarstruktur eines
Proteins zu treffen. Hierzu stehen unterschiedliche Tools zur Verfligung, wie z.B. das
Swiss-Model. Swiss-Model ist ein Programm, welches eine Strukturvorhersage ftrifft,
in dem es eine Homologie-Modellierung sequenzverwandter Proteine durchfihrt.
Man gibt hierbei die Proteinsequenz des Proteins mit bereits bekannter Struktur als
.remplate” ein und eine weitere Proteinsequenz, deren Struktur angepaldt werden
soll, als ,Target“. Die Daten werden verglichen und somit eine Struktur des Targets
vorgeschlagen. Die berechneten Modelle kébnnen dann mittels SwissPDBViewer
visualisiert und modifiziert werden (Guex 1997).

Uns gelang es mit Hilfe dieses Programmes, das BH4-gebundene PAH-Monomer

vollstandig dreidimensional darzustellen.

2.7 Statistische Auswertung

Bei einem groRBen Teil der interessierenden Variablen handelt es sich um nicht
normal verteilte GrolRen. Deshalb wurden die Daten mittels nichtparametrischer
Testverfahren analysiert und die korrespondierende Darstellungsform mit Median
und 25%-Perzentile (Q1) bzw. 75%-Perzentile (Q2) anstelle von Mittelwert und
Standardabweichung verwendet (Sachs 1984). Der Abstand zwischen Q1 und Q2 ist
dabei als Quartilenabstand (= Q-Range (QR)) wiedergegeben.

Die Ergebnisse wurden bei verbundenen Stichproben mit dem Wilcoxon Test und bei
unverbundenen Stichproben mit dem Mann-Whitney-U-Test auf Signifikanz gepruft.
Das Signifikanzniveau wurde bei o = 5% festgesetzt. Die Korrelations- und

Regressionsanalysen wurde mit dem Statistikprogramm SPSS 10,0 durchgefthrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Kombinierter Phenylalanin-BH4;-Belastungstest

BH;-Sensitivitat wurde folgendermal3en definiert: Abfall der
Phenylalaninkonzentration im Vollblut 15 Stunden nach BH, Gabe um mindestens
30% des Ausgangswertes vor Gabe von BHy.

Alle 10 Patienten mit milder Hyperphenylalaninamie (MHP) und 17 von 21 Patienten
mit milder PKU erflllten dieses Kriterium und wurden daher als BHj-sensitiv
eingestuft. Nur 4 der Patienten aus der Gruppe der Patienten mit milder PKU und alle
7 Patienten mit klassischer PKU erfillten nicht das in dieser Studie definierte
Kriterium der BH;-Sensitivitat.

In der Gruppe der 10 Patienten mit MHP sank der Median fur die
Phenylalaninkonzentration im Vollblut von 363 pumol/l (QR: 280-489 umol/l) vor Gabe
von BH; auf 90 pmol/l (QR: 63-124 pmol/l) 15 Stunden nach BH; (p=0,005)
(Abbildung 5).

In der Gruppe der als BHy-sensitiv eingestuften Patienten mit milder PKU sank der
Median fur die Phenylalaninkonzentration im Vollblut von 583 pmol/l (QR: 467-733)
vor Gabe von BH,; auf 168 pmol/l (QR: 124-180 pmol/l) 15 Stunden nach BHg4
(p=0,0001) (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Phenylalaninkonzentrationen im Vollblut vor Gabe von Phenylalanin sowie vor und 4, 8
und 15 Stunden nach Belastung mit BH,. Die Boxplots stellen das 50 Prozent-Konfidenz-Intervall (25.-
75. Perzentile) dar; die schwarzen horizontalen Balken zeigen den Median; die Whiskers geben den
Maximal- und den Minimalwert an.
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In der Gruppe der als nicht BH4-sensitiv eingestuften Patienten mit milder PKU stieg
der Median fur die Phenylalaninkonzentration im Vollblut bei vergleichbarer
Ausgangskonzentration von 541 pmol/l (QR: 483-685 umol/l) vor Gabe von BH, auf
589 umol/l (QR: 548-624umol/l) 15 Stunden nach BH,4 an (p=1,0) (Abbildung 7).

Bei den Patienten aus der Gruppe der klassischen PKU betrug der Median flr die
Phenylalaninkonzentration im Vollblut 732 umol/l (QR: 435-953 pmol/l) vor Gabe von
BH4 und 683 pmol/l (QR: 654-977 pmol/l) 15 Stunden nach BH,4 (p=0,74) (Abbildung
7).
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Abbildung 7: Phenylalaninkonzentrationen im Vollblut vor Gabe von Phenylalanin sowie vor und 4, 8
und 15 Stunden nach Belastung mit BH,. Die Boxplots stellen das 50 Prozent-Konfidenz-Intervall (25.-
75. Perzentile) dar; die schwarzen horizontalen Balken zeigen den Median; die Whiskers geben den
Maximal- und den Minimalwert an.

Betrachtet man die zeitlichen Verlaufe der Phenylalaninkonzentrationen im Vollblut,
so zeigt sich eine erhebliche interindividuelle Variabilitat beztglich des Ansprechens
auf die Gabe von BH,. Bei einigen Patienten sank die Phenylalaninkonzentration im
Vollblut bereits innerhalb der ersten vier bis sechs Stunden ab (,rapid responder”),
wie es fur Patienten mit angeborenen Stdérungen der Synthese oder Regeneration
von BH; beschrieben ist, wahrend andere langsamer reagierten und sich die
maximale Wirkung erst nach acht bis finfzehn Stunden einstellte (,slow responder)
(Abbildung 8).
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Abbildung 8: Zeitlicher Verlauf der Phenylalaninkonzentration im Vollblut nach Gabe von BH,. Bei
sechs reprasentativen Patienten zeigt sich ein unterschiedlich schnelles Ansprechen der
Phenylalaninkonzentration nach Gabe von BH,.
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3.2 Bestimmung der in vivo **C-Phenylalanin-Oxidations-
rate

3.2.1 Fraktionelle **CO,-Bildung der in vivo **C-Phenylalanin-
Oxidationsrate

Die Analyse der fraktionellen **CO,-Bildung bei gesunden Probanden zeigte eine

initial geringe Produktion von *3CO, gefolgt von einem meist linear verlaufenden

Anstieg der **CO,-Bildung. Die maximale Oxidationsrate wurde nach 10-30 Minuten

erreicht, danach nahm die *3*CO,-Bildung kontinuierlich ab (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Fraktionelle Analyse der *CO,-Wiederfindungsrate bei einem reprasentativen
Probanden aus der Kontrollgruppe gesunder Kinder.

Bei Patienten mit einem Defekt der PAH zeigte sich vor der BHs-Behandlung im
zeitlichen Verlauf der fraktionellen *3CO,-Bildung eine deutliche Abweichung von den
Ergebnissen gesunder Probanden.

Bei Patienten mit MHP und milder PKU waren sowohl der initiale Anstieg als auch
die maximale Oxidationsrate vermindert. Die Kofaktor-Behandlung fuhrte bei einigen
BH;s-sensitiven Patienten vornehmlich zu einer Zunahme des initialen Anstiegs der
Kurve, wahrend bei anderen Patienten hauptséchlich eine Zunahme der maximalen

Oxidationsrate (Plateau) zu beobachten war (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Fraktionelle Analyse der **CO,-Wiederfindungsrate bei reprasentativen Patienten mit
klinischen Phanotypen unterschiedlicher Schwere vor () und nach (e) Kurzzeitbehandlung mit BH,.
Normalisierung des Kurvenverlaufs unter Behandlung mit BH,; bei BH,4-sensitiven Patienten mit MHP
und milder PKU.

Bei Patienten mit klassischer PKU waren der initiale Anstieg und die maximale
Oxidationsrate der fraktionellen **CO,-Bildung fast vollstandig aufgehoben. Die
Kofaktor-Behandlung fuhrte bei nicht BHs-sensitiven Patienten nur zu minimalen

Veranderungen der fraktionellen **CO,-Bildung (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Fraktionelle Analyse der **CO,-Wiederfindungsrate bei reprasentativen Patienten mit
klinischen Phanotypen unterschiedlicher Schwere vor () und nach (e) Kurzzeitbehandlung mit BH,.
Fehlende therapeutische Wirkung bei nicht BH,-sensitiven Patienten mit milder PKU und klassischer
PKU.
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3.2.2 Kumulative '*CO,-Bildung der in vivo 'C-Phenylalanin-
Oxidationsrate

In der vorliegenden Studie wurde das Kriterium der BHy4-Sensitivitat folgendermalf3en
definiert: Zuwachs der basalen kumulativen *3CO,-Wiederfindungsrate um
mindestens 15% nach Therapie mit BH; (10 mg/kg KG uber 30 Stunden). Dabei
wurde fur diesen Parameter der Mittelwert einer Kontrollgruppe aus 12 gesunden
Probanden als 100 Prozent-Marke festgelegt. Die Einzelwerte der Probanden der
Kontrollgruppe sind in Kapitel 3.5 aufgefthrt.

