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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

o AA Arachidonséure (20:4n-6)

e Bd dynamische Balance

e BH, Tetrahydrobiopterin

e BHT Botylhydroxytoluen

e Bst statische Balance

e DHA Docosahexaensaure (22:6n-3)

e EDTA Ethylen-diamin-tetraazetat

e EEG Elektroenzephalogramm

e EPA Eicosapentaenséure (20:5n-3)

e HCI Salzsdure

e HDL Lipoproteine (hohe Dichte)

e KG Korpergewicht

e LA Linolsdure (18:2n-6)

e LC-PUFA langkettige Polyenfettsduren

e LDL Lipoproteine (geringe Dichte)

e LF Lauftfehler

o LZ Laufzeit

e MQ motorischer Quotient

e MrK motorisch-rhythmische Koordination
e Mi Miinzen

e PI00 Potential 100

e PAH Phenyalaninhydroxylase

e PKU klassische Phenylketonurie

e ROS Rostock-Oseretzky-Skala

e SEM standard error of mean (Standardfehler)
e UAW unerwiinschte Arzneimittelwirkung
e UE unerwartetes Ereignis

o UV Ultraviolett

e VEP visuell evoziertes Potential

e ZNS Zentrales Nervensystem
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1 VORWORT

Die klassische Phenylketonurie (PKU) ist eine der weltweit hdufigsten angeborenen
Stoffwechselerkrankungen. Die PKU geht mit abnorm erhéhten Konzentrationen der
Aminosdure Phenylalanin im Blutplasma einher. Unbehandelt sind schwere intellektuelle und

psychomotorische Entwicklungsstérungen die Folge.

Die Behandlung der PKU sieht fiir die betroffenen Patienten eine das Leben begleitende,
phenylalaninarme Spezialdidt vor. Diese Therapie bewirkt eine Normalisierung der
Phenylalaninkonzentration im Blutplasma und verhindert schwere Entwicklungsstorungen;
dennoch lassen sich in differenzierten Untersuchungen Leistungsdefizite bei PKU-Patienten

feststellen.

Diese Studie untersucht ein neues, ergidnzendes Behandlungskonzept, in dessen Mittelpunkt
die langkettige, ungesittigte Fettsdure Docosahexaensdure (DHA) steht. Neuere Studien
deuten darauf hin, dass diese Fettsdure innerhalb der konventionellen PKU-Diét bislang nicht

gentigend berticksichtigt wurde.



2 EINLEITUNG

2.1 Phenylalaninstoffwechsel, klassische Phenylketonurie (PKU)

Die essentielle Aminosdure Phenylalanin ist Bestandteil fast aller natiirlicher Eiweil3quellen.
Der Phenylalaningehalt im Blutplasma bei gesunden Menschen betrdgt normalerweise
zwischen 2 und 4 mg/dl (120-240 pmol/l). Eine erhohte Konzentration wird als
Hyperphenylalanindmie bezeichnet [56]. Die Hyperphenylalanindmie ist meist Ausdruck
eines genetisch bedingten Enzymdefektes, auf Grund dessen sich Phenylalanin im
Organismus anstaut. Liegt der Phenylalaningehalt iiber 20 mg/dl (1200 pmol/l), handelt es
sich in aller Regel um eine besonders schwere Form der Hyperphenylalanindmie, die
klassische Phenyketonurie (PKU), die unbehandelt zu schweren geistigen und motorischen

Storungen fiihrt [56].

Ursache der PKU ist ein autosomal-rezessiv vererbter Defekt des Enzyms
Phenylalaninhydroxylase (PAH) in der Leber [56]. Nur homozygote Trager erkranken
klinisch [56]. Als Folge dieses Defektes kann Phenylalanin entsprechend der geringen
Restaktivitdt der PAH in nur sehr geringen Mengen in Tyrosin umgewandelt und so den
normalen Stoffwechselwegen zugefiihrt werden. Einerseits flihrt dies zu einer Anhédufung
schiadlicher Metabolite wie Phenylpyruvat, Phenyllaktat und Phenylazetat (die iiber
alternative Stoffwechselwege gebildet werden), andererseits konnen wichtige Metabolite in
nur geringen Mengen gebildet werden, beispielsweise der Farbstoff Melanin und bestimmte
Neurotransmitter wie Dopamin und Serotonin [56]. Zusétzlich wird im Zusammenhang mit
der PKU iiber lokale und disseminierte Myelinisierungsschiden im ZNS diskutiert, deren

Ursache jedoch bisher nicht eindeutig geklédrt werden konnte [32].
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Abbildung 1:  Stoffwechselwege des Phenylalanins bei PKU-Patienten (in Anlehnung an [56)):
Der gesunde Stoffwechselweg geht vom Phenylalanin in Richtung Tyrosin;
Penylpyruvat, -laktat und -azetat werden in nur sehr geringen Mengen produziert. Bei
PKU-Patienten ist dieser Weg, bedingt durch eine deutliche Funktionseinschrinkung
der Phenylalaninhydroxylase (PAH), jedoch weitestgehend nicht méglich; daher
stauen sich im Organismus Pheylketone an und wichtige Metabolite (Tyrosin,
Dopamin, Katecholamine, Melanin, Thyroxin) kénnen nicht ausreichend gebildet
werden.

Ein typischer Korper- und Uringeruch, dem Geruch von Méuseurin dhnlich, ist hdufig das
erste klinische Anzeichen der Erkrankung [56]. Dieser ist in erster Linie durch iiberméfig
anfallendes Phenylazetat bedingt. Kinder mit PKU zeigen in der Regel auffallend blasse Haut,
blaue Augen und helle Korperbehaarung. Dies ldsst sich auf eine unzureichende
Melaninproduktion zuriickfiihren [56]. Diese Merkmale persistieren, auch bei Eltern mit
dunklem Phinotyp. Haiufig Ileiden die Patienten unter diffusen, ekzematdsen
Hautveranderungen [56].

Nach und nach treten geistige, motorische und somatische Entwicklungsstorungen wie
Intelligenzminderung bis hin zum Schwachsinn, aggressives Sozialverhalten, zerebrale
Krampfanfille, Hyperkinesien, Erethrismus und Mikrozephalie in den Vordergrund [56]. Die
Ursachen hierfiir sind multikausal und pathophysiologisch bis heute nicht vollstindig geklért.

Die einzige suffiziente Therapie fiir Patienten mit PKU ist eine lebenslange, stark
phenylalaninreduzierte Erndhrung [56]. Phenylalanin ist Bestandteil der meisten pflanzlichen

und tierischen Eiweiquellen. Entsprechende Nahrungsmittel, beispielsweise Fleisch, Fisch,



Ei, Nudeln, Reis und Niisse, sind daher nur in sehr geringen Mengen fiir PKU-Patienten zum
Verzehr geeignet [56]. Die Behandlung erlaubt etwa ein Sechstel der fiir gesunde Personen
empfohlenen Menge natiirlicher pflanzlicher und tierischer Eiweille. Diese Mindestmenge an
natiirlichem Eiweil} ist jedoch sehr wichtig, da es sich bei Phenylalanin um eine essentielle
Aminosdure handelt, ohne die der menschliche Organismus nicht liberlebensfahig ist [56].
Zusiétzlich ist bei PKU-Patienten die Einnahme eines kiinstlich hergestellten,
phenylalaninfreien Aminosduregemisches indiziert, um einem generellen Eiweilmangel
vorzubeugen [56]. In Deutschland richtet sich die tidgliche Menge des Aminosduregemisches,
unter Beriicksichtigung der individuellen Phenylalanintoleranz, nach den Empfehlungen der
Deutschen Gesellschaft fiir Erndhrung [21]. Zur Therapiekontrolle wird den Patienten
regelmifig Blut entnommen, um die Phenylalaninkonzentration im Plasma zu iiberpriifen.
Ohne therapeutische Mafinahmen fithren auf Grund physiologischer Reifungsprozesse
besonders die ersten 5-7 Krankheitsjahre zu schweren und permanenten Schdden im
ZNS [56]. Bei einer friihzeitig, d.h. innerhalb der ersten Lebenswochen angesetzten und
konsequent durchgefiihrten Didt konnen PKU-Patienten jedoch ein weitgehend symptom- und

beschwerdearmes Leben fiihren [56].