Die in vivo Oxidation des markierten **C-Phenylalanins ist ein MaR fiir die endogene
Aktivitat der Phenylalaninhydroxylase und spiegelt die unterschiedlich hohe residuale
Phenylalanin-Oxidationsrate bei unterschiedlichen klinischen Phanotypen wider.
Diese lag bei den 7 Patienten mit PKU bei 1,4 + 0,7% (Mittelwert + SD), bei den 21
Patienten mit milder PKU bei 3,0 + 1,4%, bei den 10 Patienten mit MHP bei 4,8 +
1,8% und bei den 12 Patienten der Kontrollgruppe bei 8,3 + 2,8% (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Kumulative Analyse der 13C02-Wiederfindungsrate pro Zeiteinheit eines Probanden aus
der Kontrollgruppe sowie jeweils eines reprasentativen Patienten mit MHP, milder PKU und PKU.

In der Kontrollgruppe der 12 gesunden Probanden lag der Median der kumulativen
13CO,-Wiederfindungsrate nach 180 Minuten ohne Behandlung mit BH4 bei 8,7%
(QR: 5,1-10,3) (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Kumulative *CO,-Wiederfindungsrate (180 Minuten) ohne BH, bei den Probanden aus
der Kontrollgruppe. Der Boxplot zeigt das 50% Konfidenz Intervall (25.-75. Perzentile); die schwarzen
horizontalen Balken zeigen den Median, die Whisker geben den Maximal- und den Minimalwert an.

In der Gruppe der 10 Patienten mit MHP stieg der Median der kumulativen **CO,-
Wiederfindungsrate von 5,6% (QR: 3,03-6,18) vor Gabe von BH, auf 7,35% (QR:
6,43-9,15) unter Therapie mit BH4 an (p=0,005). In der Gruppe der sensitiven milden
PKU, deren Zuwachs der basalen kumulativen **CO,-Wiederfindungsrate um
mindestens 15% nach Therapie mit BH; (10 mg/kg KG uber 24 Stunden) betrug,
stieg der Median der kumulativen **CO,-Wiederfindungsrate noch deutlicher von
3,5% (QR: 1,80-4,10) ohne Gabe von BH, auf 6,8% (QR: 5,80-9,40) unter Therapie
mit BH, an (p=0,0001) (Abbildung 14).

Damit verbesserte sich die Phenylalanin-Oxidationsrate bei Patienten mit milder PKU

deutlicher als bei Patienten mit MHP.
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Abbildung 14: Wirkung der Kurzzeitbehandlung mit BH,; auf die Phenylalanin-Oxidation in vivo.
Kumulative **CO,-Wiederfindungsrate (180 Minuten) vor und nach BH,-Behandlung (10 mg/kg KG
Uber 30 Stunden). Die Boxplots zeigen das 50% Konfidenz Intervall (25.-75. Perzentile); die
schwarzen horizontalen Balken zeigen den Median, die Whisker geben den Maximal- und den
Minimalwert an.

Bei den Ubrigen 4 Patienten mit milder PKU und bei allen 7 Patienten mit klassischer
PKU wurde das oben definierte Kriterium der BHs-Sensitivitat nicht erfillt. So stieg in
der Gruppe der 4 Patienten mit milder PKU der Median der kumulativen **CO,-
Wiederfindungsrate von 2,8% (QR: 2,05-3,93) ohne Gabe von BH, auf 3,35% (QR:
2,58-3,98) unter Therapie mit BH; (p=0,11). In der Gruppe der 7 Patienten mit
klassischer PKU stieg der Median der kumulativen **CO,-Wiederfindungsrate von
1,7% (QR: 0,70-1,90) ohne Gabe von BH, auf 1,9% (QR: 0,70-2,90) unter Therapie
mit BH,4 (p=0,17) (Abbildung 15).




Ergebnisse 37

nicht BH,-sensitiv

n=4 P=0.11 n=7 P=0.17

1301 Milde PKU PKU

6.5

] B3| |
| | B

vor BH, nach BH, vor BH, nach BH,

Kumulative ®CO, -Wiederfindungsrate
[% der applizierten Dosis]

Abbildung 15: Wirkung der Kurzzeitbehandlung mit BH, auf die Phenylalanin-Oxidation in vivo.
Kumulative 13C02-Wiederfindungsrate (180 Minuten) vor und nach BH4-Behandlung (10 mg/kg KG
Uber 30 Stunden). Die Boxplots zeigen das 50% Konfidenz Intervall (25.-75. Perzentile); die
schwarzen horizontalen Balken zeigen den Median, die Whisker geben den Maximal- und den

Minimalwert an.

3.3 Zusammenhang der Wirkung von BH; auf die
Phenylalaninkonzentration im Vollblut und auf die **C-
Phenylalanin-Oxidationsrate

Vor der Behandlung mit BH; zeigten alle Patienten  erhohte
Phenylalaninkonzentrationen im Vollblut von tGber 200 pmol/l und eine kumulative
13C0, Wiederfindungsrate unter 7%. Tragt man diese Parameter gegeneinander auf,
konnten BHg-sensitive und nicht BHs-sensitive Patienten nicht voneinander
unterschieden werden (Abbildung 16 links).

Nach BH,4-Therapie beobachteten wir zwei nicht Uberlappende, klar getrennte Cluster
von sensitiven und nicht-sensitiven Patienten mit HPA (Abbildung 16 rechts). Bei 23
der 27 BHy-sensitiven Patienten (ID 1-23) sanken die Phenylalaninkonzentrationen
unter Therapie auf Werte unter 200 pumol/l, wéahrend vier Patienten (ID 24-27) nur
moderat auf BH, ansprachen und Werte zwischen 200 und 400 pumol/l erreichten.
Nicht BHs-sensitive Patienten (ID 28-38) wiesen ohne Ausnahme nach BH4-Gabe

Phenylalaninkonzentrationen tiber 400 pmol/l auf.
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Die kumulative **CO,-Wiederfindungsrate stieg unter Therapie bei 13 der 27 BHa-
sensitiven Patienten auf Uber 7%, wahrend alle nicht BH4-sensitive Patienten (ID 28-
38) Werte unter 5% erzielten.
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Abbildung 16: Die Abbildung zeigt die Beziehung zwischen kumulativer **CO,-Wiederfindungsrate und
der Phenylalaninkonzentration im Vollblut. Die kumulative **CO,-Wiederfindungsrate wurde ohne und
mit BH,-Therapie (10 mg/kg KG tber 30 Stunden) 180 Minuten nach der Einnahme von *°C-
markiertem Phenylalanin gemessen; die Phenylalaninkonzentration im Vollblut wurde vor und 15
Stunden nach einer einmaligen Gabe von BH,; (20 mg/kg KG) bestimmt. Dabei wurden die Patienten
in Abhéangigkeit des Grades der BH-Sensitivitdt eingeteilt (schwarze Symbole BH,-sensitive
Patienten, graue Symbole moderat BH,-sensitive Patienten, weiRe Symbole nicht BH,-sensitive
Patienten).

BH, fuhrte bei BHs-sensitiven Patienten zu einer Reduktion der
Phenylalaninkonzentration im Vollblut von 37-92% und verbesserte die Phenylalanin-
Oxidationsrate um 10-91% .

Bei 33 der 38 Patienten mit HPA durch Defekt der PAH wurden im kombinierten
Phenylalanin-BH,-Belastungstest und im *C-Phenylalanin-Oxidationstest (iberein-
stimmende Auswirkungen auf die Stoffwechsellage erzielt. Bei vier Patienten (ID
2/4/7/26), bei denen im Phenylalanin-BH,-Belastungstest das Kriterium der BHy-
Sensitivitat erfullt war, stieg die Phenylalanin-Oxidationsrate lediglich um 8-14 %.

Ein Patient mit klassischer PKU (ID 25) zeigte nur einen leichten Abfall der
Phenylalaninkonzentration im Vollblut, wahrend die Oxidationsrate um 24% anstieg.
Weitere 7 der 11 Patienten, die nicht auf eine Kurzzeitbehandlung mit BH4

ansprachen, zeigten einen leichten Anstieg der **C-Phenylalanin-Oxidationsrate (2-
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14%), der jedoch das in der vorliegenden Studie definierte Kriterium der BHy-
Sensitivitat nicht erftllte (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Wirkung von BH, auf die Phenylalaninkonzentration im Vollblut und auf die **C-
Oxidationsrate bei 38 Patienten mit HPA. Der obere Teil der Graphik zeigt die
Phenylalaninkonzentration im Vollblut vor (Balken und Pfeile) und 15 Stunden nach der Gabe von BH,
(nur Balken). Der untere Teil der Abbildung zeigt die kumulative **CO,-Wiederfindungsrate nach
Einnahme von *C-markiertem Phenylalanin vor (Balken) und unter (Balken und Pfeile) BH,-
Behandlung. Der Normbereich (n.r. = normal range) der 13C-Phenylalanin-Oxidationsrate bei 12
gesunden Kontrollindividuen (im Alter zwischen 2 Tagen und 13 Jahren) ist dargestellt und betragt 8,3
+ 2,8% (Mittelwert £ Standardabweichung). Der erzielte therapeutische Effekt beziiglich der beiden
analysierten Parameter bei den einzelnen Patienten ist durch schwarze Pfeile dargestellt. Die
Patienten wurden nach aufsteigender Phenylalaninkonzentration im Vollblut nach BH4-Behandlung
sortiert und in Abhangigkeit des Grades der Sensitivitat in drei Gruppen eingeteilt.
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3.4 Ubersicht Einzelwerte

ID Phenylalaninkonzentration im Vollblut Kumulative 13C02-
[umol/l] Wiederfindungsrate
[% der applizierten Dosis]
vor vor 4h nach 8h nach 15h nach Prozentuale vor unter Prozentuale
Belastung Belastung Belastung Belastung | Belastung mit |Veranderung| Therapie | Therapie | Veranderung
mit mit BH, mit BH,4 mit BH,4 BH,4 nach 15 h mit BH, mit BH, |unter Therapie
Phenylalanin mit BH,
1 144 555 391 75 47 -91,5 2,2 4,1 +86,3
2 276 468 378 85 47 -90,0 1,8 2,7 +49,9
3 225 424 458 177 69 -83,7 3,3 7,4 +124,2
4 150 240 189 103 74 -69,2 6,1 7,2 +18,0
5 194 413 255 117 83 -79,9 6,4 9,6 +50,0
6 314 313 172 138 90 -71,2 1,0 9,2 +820,0
7 303 294 272 198 97 -67,0 6,1 7,3 +19,7
8 437 850 581 172 98 -88,5 1,5 5,7 +279,9
9 148 225 207 195 106 -52,9 5,5 10,1 +81,8
10 360 468 612 354 115 -75,4 3,3 12,6 +281,8
11 163 314 259 201 119 -62,1 5,7 7,9 +38,5
12 494 703 727 388 120 -82,9 1,8 4,3 +138,8
13 311 486 189 80 129 -73,5 1,8 6,8 +277,7
14 144 304 250 186 140 -53,9 4,8 9,0 +87,4
15 398 467 451 224 141 -69,8 4,2 8,2 +95,2
16 561 624 645 441 148 -76,3 4,3 11,5 +167,4
17 416 496 391 374 148 -70,2 4,9 9,6 +95,9
18 863 885 807 549 149 -83,2 3,9 6,3 +61,5
19 360 583 388 288 161 -72,4 3,8 6,1 +160,5
20 713 764 690 360 168 -78,0 0,3 3,5 +1066,6
21 483 637 622 346 172 -73,0 3,5 6,3 +79,9
22 238 430 586 344 176 -59,1 5,6 9,2 +64,2
23 296 404 406 265 184 -54,5 4,0 5,9 +47,5
24 565 651 717 387 270 -58,5 2,7 4.4 +62,9
25 528 564 679 500 341 -39,5 2,2 10,9 +395,4
26 353 557 563 595 349 -37,3 6,6 7,3 +10,6
27 631 768 823 659 418 -45,6 3,8 8,2 +115,7
28 133 310 702 658 536 -0,0 1,7 2,9 +70,5
29 532 719 848 801 539 -25,0 2,0 2,4 +20,0
30 402 583 631 595 578 -0,9 41 4,1 +0,0
31 357 499 417 525 600 +20,2 3,4 3,6 +5,8
32 424 478 644 644 632 +32,2 2,2 3,1 +40,9
33 331 435 635 657 654 +50,3 0,4 0,7 +75,0
34 190 448 610 673 655 +46,2 19 1,9 +0,0
35 568 953 852 657 683 -28,3 2,3 4.3 +86,9
36 729 1148 1037 1034 914 -20,4 1,1 0,5 -54,5
37 448 732 972 1031 977 +33,5 0,7 1,2 +71,4
38 792 951 1088 1171 1053 +10,7 1,8 2,1 +16,6
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3.5 Kontrollkollektiv

Das Kontrollkollektiv bestand aus 12 Probanden im Alter zwischen 20 Tagen und 13
Jahren. Wir fuhrten bei allen Kindern einen Atemtest nach oraler Verabreichung von
L- [1-*3C] Phenylalanin durch. Der Mittelwert der kumulativen *CO,-
Wiederfindungsrate betrug 8,3% (Standardabweichung + 2,8%). Es zeigte sich eine
Zunahme der Phenylalanin-Oxidationsrate mit zunehmendem Alter.

Bei Probandin ID K-7 wurde zusétzlich die kumulative **CO,-Wiederfindungsrate
nach einer BH4-Belastung (20 mg/kg Korpergewicht tber 24 Stunden) bestimmt und

ein Wert von 8,9% gemessen.

Tabelle 7: Kumulative Analyse der **CO,-Wiederfindungsrate bei 12 Kontrollindividuen

ID Alter Geschlecht Kumulative **C0O,
[Jahre] Wiederfindungsrate
[% der applizierten Dosis]
K-1 0,4 w 4,6
K-2 0,6 w 4,6
K-3 0,3 w 9,5
K-4 0,2 m 7,8
K-5 0,1 m 3,9
K-6 0,1 m 6,6
K-7 6,9 w 9,2
K-8 13,4 w 10,5
K-9 9,3 m 8,2
K-10 5,5 w 12,1
K-11 3,8 m 9,6
K-12 7,5 m 13,3
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3.6 Langzeitbehandlung mit BH,

Die Eltern von funf Kindern mit milder PKU im Alter von vier bis vierzehn Jahren
willigten in einen Langzeittherapieversuch mit BH; ein. Hierbei wurde die
phenylalaninarme Diat durch die orale Einnahme von BH, ersetzt. Das Medikament
wurde taglich in einer Dosierung zwischen 7,1 und 10,7 mg pro kg Kdrpergewicht in
drei Einzeldosen verabreicht. Die Behandlung dauerte 207 + 51,3 Tage (Mittelwert
Standardabweichung/ Range 166-263 Tage).

Die BH4-Behandlung filhrte zu einem Anstieg der taglichen Phenylalanintoleranz von
18,7 £+ 8,6 mg/kg Korpergewicht (KG) (Range 8,5-30 mg/kg KG) vor auf 61,4 £ 29,9
mg/kg KG (Range 17,9-90 mg/kg KG) unter Behandlung (p= 0,043). Wahrend der
medikamentdsen Therapie blieb die durchschnittliche Phenylalaninkonzentration im
Vollblut nahezu unverandert (unter diatetischer Behandlung 366 + 120 umol/l; unter

medikamentdser Therapie 378 + 173 pumol/l).

Tabelle 8: Einzelwerte der Patienten unter langfristiger Behandlung mit BH,,

ID | Verabreichte | Phenylaninkonzentration Phenylalanintoleranz Behandlungs-
BHg4-Dosis im Vollblut [umol/I] [mg/kg] pro Tag dauer
[mg/kg KG] vor unter vor unter [Tage]

pro Tag Therapie Therapie Therapie Therapie

2 9,4 450 294 25 54 177

6 10,7 522 252 8,5 17,9 166

22 7,1 270 690 30 90 166

33 7.8 354 282 15 65 263

34 7.8 234 372 15 80 263
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3.7 Weiterfiihrende Untersuchungen bei einem Patienten
mit klassischer PKU

Ein Patient mit klassischer PKU (ID 28) erfullte zwar nicht die hier gewahlten
Definitionskriterien flir BHs-Sensitivitat, zeigte jedoch unter Therapie mit BH, eine
Verbesserung der in vivo Phenylalanin-Oxidationsrate von 14%. Es wurde daher
beschlossen, eine weitere Untersuchungsreihe durchzuftihren, um zu prufen, ob eine
langfristige Gabe von BH,4 bei diesem Patienten zu einer signifikanten Verbesserung
der biochemischen Situation im Sinne einer Steigerung der diatetischen
Phenylalanintoleranz fuhrt. Dazu erhéhten wir fir drei Tage die Phenylalanin-Zufuhr
zunachst von 240 mg/d auf 900 mg/d und danach auf 1200 mg/d unter taglichen
Kontrollen der Phenylalaninkonzentration im Vollblut. Die Phenylalaninkonzentration
stieg dabei kontinuierlich, aber nicht tber 600 pumol/l an. Nach weiteren drei Tagen
erhielt der Patient zusatzlich 10 mg/kgKG BH,4 pro Tag und an den darauf folgenden
drei Tagen 18 mg/kgKG BH; pro Tag. Unter Therapie mit BH; sank die
Phenylalaninkonzentration im Vollblut auf die Halfte des Ausgangswertes. Nach
Absetzen von BH4 kam es zu einem Wiederanstieg der Phenylalaninkonzentration im
Vollblut (Abbildung 15 und Tabelle 8).