Um eine frithzeitige Diagnose und Behandlung der Erkrankung zu gewihrleisten, wird in den
meisten industrialisierten Landern das Blut der Neugeborenen im Rahmen des Neugeborenen-
Screenings hinsichtlich erhohter Plasmaphenylalaninkonzentrationen untersucht. In
Deutschland ist diese Untersuchung seit 1972 gingiger Standard. Der altbewidhrte Guthrie-
Test, ein mikrobiologischer Hemmtest mit einem Tropfen Blut aus der Ferse, wird wegen
seiner hohen Zuverldssigkeit, seiner leichten Durchfiihrbarkeit und nicht zuletzt aus
Kostengriinden in vielen Lidndern immer noch hiufig verwendet. Fluorometrische und
chromatographische Blutanalysen liefern jedoch noch exaktere Ergebnisse, weshalb sie unter
anderem in Deutschland inzwischen routinemiBig eingesetzt werden. Liegt die
Phenylalaninkonzentration im Plasma iiber 20 mg/dl, gilt die Diagnose PKU als sehr
wahrscheinlich. Ein weiteres Verfahren gibt Aufschluss dariiber, ob tatsdchlich eine PKU
vorliegt, oder ob es sich um eine atypische Phenylketonurie handelt. In diesem Fall liegt ein
Mangel an Tetrahydrobiopterin (BH4) vor, ein Coenzym der PAH, welcher ebenfalls zu stark
erhohten Plasmaphenylalaninkonzentrationen fithren kann [56]. BH, ist zugleich Cofaktor
von 2 weiteren Hydroxylasen, der Tyrosin- und Tryptophanhydroxylase. So kommt es bei

einem Mangel an BHy zu einer Verarmung an Dopamin und Serotonin, die das typische,



parkinsondhnliche Krankheitsbild erkldrt. Neben der Senkung der Plasmakonzentration von
Phenylalanin steht bei der Behandlung eines BHs-Mangels daher die Normalisierung der
Neurotransmitter im Vordergrund [56]; BHs und Neurotransmittervorstufen (L-DOPA

und 5-Hydroxytryptophan) werden direkt substituiert.

Seit einiger Zeit ist die prdnatale Diagnostik der PKU mittels DNA-Analyse mdglich. Die
dafiir notwendige Untersuchung, eine Amniozentese oder Chorionzottenbiopsie, birgt jedoch
Risiken fiir das ungeborene Kind. Wegen der guten Behandlungsmoglichkeiten der PKU ist

die Indikation fiir einen Schwangerschaftsabbruch sehr umstritten.

Es sind inzwischen tiber 400 Mutationen des entsprechenden PAH-Gens auf Chromosom 12
bekannt. Die Ausprigung des Stoffwechseldefektes hidngt von der Kombination der
Mutationen (eine oder mehrere) ab. Entsprechend der Plasmaphenylalaninkonzentration und
der Restaktivitdt der PAH wird zwischen der Hyperphenylalanindmie (Typ 1), der milden
PKU (Typ 2) und der klassischen Phenylketonurie (PKU, Typ 3) unterschieden [20].

e Haufigkeit
Form Plasma-Phe PAH-Aktivitét (Lebendgeborenc)
Klassische Phenylketonurie (PKU) iiber 20 mg/d] unter 1%
(Typ 3) ,
lde PKU 1:12003
milde
10-20 mg/dl 1-3%
(Typ 2) s i
Hyperphenylalanindmie 4-10 mg/dl 3-10% 1: 18458
(Typ 1)
atypische Phenylketonurie 4 bis iiber 20 o )
(BH4-Mangel) mg/dl 100% 1239262
Tabelle 1: Formen der PAH-assoziierten Hyperphenylalanindmie.

Im Vergleich dazu die BH~assoziierte, atypische Phenylketonurie.

Betreffend der Hdufigkeit handelt es sich um Durchschnittswerte von 1996 — 1998;
Quelle: Deutsche Gesellschaft fiir das Neugeborenenscreening auf endokrine und
metabole Storungen (DGNS). Anzahl der neu untersuchten Kinder

pro Jahr: grofer 470 000.