Dieser Befund spricht fur das Vorliegen eines Defektes der PAH, der partiell auf BH,4

anspricht.

10 18 BH, [mgrkg KG]
1200 | Phe [mg/d]

20 900 |

500

400 _

300 +

[umol/l]

200 +

100

Phenylalaninkonzentration im Vollblut

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Zeit [Tage]

Abbildung 18: Wirkung einer langfristigen Gabe von BH, auf die Phenylalaninkonzentration im Vollblut
bei einem Patienten mit klassischer PKU
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Tabelle 9: Ubersicht der Einzelwerte des Patienten (ID 28) unter Behandlung mit BH,

Zeit Phenylalaninzufuhr BH,-Zufuhr Phenylalaninkonzentration im
[mg/die] [mg/kgKGxdie] Vollblut [umol/l]
1. Tag 900 keine BH,-Gabe 383
2. Tag 900 keine BH,-Gabe 405
3. Tag 900 keine BH,-Gabe 424
4. Tag 1200 keine BH,-Gabe 417
5. Tag 1200 keine BH4-Gabe 452
6. Tag 1200 keine BH,-Gabe 499
7. Tag 1200 10 379
8. Tag 1200 10 361
9. Tag 1200 10 325
10. Tag 1200 18 252
11. Tag 1200 18 230
12. Tag 1200 18 218
13. Tag 1200 keine BH,-Gabe 310
14. Tag 1200 keine BH,-Gabe 359
15. Tag 1200 keine BH,-Gabe 342
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3.8 Genotypisierung und strukturelle Lokalisation der
Mutationen im PAH-Gen auf dem PAH-Protein

Die DNA wurde aus Leukozyten extrahiert. 13 genomische Fragmente mit den Exon
flankierenden Sequenzen des PAH-Gens wurden mittels Polymerase Ketten
Reaktion amplifiziert und direkt sequenziert. Dabei wurden bei 37 der 38 Patienten
jeweils zwei pathogene Mutationen identifiziert (Tabelle 9).

Sieben Mutationen (P314S, Y417H, V245A, A300S, E390G, IVS4-5C>G) traten
entweder in homozygotem oder in funktionell hemizygotem Zustand auf, d. h., auf
dem zweiten Allel fand sich eine Nullmutation. Fir diese Mutationen ist ein kausaler
Zusammenhang zur nachgewiesenen BH,-Sensitivitat sehr wahrscheinlich.

Fur sechs weitere Mutationen (A403V, F39L, D415N,R158Q, I165T) war aus in vitro
Expressions-Experimenten eine signifikante Enzymrestaktivitdt bekannt oder auf
dem zweiten Allel fand sich eine Mutation, die mit einem schweren Kklinischen
Phanotyp assoziiert ist. Fur diese Mutationen wurde daher ein moglicher
Zusammenhang zur BH,-Sensitivitat postuliert.

Vier Mutationen (Y414C, L48S, R261Q, 165V) traten sowohl bei BHz-sensitiven als
auch bei nicht BH-sensitiven Patienten auf.

Acht der zwolf Missense-Mutationen, die mit einer BH;-Sensitivitat assoziiert werden
konnten, fihren zu einem Aminosaureaustausch in der katalytischen Doméane des
PAH-Proteins, wahrend zwei Mutationen zu Proteinveranderungen in der
regulatorischen und zwei zu Proteinveranderungen in der Tetramerisations-Doméane
fuhren. Keine Mutation zeigte eine direkte Beziehung zum aktiven Zentrum oder zu

Aminosauren, die direkt mit dem Kofaktor, BH4, interagieren.
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Tabelle 10: Genotypen der Patienten mit BH,4-sensitiver und nicht-sensitiver HPA.
ID ALLEL1 ALLEL 2 PHANOTYP BH4-SENSITIVITAT
1 A403V IVS4+5G>T Milde Hyperphenylalanindmie Ja
2 A403V nicht identifiziert Milde Hyperphenylalaninamie Ja
3 P314S* R408W' Milde Hyperphenylalanindmie Ja
4 F39L D415N Milde Hyperphenylalanindmie Ja
5 Y414C D415N Milde Hyperphenylalanindmie Ja
6 Y417H* Y417H* Milde Phenylketonurie Ja
7 F55L S310Y* Milde Hyperphenylalanindmie Ja
8 R261Q Y414C Milde Phenylketonurie Ja
9 V177M R408W' Milde Hyperphenylalanindmie Ja
10 P275L* Y414C Milde Phenylketonurie Ja
11 V245A R408W' Milde Hyperphenylalanindmie Ja
12 L48S R158Q Milde Phenylketonurie Ja
13 Y417H* Y417H* Mild phenylketonuria Ja
14 V245A R408W' Milde Hyperphenylalanindmie Ja
15 R261X' A300S Milde Phenylketonurie Ja
16 R158Q E390G Milde Phenylketonurie Ja
17 R261X' A300S Milde Phenylketonurie Ja
18 Y414C IVS12+1G>A" Milde Phenylketonurie Ja
19 165S* H170Q* A300S Milde Phenylketonurie Ja
20 R2610Q Y414C Milde Phenylketonurie Ja
21 K274fsdelllbp’ E390G Milde Phenylketonurie Ja
22 IVS4-5C>G R408W' Milde Phenylketonurie Ja
23  R261X' A300S Milde Phenylketonurie Ja
24 165T Y414C Milde Phenylketonurie moderat
25 E390G IVS12+1G>A" Milde Phenylketonurie moderat
26 165V R261Q Milde Hyperphenylalanindmie moderat
27 R158Q Y414C Milde Phenylketonurie moderat
28 Y414C IVS12+1G>AT Klassische Phenylketonurie Nein
29 P28iL’ Y414C Milde Phenylketonurie Nein
30 165V IVS12+1G>A" Milde Phenylketonurie Nein
31 165V IVS12+1G>A" Milde Phenylketonurie Nein
32 N61D* R261Q Milde Phenylketonurie Nein
33  R408W', Y414C Klassische Phenylketonurie Nein
34 p28iL’ p281L’ Klassische Phenylketonurie Nein
35 R243X’ Y414C Klassische Phenylketonurie Nein
36 L48S p281L’ Klassische Phenylketonurie Nein
37 R261Q R408W' Klassische Phenylketonurie Nein
38 R243X’ IVS7+1G>A Klassische Phenylketonurie Nein

Mutationen, die sehr wahrscheinlich mit BH, Sensitivitat assoziiert sind, sind schattiert
Mutationen, die méglicherweise mit BH, Sensitivitét assoziiert sind, sind fett gedruckt
Mutationen, die inkonstant mit BH, Sensitivitat assoziiert sind, sind kursiv gedruckt

* Mutationen , die zuvor noch nicht beschrieben wurden

" putative Null Mutation
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Abbildung 19: Strukturmodell eines PAH-Monomers und strukturelle Lokalisation der Missense-
Mutationen. Das PAH-Monomer beinhaltet drei Domé&nen, die regulatorische Doméne (Aminosauren
1-142), die katalytische Doméane (Aminosauren 143-410) und die Tetramerisations-Doméne
(Aminosauren 411-452). Das aktive Zentrum, in dessen Mitte das Eisenatom liegt (braun dargestellt)
sowie die Kofaktor-Bindungsstelle (stick model) liegen in der katalytischen Einheit. Die Mutationen, die
sehr wahrscheinlich mit BH; Sensitivitdt assoziiert sind, sind blau dargestellt. Die Mutationen, bei
denen mdoglicherweise ein Zusammenhang zur BH,; Sensitivitat besteht, sind grin markiert und die
Mutationen, die keinen konsistenten Zusammenhang zur BH4-Sensitivitdt aufweisen, sind rot
dargestellt. Die Mutationen, die zu Proteinverdnderungen im Bereich der Aminoséure 65 fiuhren,
konnten entweder als sehr wahrscheinlich mit BH,-Sensitivitat assoziiert werden oder als in keinem
konsistenten Zusammenhang zur BH,4-Sensitivitat klassifiziert werden.
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4 Diskussion

Im Rahmen der hier vorliegenden Studie haben wir uns um ein besseres Verstandnis
der biochemischen und molekularen Grundlagen der BHy-sensitiven HPA bei Defekt
der PAH bemuht. Bei 38 Patienten mit HPA haben wir den biochemischen Phanotyp
charakterisiert und den Genotyp identifiziert. Hierzu wurden drei unabhéangige
Untersuchungsverfahren  eingesetzt: Ein  kombinierter  Phenylalanin-BH-
Belastungstest zur Untersuchung der Phenylalanin-Clearance, ein in vivo
Phenylalaninoxidationstest als Mal3 der in vivo Enzymaktivitat und die
Mutationanalyse des PAH-Gens zur Erfassung des zugrundeliegenden Genotyps.