2.2 Langkettige, mehrfach ungesittigte Fettsiuren (LC-PUFA)

Fettsduren sind aliphatische Monocarbonsduren, die sich einteilen lassen in geséttigte
Fettsduren mit einfachen Bindungen zwischen den Kohlenstoffatomen und in ungeséttigte
Fettsduren mit einer oder mehreren Doppelbindungen. Langkettige, mehrfach ungesittigte
Fettsduren (LC-PUFA) wie Arachidonsdure (AA, C20:4n-6) und insbesondere
Docosahexaensdure (DHA, C22:6n-3) sind wichtige Substrate fiir die Reifung des zentralen
Nervensystems, die bereits in der intrauterinen Phase der Entwicklung benotigt werden; bei
Sduglingen und bis in das Erwachsenenalter hinein sind LC-PUFA fiir die weitere
Entwicklung und Aufrechterhaltung bestimmter Funktionen des ZNS
bedeutend [11, 15, 16, 26]. Sie werden als Bestandteile von Strukturlipiden in Zellmembranen
und Myelin benétigt und beeinflussen dadurch Membranfunktionen, die an der Homdostase
der einzelnen Zelle sowie an der Kommunikation zwischen den Zellen beteiligt sind.
Insbesondere DHA findet sich dort in hohen Konzentrationen [41]. Auch bei der postnatalen
Entwicklung des visuellen Reizleitungsapparates scheint DHA eine zentrale Rolle
zuzukommen [11, 15, 26].

Weiterhin sind LC-PUFA Vorldufer bei der Synthese von Prostaglandinen, Eicosanoiden und

Leukotrienen, denen bei Entziindungsprozessen eine zentrale Rolle zukommt.

LC-PUFA konnen direkt {iber die Nahrung aufgenommen und verwertet werden.
Hauptlieferanten sind die Muttermilch und tierische Produkte wie Fisch, Fleisch, Innereien
und Ei.

Der menschliche Organismus verfligt auBerdem iiber die Mdglichkeit, LC-PUFA endogen aus
Vorlauferstufen zu produzieren, die vor allem in Pflanzendlen enthalten sind. In Pflanzen
entstandene Linolsdure kann vom Korper in Arachidonsdure umgewandelt werden,
a-Linolensdure dient als Substrat bei der Synthese von Docosahexaensdure [53].

Bei Séuglingen und Kleinkindern ist die Moglichkeit der endogenen Produktion von
LC-PUFA aus Linolsdure und o-Linolensdure, bedingt durch die Unreife beteiligter
Desaturasen und Elongasen, allerdings nur sehr begrenzt moglich; daher sind Sduglinge und

Kleinkinder auf die exogene Zufuhr von LC-PUFA angewiesen [33].
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Abbildung 2:  Synthese von Docosahexaensdure (DHA) aus a-Linolensdure (modifiziert nach [53)).
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Abbildung 3:

Synthese von Arachidonsdure (AA) aus Linolsdure (modifiziert nach [53]).

E = Elongase, D = Desaturase




2.3 Visuell evozierte Potentiale (VEP)

1934 konnten erstmals spezifische Potentialinderungen im EEG nach Applikation von
visuellen Reizen festgestellt werden [3]. Diese Potentialinderungen im EEG werden heute

visuell evozierte Potentiale (VEP) genannt.

Nach Darbietung eines optischen Reizes entsteht in der Retina ein elektrischer Impuls, der
nach Fortleitung {iber Nervus opticus, Chiasma opticum, Tractus opticus und die priméren
Sehzentren zur Area striata der okzipitalen GroBhirnrinde geleitet wird, und dort ein visuell
evoziertes Potential auslost. Die Zeit (Latenz), die von der Bildung des elektrischen Impulses
in der Retina bis zur Reaktion in der Area striata vergeht, betrdgt etwa 100 ms. Das iiber der

Area striata abgeleitete Potential wird aus diesem Grund P100 genannt.