Wir konnten nach einigen kasuistischen Berichten (Kure 1999; Spaapen 2001; Trefz
2001; Lindner 2001; Lassker 2002) im Rahmen dieser systematischen klinischen
Studie bei 27 von 31 Patienten (87%) mit milder HPA oder milder PKU einen
therapeutischen Effekt pharmakologischer Dosen des natirlichen Kofaktors der PAH,
BH,4, nachweisen. Ein Langzeittherapieversuch mit BH, bei finf Patienten mit Defekt
der PAH fuhrte zu einem signifikanten Anstieg der diatetischen Phenylalanintoleranz.
Wahrend keiner der 7 Patienten mit einem schweren klinischen Phanotyp eines
PAH-Mangels (klassische PKU) im Kurzzeittherapieversuch die Kriterien fir eine
BHs-Sensitivitat  erfullte, konnten wir im Rahmen eines langerfristigen
Therapieversuches bei einem Patienten mit klassischer PKU zeigen, dass auch
Patienten mit schweren klinischen Phanotypen von einer Therapie mit BH, profitieren

kénnen.

Die zentralen Ergebnisse dieser Arbeit sind:

e BH; senkt die Phenylalaninkonzentration im Vollblut, d.h., es eliminiert das
toxische Agens.

e BH, steigert die **C-Phenylalanin-Oxidationsrate in vivo, d.h., es verbessert die
Aktivitat des Apoenzyms PAH.

e BH, steigert im Langzeittherapieversuch die diatetische Phenylalanintoleranz.

e BH, wird im Langzeittherapieversuch gut vertragen.
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Seit 50 Jahren wird zur Behandlung der PKU eine lebensbegleitend einzuhaltende
streng phenylalaninarme Diat empfohlen. Diese Behandlungsform ist zwar
erfolgreich, kann aber wegen der erheblichen Belastungen fur die Patienten und ihre
Familien nicht als zufriedenstellend beurteilt werden.

Liegt eine BH4-Sensitivitat vor, so bedeutet das fur einen Patienten mit milder PKU,
dass er sich unter BHj-Substitution vollig frei erndhren darf. Bei Patienten mit
klassischer PKU koénnte die diatetische Zufuhr an Phenylalanin in vielen Fallen
verdoppelt bis verdreifacht werden. Hiermit ware nicht nur eine normale
neurologische und intellektuelle Entwicklung, sondern auch ein erheblicher Gewinn

an Lebensqualitat verbunden.

Warum wurde das Ph&nomen der BH,4 -Sensitivitat erst jetzt erkannt?

Seit Uber 20 Jahren wird bei allen Patienten mit HPA routinemaRig ein BHy-
Belastungstest durchgefiihrt, um die sehr seltenen Falle zu identifizieren, bei denen
ein genetisch bedingter BH-Mangel vorliegt. Hierbei wird die
Phenylalaninkonzentration im Plasma vor, sowie vier und acht Stunden nach BH.-
Gabe bestimmt. Bei Patienten mit einem BH4-Mangel fiihrt die Gabe von BH, zu
einer sehr raschen Normalisierung der Phenylalaninkonzentration im Plasma. Bei
Patienten mit Defekt der PAH fihrt die Gabe von BH4 im Beobachtungszeitraum von
acht Stunden in der Regel zu keinem signifikanten Abfall des Phenylalanins. Immer
wieder wurde jedoch das Phanomen eines maRiggradigen Abfalls der
Phenylalaninkonzentration innerhalb dieses Zeitraums beobachtet. Diese Befunde
wurden jedoch lange Zeit ignoriert, da sich bei der biochemischen Untersuchung
(Bestimmung der Pterine im Urin, Bestimmung der Aktivitait der DHPR der
Erythrozyten) kein Hinweis auf einen Kofaktor-Mangel ergab. Die Existenz einer
dritten Variante der HPA, namlich eines BH,-sensitiven Defektes der PAH ohne BH,-
Mangel, wurde nicht in Betracht gezogen.

Wir sind diesem Phanomen nachgegangen, indem wir den BHjs-Belastungstest
modifiziert haben. Die Beobachtungsdauer wurde von acht auf 15 Stunden
verlangert. Hierbei sahen wir, dass es bei Patienten mit BH4-sensitivem Defekt der
PAH zu einem weiteren Abfall der Phenylalaninkonzentration im Vollblut kam und der
wesentliche Abfall bei den meisten der Patienten erst im Zeitfenster zwischen acht
und 15 Stunden erfolgte. Das Endniveau der Phenylalaninkonzentration im Vollblut

war bei dieser Gruppe ahnlich, die Kinetik war jedoch vollkommen unterschiedlich.
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Da bei den einen Fallen ein Kofaktor-Mangel vorlag und bei den anderen nicht, ist
von vollig verschiedenen Mechanismen der Phenylalaninsenkung auszugehen. Fur
Patienten mit BHs-sensitivem Defekt der PAH konnten wir mittels Durchfiihrung von
in vivo Phenylalaninoxidationstesten einen direkten Effekt von BH, auf die Aktivitat
der PAH nachweisen.

Das Phanomen der BHy4-Sensitivitat wurde nicht nur klinisch Ubersehen, sondern
auch laborchemisch nicht erkannt. Uber viele Jahre wurde die PAH in vitro
exprimiert, um die Restaktivitat des mutierten Enzyms zu bestimmen. Die
Abhangigkeit der PAH-Aktivitat von der Konzentration des Kofaktors wurde jedoch
nicht untersucht. Die Experimente wurden stets mit BH; im UberschufR durchgefiihrt

und wahrscheinlich wurde deshalb das Phdnomen der BH4-Sensitivitat Ubersehen.

BH, senkt die Phenylalaninkonzentration im Vollblut und steigert die
Oxidationskapazitat der PAH.

Neben der Untersuchung der Phenylalaninkonzentration im Vollblut im Rahmen
eines kombinierten Phenylalanin-BHs-Belastungstests wurde in dieser Studie die in
vivo Phenylalanin-Oxidationsrate (*3*C-Phenylalanin-Oxidationstest) vor und nach
Kurzzeittherapie mit BH4 (30 Stunden) bestimmt. Dabei sollte durch Atemteste in vivo
untersucht werden, ob BH, in der Lage ist, die noch vorhandene Oxidationskapazitat
zu steigern. Die kumulative **CO,-Wiederfindungsrate nach 180 Minuten in % der
Tracermenge diente als Mal3 fiir die in vivo Phenylalanin-Oxidationsrate.

Bei 27 (87%) der 31 Patienten mit milder HPA (10 Patienten) oder milder PKU (21
Patienten) fuhrte BH4 im kombinierten Phenylalanin-BH,-Belastungstest 15 Stunden
nach der Belastung mit BHs zu einer signifikanten Abnahme der
Phenylalaninkonzentration im Vollblut. Die in vivo Phenylalanin-Oxidationsrate
konnte bei 23 dieser 31 Patienten (74%) durch eine Kurzzeittherapie mit BH4
signifikant angehoben werden. Nur vier Patienten mit einer milden PKU und alle
sieben Patienten mit klassischer PKU erflllten das in dieser Studie festgelegte
Kriterium des Ansprechens auf BH4 nicht.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch den ®C-Phe-
Oxidationstest Patienten mit einer klassischen PKU von Patienten mit milderen
Varianten, milder PKU und milder HPA, unterschieden werden kdnnen.

Ubereinstimmend mit Literaturdaten (Treacy 1997) zeigte sich, dass die
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Auswirkungen der Mutationen des PAH-Gens sich in der in vivo Phenylalanin-
Oxidationsrate widerspiegeln.

Aufgrund der multifaktoriellen Entstehung der HPA ist die **C-Phenylalanin-
Oxidationsrate zwar ein Mal3 fur die Aktivitat der PAH, jedoch kann dabei nur
begrenzt eine Aussage Uber den Gesamtstoffwechsel von Phenylalanin im
Organismus getroffen werden. So entsprachen die fraktionellen Verdnderungen des
Phenylalaninumsatzes nicht immer der Verédnderung der in vivo Phenylalanin-
Oxidationsrate. Dabei handelt es sich um eine Beobachtung, die generell bei
genetisch bedingten Enzymdefekten (Kacser 1973) und ganz besonders bei einem
Defekt der PAH (Scriver 1998) nicht unerwartet ist. Die PAH ist Teil eines komplexen
Systems bestehend aus zahlreichen Enzymen, die z.B. zur Synthese und
Regulierung von BH4, dem Kofaktor der PAH, bendtigt werden. Dabei arbeiten die
Enzyme nicht isoliert voneinander, sondern sind in Kaskaden hintereinander-
geschaltet, in denen das Produkt eines Enzyms flr nachgeschaltete Enzyme als
Substrat dient und somit eine direkte Abhangigkeit untereinander besteht. Selbst
innerhalb eines einzelnen Enzyms handelt es sich um ein komplexes System. So
dient z.B. Phenylalanin bei der Oxidation durch die PAH nicht nur als Substrat durch
Bindung in der katalytischen Region, sondern auch als Aktivator in der
regulatorischen Domane (Kaufman 1999; Scriver 1998). Daruber hinaus wird der
Hauptteil des Phenylalanins zwar Uber die PAH verstoffwechselt, daneben kann
Phenylalanin aber auch transaminiert oder decarboxyliert und z.B. im Eiweil3aufbau
umgesetzt werden.

Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass bei der
Mehrzahl der Patienten, bei denen die periphere Phenylalaninkonzentration im
Vollblut abfiel, die in vivo Phenylalanin-Oxidationsrate anstieg. Damit bestatigen die
Ergebnisse dieser Studie die Hypothese, dass eine verminderte Aktivitat der PAH
durch die verabreichten pharmakologischen Dosen des natlrlichen Kofaktors der
PAH, BH,, verbessert wird und das toxische Agens hierdurch eliminiert werden kann.

Wirkung einer Therapie mit BH4 bei Patienten mit schwerem klinischem Phanotyp

Sieben Patienten mit klassischer PKU haben das in dieser Studie definierte Kriterium
fur BH4-Sensitivtat nicht erfillt (ID 28 und ID 33-38). Bei genauer Analyse der Daten
liel3 sich jedoch in einigen Fallen ein Teilansprechen erkennen. Bei zwei Patienten
(ID 35 und ID 36) sank die Phenylalaninkonzentration im Vollblut nach 15 Stunden
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um 20% bzw. um 28% des Ausgangswertes. Darlber hinaus konnte bei vier (ID 28,
ID 33, ID 35 und ID 37) der sieben Patienten mit klassischer PKU die Phenylalanin-
Oxidationsrate nach Kurzzeittherapie mit BH, um 3,6%-24% gesteigert werden.

Um dieses Teilansprechen weiter zu untersuchen, wurde bei einem Patienten (ID 28)
ein Langzeittherapieversuch unter kontrollierten Bedingungen durchgefuhrt. Wir
erhohten zunachst schrittweise die Phenylalaninzufuhr auf 1200 mg/d, unter der die
Phenylalaninkonzentration im Vollblut kontinuierlich anstieg. Unter Verabreichung
von BH, sank die Phenylalaninkonzentration im Vollblut auf die Halfte des
Ausgangswertes ab. Dieser Befund spricht fir das Vorliegen eines Defektes der
PAH, der zwar im Kurzzeitbelastungstest das Kriterium flr BH4-Sensitivitat nicht
erfullt, aber bei hochdosierter Langzeittherapie auf eine pharmakologische
Kofaktortherapie anspricht.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass eine medikamentdse Therapie nicht nur bei
Patienten mit milden klinischen Phanotypen durchgefihrt werden kann, sondern
auch im Rahmen einer Kombinationstherapie (weniger strenge Diat bei gleichzeitiger
Einnahme von BH,) bei einem Teil der Patienten mit klassischer PKU eingesetzt
werden kann. Die Lockerung der strengen Diat durch eine Kombinationstherapie
kbnnte bei einer grossen Anzahl von Patienten mit PKU zu einem erheblichen
Gewinn an Lebensqualitat fihren.

Genotyp-Phanotyp-Korrelation

Die PKU, eine der haufigsten monogenetischen Erkrankungen, ist eine autosomal
rezessiv vererbte Stoffwechselstérung durch Mutationen im PAH-Gen. In dieser
Studie konnten wir bei 37 der 38 Patienten jeweils zwei pathogene Mutationen im
PAH-Gen, darunter 6 bisher nicht beschriebene Missense-Mutationen, nachweisen.
Dabei identifizierten wir bei Patienten, die auf BH,; ansprachen, Uberwiegend
sogenannte ,milde* Mutationen, wahrend bei den nicht BHs-sensitiven Patienten
hauptsachlich Genotypen nachgewiesen wurden, die bei Patienten mit schwerer
PKU vorkommen (Scriver 2000).

Mochte man allerdings einen generellen Zusammenhang zwischen dem Genotyp
und der phanotypischen Auspragung aufzeigen, mussen die dabei zugrunde-
liegenden komplexen molekularen, biochemischen und klinischen Gegebenheiten
berticksichtigt werden (Scriver 2002; Scriver 1999). Dartber hinaus erschwert die

multifaktorielle Entstehung der PKU und die Tatsache, dass bei der tberwiegenden
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Mehrzahl der Patienten eine Compound-Heterozygotie vorliegt, eine zuverlassige
Vorhersage des klinischen Phanotyps auf der Basis des Genotyps (Guldberg 1998).
Dies laf3t sich anhand der Mutation Y414C erlautern. Es handelt sich dabei um die
am haufigsten auftretende milde PKU-Mutation in Nord- und Westeuropa (Okano
1991). Sie tritt bei Patienten mit verschiedenen klinischen Phanotypen auf (Guldberg
1998; Kayaalp 1997). Wir identifizierten Ubereinstimmend mit anderen Autoren
(Lindner 2001) bei zwei Patienten (ID 18 und ID 28) die Mutation Y414C in funktionell
hemizygotem Zustand in Kombination mit der Mutation IVS12+1G>A bei Patienten,
die bei Vorliegen identischer Genotypen unterschiedlich auf BH; ansprachen. Ein
funktionell hemizygoter Zustand beschreibt eine heterozygote Mutationskonstellation,
in der es sich bei einer der beiden Mutationen um eine putative Nullmutation handelt.
So wies der eine Patient (ID 18) phanotypisch eine milde PKU mit BH4-Sensitivitat
auf, wahrend bei dem anderen Patienten (ID 28) eine klassische PKU vorlag, die
nicht auf die Gabe von BH, ansprach. In homozygotem Zustand und bei der damit
verbundenen homopolymeren Tertiarstruktur wurde die Mutation Y414C mit BH;-
Sensitivitat assoziiert (Steinfeld 2002; Blau 2002). Ein weiteres Beispiel laf3t sich an
der Mutation L48S aufzeigen, die an gleicher Stelle in homozygotem Zustand als
BHs-sensitiv klassifiziert wurde. In funktionell hemizygoter Konstellation (Allel 1:
L48S, Allel 2: P281L) indentifizierten wir diese Mutation jedoch bei einer Patientin
(ID 36) mit dem klinischen Phanotyp einer klassischen PKU ohne Ansprechen auf die
Gabe von BH,.

Strukturelle Lokalisation der Missense-Mutationen auf dem PAH-Protein

Die identifizierten PAH-Mutationen wurden in silico in die verfigbare Kristallstruktur
der PAH modelliert, um erste strukturelle Informationen zum Zusammenhang
zwischen Mutation und BHs-Sensitivitdt zu erarbeiten. Wir konnten zeigen, dass 8
der 12 Missense-Mutationen, die einen Zusammenhang mit dem Ansprechen auf
BH, zeigten, in Genbereichen lagen, die fir die katalytische Domane des Proteins
kodieren, wahrend jeweils 2 in Regionen lagen, die fur die regulatorische oder die
Tetramerisierungs-Doméane  kodieren.  Ubereinstimmend mit  Literaturdaten
(Erlandsen 2001) konnten wir somit flr eine grof3ere Anzahl von Mutationen
nachweisen, dass die meisten Missense-Mutationen, die mit BHs-Sensitivitat

assoziiert werden konnten, in der katalytischen Doméne des Proteins lokalisiert sind,



Diskussion 54

aber nicht direkt das aktive Zentrum betreffen und nicht direkt in die Kofaktorbindung

involviert sind.

Wirkmechanismen von BH,4 bei Defekt der PAH

Die Beobachtung, dass manche Patienten schnell und andere langsam auf BH4
ansprachen, sowie Unterschiede im zeitlichen Verlauf und der relativen Zunahme der
13CO,-Wiederfindungsrate, filhrten zu der Annahme, dass der therapeutische Effekt
von BH, durch verschiedene Wirkungsmechanismen und in unterschiedlichem
Ausmal erzielt wird. Die molekularen Mechanismen, die der BHj-Sensitivitat
zugrunde liegen, sind bisher jedoch experimentell nicht belegt.

BH, konnte als allosterischer Effektor die Aktivitat der PAH erhéhen. Oligomere
Enzyme werden haufig durch Liganden beeinflul3t, die fernab vom aktiven Zentrum
binden und trotzdem die Konformation des aktiven Zentrums beeinflussen. Bei
allosterischen Enzymen des K-Typs wird durch Bindung des Liganden die Affinitat
zum  Substrat  verdndert, bei solchen des V-Typs hingegen die
Maximalgeschwindigkeit.

Darlber hinaus wird eine Steigerung der Affinitdt des mutierten Enzyms gegeniber
dem Kofaktor (Erlandsen 2001), eine Expressionszunahme des PAH-Gens (Blau
2002), sowie eine Stabilisierung der PAH-mRNA (Linscheid 1998) durch BH,
diskutiert.