Moderne Messgerite zur Ermittlung der Latenz P100 arbeiten mit Schachbrettmustern, die
tiber einen Bildschirmmonitor dargeboten werden. Schwarz und wei3 wechseln dabei mit
einer bestimmten Frequenz untereinander die Farben. Entsprechend der Grof3e der Felder, die
sich variieren ldsst, wird bei jeder Farbumkehr ein Korrelat der Retina stimuliert. Grobere
Muster, welche eine gesamt-retinale Stimulation bewirken, bedingen eine geringfligig
schnellere Weiterleitung des retinalen Impulses zur okzipitalen Hirnrinde als feine Muster, die
vorwiegend den fovealen Bereich stimulieren. Innerhalb der ersten 1-2 Lebensjahre verringert
sich die Latenz P100 kontinuierlich, und erreicht schliefSlich einen iiber Jahrzehnte stabilen
Wert [7, 43]. Im hoheren Alter nimmt die Latenz P100, bedingt durch natiirliche Abbau- und

Alterungsprozesse, wieder etwas zu.
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Abbildung 4:  typische Kurvenverliufe visuell evozierter Potentiale: hier bei einem gesunden,
9jihrigen Mddchen. Oberes Kurvenpaar: wiederholte Messungen mit einer
Stimulusgréfe von 10 Winkelminuten. Unteres Kurvenpaar: wiederholte Messungen
mit einer Stimulusgrofie von 15 Winkelminuten. Die Latenz P100 wird im Kurvental
als Schnittpunkt der Tangenten definiert, die an das Kurvengefille und an die
Kurvensteigung gelegt werden. Zur Filterung von Unregelmdfigkeiten wurden jeweils
50 Potentialmessungen einer Stimulusgréfe durchgefiihrt und die Werte anschliefend
gemittelt.

Aus verschiedenen Studien ist bekannt, dass viele Patienten mit PKU verzogerte P100-
Latenzen aufweisen; zahlreiche dieser Patienten zeigen zudem signifikante Verdnderungen
der weillen Substanz im Sinne einer gestorten Myelinisierung [8, 9, 58, 60, 61]. Es ist
bekannt, dass eine gestorte Myelinisierung von Nervenfasern zu verzogerten P100-Latenzen
visuell evozierter Potentiale fiihren kann, beispielsweise bei der Multiplen Sklerose. Sie
konnte daher auch bei den PKU-Patienten die Ursache der verzdgerten Latenzen sein. Die
genaue Pathogenese der Myelinisierungsstorungen und verzogerten VEP-Latenzen bei PKU-

Patienten ist jedoch unklar.



3 UNTERSUCHTE FRAGESTELLUNG

Seit Einfilhrung der eiweilarmen Didt unter Substitution eines phenyalaninfreien
Aminosduregemisches hat sich die Prognose einer klassischen PKU drastisch verbessert. Bei
Intelligenztests und in der Schule erreichen diese PKU-Patienten im Durchschnitt geringfligig
weniger gute Ergebnisse als ihre gesunden Geschwister [14, 29, 47, 57], jedoch bewegen sich
diese Unterschiede im Marginalbereich, so dass nicht von einer echten Beeintrachtigung
gesprochen werden kann.

Trotzdem konnten bei vielen Patienten mit PKU, die mit einer frithzeitig eingeleiteten und
konsequent durchgefiihrten Didt behandelt werden, in neuropsychologischen Tests zwar
gering ausgepragte, jedoch signifikante Defizite in kognitiven und psychomotorischen
Bereichen festgestellt werden: verschiedene Studien belegen Konzentrations- und
Auffassungsschwidchen  sowie  verlingerte  Reaktionszeiten und  verlangsamtes
Rechentempo [13, 54]. Es wurden Defizite in feinmotorischen Bereichen festgestellt,
besonders was die Finger-Hand-Augen-Koordination  betrifft [5, 53]. Auf
elektrophysiologischer Ebene konnten signifikante Verldngerungen der Latenzen P100 visuell
evozierter Potentiale ermittelt werden [4]. Die genauen pathophysiologischen Hintergriinde
dieser Funktionsstorungen konnten bislang nicht geklart werden. Die Vermutung, dass
ehemals vorhandene, therapiebedingte Defizite an biogenen Aminen, bestimmten Vitaminen
und Spurenelementen fiir diese Funktionsstdrungen verantwortlich waren, konnte nicht

bestdtigt werden [1, 2, 6, 12, 24, 49, 59].

Wegweisend fiir diese Studie waren jiingere Untersuchungen, bei denen niedrige Plasma- und
Serumkonzentrationen von langkettigen, mehrfach ungesittigten Fettsduren, insbesondere von
DHA, bei diidtetisch eingestellten Patienten mit PKU festgestellt wurden [23, 50, 52].