Einige experimentelle Untersuchungen zu den molekularen Konsequenzen von PAH-
Mutationen fuhrten zur Hypothese, dass BH, die Konformation der funktionellen
PAH-Tetramerstruktur erleichtert oder das fehlgefaltete Enzym vor frihzeitigem
proteolytischen Abbau schiitzt (Fisher 1973; Waters 2001).

62% der Mutationen des PAH-Gens sind Missense-Mutationen, bei denen es als
Folge einer Punkt- oder Codonmutation zum Austausch einer Aminosaure kommt. In
der hier vorliegenden Studie konnten wir zeigen, dass der Anteil dieser Mutationen in
der Untergruppe der BHy-sensitiven HPA 79% betragt (Muntau 2002). Es besteht die
Hypothese, dass diese Missense-Mutationen Faltungsanomalien und einen
fehlerhaften Aufbau des PAH-Proteins bewirken (Waters 2003). Dabei kommt es
durch die Substitution einer Aminosaure zu einem fehlerhaft gefalteten Monomer der
PAH, dessen freiliegende hydrophobe Oberflache zu Abweichungen in der
letztendlich irreversiblen Oligomerstruktur fuhrt. Die resultierenden strukturellen

Abweichungen triggern die zellulare Abwehr, so dass es zu einem beschleunigten
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Abbau der abnormen Proteine kommt. Die dadurch verminderte Anzahl funktioneller
PAH-Enzyme fuhrt schliel3lich innerhalb der Zelle zu einer Abnahme der
Phenylalaninhydroxylierungsrate und damit zu einer erhohten Phenylalanin-
konzentration in Zellen und Korperflissigkeiten.

Diese Faltungsprozesse der durch Mutation varianten PAH-Proteine unterliegen
zahlreichen Einflissen. In vielen Fallen muss die Faltung von einer
Proteinmaschinerie, den sogenannten "molekularen Chaperonen” (Faltungs-
helferproteinen) vermittelt werden. Die molekularen Chaperone haben dabei die
Aufgabe, die Fehlfaltung und irreversible Verklumpung (Aggregation) ungefalteter
Proteinketten zu verhindern und ihre korrekte und effiziente Faltung zu fordern, um
so die strukturelle Integritdt von Proteinen aufrecht zu erhalten. Die Rolle nattrlich
vorkommender Chaperone bei der Faltung des PAH-Wildtyp-Proteins bzw. bei der
Ruckfaltung varianter PAH-Proteine ist bisher ungeklart. Die Aufklarung dieser
Faltungsprozesse ist Bestandteil zuklnftiger Forschung (Waters 2000; Slavotinek
2001). Bisher konnte gezeigt werden, dass eine Koexpression von PAH-Mutationen
mit den naturlichen Chaperonen GroEL und GroESL in vitro in E. coli zu einer
Zunahme der Expression des varianten Proteins fuhrt (Gamez 2000; Pey 2003).
Darlber hinaus konnten in vivo Faltungsprozesse durch die exogene Zugabe
niedermolekularer Verbindungen, sogenannter ,chemischer Chaperone* wie z.B.
Polyole (z.B. Glycerol) oder bestimmte Aminosaurederivate (z.B. Taurine), verbessert
werden (Welch 1996; Waters 2001). Beispiele fiur Proteinfaltungserkrankungen, bei
denen durch den Einsatz chemischer Chaperone experimentelle Erfolge erzielt
werden konnten, sind neurodegenerative Erkrankungen wie der Morbus Alzheimer
oder die Prionenkrankheiten, sowie die Cystische Fibrose. Bei der Cystischen
Fibrose ist das CFTR-Gen defekt. Das bedeutet, dass der Chloridionenkanal, fir den
dieses Gen kodiert, nicht oder nur unzureichend gebildet werden kann. Durch den
gestorten Salztransport (Chlorid) kommt es zur Verstopfung von Drisen in
verschiedenen Organen wie zum Beispiel Lunge und Bauchspeicheldriise, was
letztlich zu den komplexen Folgeerscheinungen der Mukoviszidose fuhrt. Der
Gendefekt AF508-CFTR ist die haufigste Form der Mutation des CFTR-Gens; bei ca.
70 Prozent aller Mukoviszidose Patienten Nord- und Mitteleuropas tritt diese
Mutation auf. Bei dieser Mutation konnten Forscher durch Potentialdifferenz-
messungen nachweisen, dass die Funktion des CFTR-Kanals durch Behandlung mit
Kurkumin als chemisches Chaperone bei Mausen und in einer Hamster-Zellkultur
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nahezu normalisiert wird. Zur Erklarung des Wirkmechanismus von Kurkumin stellten
die Wissenschaftler unter anderem die Hypothese auf, dass Kurkumin direkt an den
defekten CFTR-Kanal bindet und dessen Eigenschaften in der Tertiarstruktur so
verandert, dass die normale Funktion wieder gewahrleistet ist (Egan 2004). Diese
Forschungsergebnisse erdffnen neue Perspektiven fir die therapeutische
Anwendung socher niedermolekularer Wirkstoffe bei primar genetisch verursachten
Krankheiten, deren Funktionsverlust auf mutationsbedingte fehlgefaltete Enzyme
zuruckzufihren ist (Morello 2000).

Der wahrscheinlichste Wirkmechanismus, der der BHj-Sensitivitat zugrunde liegt,
liegt aus unserer Sicht in der Rolle von BH, als chemisches Chaperone, d.h., dass
der Kofaktor mutationsbedingte Faltungsanomalien des PAH-Proteins verbessert,
soweit die zugrundeliegende Mutation eine Korrektur zulaf3t. Dabei nimmt man an,
dass therapeutisch verabreichtes BH, mit hoher Affinitat seine Wirkung an der BHs-
Kofaktorbindungsstelle des mutationsbedingten abnormen PAH-Enzyms erzielt. BH,4
wirde somit in den meisten Fallen als spezielles exogenes Chaperone eingesetzt
werden und dabei einen positiven Effekt auf den Faltungsprozel3 im Aufbau und/
oder auf die thermodynamische Stabilitat des mutationsbedingten PAH-Proteins

austiben und folglich den intrazellularen Abbau verlangsamen.

Weitere klinische Studien bestétigen die Ergebnisse dieser Studie

Seit Abschlul3 und Veroffentlichung unserer Untersuchungen wurden unsere
Studienergebnisse in mehreren Studien weltweit bestatigt (Cerone 2004; Desviat
2004; Lucke 2003; Matalon 2004; Shintaku 2004; Spaapen 2003; Steinfeld 2004;
Trefz 2003; Weglage 2002). Ubereinstimmend mit der hier vorliegenden Arbeit
profitierten dabei insbesondere Patienten mit mildem klinischem Phanotyp (HPA und
milde PKU) von einer pharmakologischen Therapie mit BH,4, wodurch bei 80% der
Patienten eine Lockerung der diatetischen Mal3hahmen erzielt werden konnte.
Neuere Studien bestatigen dariber hinaus die von uns vermutete
Langzeitwirksamkeit von BH; bei Patienten mit schwerem klinischem Phanotyp
(Hennermann 2002; Matalon 2004). Bei diesen Patienten, bei denen in der Regel nur
ein partielles Ansprechen auf BH, erreicht werden kann, konnte die zukinftige
Therapieoption aus einer Kombinationstherapie (weniger strenge Diat bei

gleichzeitiger Einnahme von BH,;) bestehen. Allerdings kann bei Patienten mit
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Nullmutationen auf beiden Allelen ohne Enzymrestaktivitat kein pharmakologischer
Therapieerfolg erwartet werden.

Inzwischen wurde weltweit bei 135 Patienten mit HPA bei Defekt der PAH und
unterschiedlichem Schweregrad eine Langzeitbehandlung mit BH,; durchgefinhrt.
Dabei wurde BH, in einer Dosierung von 0,7 bis 20 mg/kg KG pro Tag uber einen
Zeitraum von bis zu 62 Monaten verabreicht. Die BHs-Behandlung fiihrte bei allen
Patienten zu einer Erhdhung der diatetischen Phenylalanintoleranz, unerwinschte
Nebenwirkungen wurden nicht beobachtet (Lassker 2002; Spaapen 2001; Lindner
2001; Steinfeld 2002; Bonafé 2001; Cerone 2004; Koch 2002; Lucke 2003; Nuoffer
2001; Shintaku 2004; Trefz 2003; Baldellou 2004; Campistol 2004; Moats 2004;
Vilaseca 2004 ; Lambruschini 2005; Koch 2005; Matalon 2005; Hennermann 2005;
Belanger-Quintana 2005; Mitchell 2005).
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5 Ausblick

Die hier vorliegende Studie hat wichtige Implikationen fir das diagnostische und
therapeutische Vorgehen bei Patienten mit HPA. 50 Jahre nach Einfuhrung der
diatetischen Therapie fur die Behandlung der PKU eré6ffnet sich nun die Mdglichkeit
einer medikamentésen Therapie, die bei einer grossen Anzahl von Patienten zu
einem erheblichen Gewinn an Lebensqualitat fihren kdnnte. Gleichzeitig schlagen
wir eine neue Klassifikation fur Patienten mit HPA vor. Diese orientiert sich nicht
mehr an der pratherapeutischen Phenylalaninkonzentration, sondern am

phanotypischen Merkmal der BH,-Sensitivitat:

¢ Nicht BHs-sensitive HPA
e BHj-sensitive HPA
e BHs-sensitive Defekte der PAH
e BHs-sensitive Enzymdefekte bei priméren Stoérungen der BH4-Synthese
oder der BHs-Regeneration
Es mufR dringend empfohlen werden, dass bei allen Patienten mit HPA ein
verlangerter BHj-Belastungstest durchgefuhrt wird, um die Identifikation aller

Patienten sicherzustellen, die von einer Behandlung mit BH, profitieren kbnnten.

BH, kdnnte nicht nur zur lebensbegleitenden Behandlung bei Patienten mit Defekt
der Phenylalaninhydroxylase eingesetzt werden, sondern kénnte auch im Bereich
der maternalen PKU eine besonders wertvolle Rolle spielen. Dabei handelt es sich
um eine Embryofetopathie bei PKU der Schwangeren. Die intrauterine Schadigung
des genetisch u.U. stoffwechselgesunden Feten erfolgt durch hohe mdutterliche
Plasma-Phenylalaninkonzentrationen und manifestiert sich mit Dystrophie,
Mikrozephalie mit mentaler Retardierung und kongenitalen Herzfehlern. Die
Schéadigung des ungeborenen Kindes kann bisher nur durch eine bereits
prakonzeptionell begonnene und Uber den gesamten Schwangerschaftsverlauf
konsequent beibehaltene, strikt phenylalaninarme Diat verhindert werden und
bereitet den Patientinnen in der Regel grol3te Schwierigkeiten (Smith 1990). Es ist
davon auszugehen, daf} sich durch eine Therapie mit BH, die hohen mutterlichen
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Plasma-Phenylalaninkonzentrationen senken und damit die negativen Einflisse auf
das Neugeborene verhindern lieBen. Gleichzeitig konnte die wahrend der
Schwangerschaft notwendige strenge Diat gelockert oder beendet werden. Bisher
liegen zur Behandlung mit BH4 in der Schwangerschaft jedoch nur erste rudimentare
klinische Daten vor (Koch 2005).

Nicht nur bei Schwangeren, sondern bei allen Patienten mit Defekt der
Phenylalaninhydroxylase, ist eine medikamentdse Therapie mit BH, bisher noch
nicht zur klinischen Routine geworden, da die Substanz noch nicht zur Behandlung
der Hyperphenylalanindmie durch Defekt der Phenylalaninhydroxylase zugelassen
ist. Die vorliegende Studie fuhrte zur Erteilung einer ,orphan drug designation durch
die Europaische Kommission an die verantwortlichen Studienleiter am Dr. von
Haunerschen Kinderspital an der Ludwig-Maximilians-Universitat in Munchen.
Hierdurch werden die nun anstehenden Aufgaben auf dem Weg zur Marktzulassung
des Préaparates als ,orphan drug* erheblich erleichtert. Im Rahmen von
Industriekooperationen werden derzeit Untersuchungen zu Bioverfiugbarkeit,
Pharmakokinetik, Toxizitdt und Teratogenitat im Tiermodell, sowie eine
multizentrische doppelblinde placebokontrollierte klinische Phase Il Studie zu
Wirksamkeit und Vertraglichkeit von BH; durchgefuhrt. Begleitend soll ein
experimentelles  Grundlagenprojekt, das im Rahmen des Bayerischen
Genomforschungsnetzwerkes  gefordert  wird, molekulare Daten zum
Wirkmechanismus von BH, bei Defekt der PAH liefern.

Es besteht die Hypothese, dass es sich bei der Phenylketonurie um eine geeignete
Modellerkrankung fiir die Entwicklung pharmakotherapeutischer Strategien bei
genetisch bedingten Defekten der Proteinfaltung handelt. Idealerweise liel3en sich
die hierbei gewonnenen Erkenntnisse auf eine oder mehrere der zahlreichen
weiteren Erkrankungen, die durch Proteinfehlfaltungen verursacht werden,
Ubertragen.

Zusammenfassend ist daher davon auszugehen, dass BH, in wenigen Jahren als
Lorphan drug® fur die Indikation der HPA durch Defekt der PAH zugelassen wird.
Hiermit beginnt fir die Mehrzahl der Patienten mit Phenylketonurie nach 50 Jahren
Diattherapie eine neue Ara, die der medikamentdosen Therapie, die vielen
Betroffenen ungeahnte Freiheiten eréffnen wird.
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6 Zusammenfassung

Hintergrund: Die bisherige Klassifikation von Patienten mit HPA unterscheidet nicht
BHs-sensitive Defekte der PAH und BHj-sensitive Enzymdefekte bei primaren
Stérungen der BH4-Synthese. Sie wurde kirzlich durch die Beobachtung von BHg-
Sensitivitat bei Patienten mit Mutationen im PAH-Gen ohne Nachweis eines BHy-
Mangels in Frage gestellt.

Patienten und Methoden: Bei 38 Patienten mit HPA durch Mutationen im PAH-Gen
wurden zur systematischen Erfassung von BHj-Sensitivitat der biochemische
Phanotyp (kombinierter Phenylalanin-BH4-Belastungstest) und die in  vivo
Phenylalanin-Oxidationsrate (**C-Phe-Oxidationstest) vor und nach Gabe von BH,
untersucht.

Phe-BHs-Belastungstest: Die Phenylalaninkonzentration im Vollblut 15 Stunden nach
Gabe von BH; (20 mg/kg) lag signifikant unter dem Ausgangswert bei 10/10 der
Patienten mit milder HPA (Phenylalaninkonzentration im Vollblut ohne Diat < 600
umol/l; Median 363 pmol/l — 90 umol/l, p<0,01) und bei 17/21 der Patienten mit
milder PKU (Phenylalaninkonzentration im Vollblut ohne Diat 600-1200 pmol/l;
Median 583 pmol/l — 168 pmol/l, p<0,0001). In der Gruppe der Patienten mit
klassischer PKU (Phenylalaninkonzentration im Vollblut ohne Diat > 1200 pmol/l,
n=7) kam es nach Gabe von BH, in keinem Fall zu einem signifikanten Absinken der
Phenylalaninkonzentration im Vollblut (Median 732 umol/l — 683 pmol/l, p=0,74).
13C-Phenylalanin-Oxidation: Die kumulative **CO,-Bildung nach 180 Minuten in %
der verabreichten Tracermenge diente als Mald fur die in vivo Phenylalanin-
Oxidationsrate. Nach Gabe von BH,4 (10 mg/kg x 30 Std.) kam es in der Gruppe der
milden HPA in 10/10 Féllen (Median 5,6% — 7,35%, p<0,01) und in der Gruppe der
milden PKU in 17/21 Féllen (Median 3,5% — 6,8%, p<0,0001) zu einem signifikanten
Anstieg der Phenylalanin-Oxidationsrate, wahrend dies in der Gruppe der
klassischen PKU nicht der Fall war (Median 1,7% — 1,9%, p=0,46).
PAH-Mutationsanalyse: Bei 37/38 Patienten wurden jeweils zwei pathogene
Mutationen im PAH-Gen, darunter 6 bisher nicht beschriebene Missense-Mutationen,

nachgewiesen. Die Mutationen wurden in silico in die Kristallstruktur der PAH
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modelliert, um die zugrundeliegenden strukturellen Mechanismen der Entstehung der

BHj-Sensitivitat zu untersuchen.

Schlu3folgerungen:

1) Eine BH4-Sensitivitat konnte bei 27 von 31 Patienten mit mildem Phanotyp eines
PAH-Defektes nachgewiesen werden und ist daher als charakteristisches Merkmal
und nicht als sporadisch auftretendes Einzelphdnomen bei dieser
Erkrankungsgruppe anzusehen.

2) Die bisherige Klassifikation der HPA sollte durch eine Einteilung in BH,-sensitive
und BHs-nicht-sensitive Formen der HPA abgelost werden, die durch die
Durchfihrung eines Phenylalnin-BHs-Belastungstestes mit langerer
Untersuchungszeit klar voneinander abgegrenzt werden kénnen.

3) Die Beobachtungen haben erhebliche therapeutische Implikationen und legen den
Schluf3 nahe, dass lUber 80% der Patienten mit milder PKU von einer Behandlung
mit BH, profitieren kdnnten.

4) Der Ersatz der Diat durch eine Kofaktortherapie wird in Zukunft bei einer grossen

Anzahl von Patienten zu einem erheblichen Gewinn an Lebensqualitat fuhren.
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