Ursache fiir den DHA-Mangel ist vermutlich das unzureichende Angebot innerhalb der PKU-
Diét, da die Hauptlieferanten der DHA wie Milch, Fisch, Fleisch, Innereien und Ei wegen des
hohen Gehaltes an Phenylalanin von PKU-Patienten weitestgehend gemieden werden miissen.
Daher wird angenommen, dass PKU-Patienten, die eine strikte Diét durchfiihren, prinzipiell
einen Mangel an DHA aufweisen. Diese Studie sollte unter anderem diese Uberlegung
iiberpriifen. Uber die klinische Relevanz eines DHA-Mangels bei Patienten mit PKU ist

bisher jedoch wenig bekannt.
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Unbestritten gilt DHA als zentraler Baustein von Zellen und Membranen, die im ZNS fiir die
Ubertragung auch von visuellen Informationen zustindig sind. Myelinscheiden und
synaptosomale Membranen etwa enthalten eine hohe Konzentration an DHA. Mittels Magnet-
Resonanz-Tomographie konnte bei vielen PKU-Patienten eine gestérte Myelinisierung
nachgewiesen werden [8, 9, 58, 60, 61]. Sollte sich bestdtigen, dass es unter einer PKU-Diét
zu Imbalancen im Fettsdurestoffwechsel und insbesondere zu einer Unterversorgung an n-3-
Fettsduren (EPA, DHA) kommt, wire denkbar, dass diese mittel- bis langfristig zu
metabolischen Ungleichgewichten an Myelinscheiden und synaptosomalen Membranen

fihren.

Tierversuche und kontrollierte Studien an gesunden Neugeborenen haben belegt, dass
bestimmte langkettige, ungesittigte Fettsduren, vor allem die DHA, einen positiven Einfluss
auf die visuelle Entwicklung haben [45, 51]. Aulerdem wurde gezeigt, dass ein Mangel an
DHA bei gesunden Probanden eine verzogerte Signaliibertragung  optischer
Reize (P100-Latenzen visuell evozierter Potentiale) hervorrufen kann [10, 11, 31, 34, 35, 40].
Ein positiver Einfluss von LC-PUFA auf die visuelle Reizverarbeitung konnte an gesunden
Probanden gezeigt werden [11, 19, 44]. Diese Studie sollte zeigen, inwiefern sich eine
Supplementierung von DHA mittelfristig auf den Plasmafettsdurestatus bei PKU-Patienten
auswirkt, und ob in der Folge ein positiver Effekt auf die optische Signaliibermittlung
nachzuweisen ist. Priméres Zielkriterium dieser Studie war daher die P100-Latenz visuell

evozierter Potentiale.

Auditive, somatomotorische und sensorische Reizleitungssysteme basieren auf Mechanismen,
die denen der optischen Signaliibertragung sehr &dhnlich sind [28]. Auch bei ihnen ist DHA ein
zentraler Baustein. Die Vermutung lag nahe, dass eine Unterversorgung mit DHA nicht nur
die optische Signaliibermittlung negativ beeinflussen konnte, sondern auch die
Signaliibermittlung anderer Reizleitungssysteme. Tierversuche konnten einen positiven Effekt
von DHA auf die psychomotorische Entwicklung nachweisen [51]. Eine Substitution mit
DHA konnte daher auch bei PKU-Patienten eine positive Auswirkung auf psychomotorische
Funktionen haben.

Aus diesem Grund wurde eine Testbatterie ausgewihlt, die unterschiedliche
Reizleitungssysteme in ihrem Zusammenspiel iiberpriift. Es handelt sich um die Rostock-

Oseretzky-Skala (ROS), eine 1978 von Erich Kurth in Rostock entwickelte und seither sehr
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bewdhrte Steilige Testreihe zum differenzierten Erfassen von Reaktionsvermogen,
willkiirlichen Bewegungsvorgingen, Feinmotorik und Gleichgewichtssinn [37]. Sie fiihrt auf
die erste motometrische Skala iiberhaupt zuriick, die der russische Neurologe Oseretzky vor
rund 90 Jahren veroffentlicht hat [46]. Die ROS findet ihre Anwendung ausschlieBlich in der
Altersgruppe der Sjdhrigen bis 11jdhrigen, ist schnell durchzufiihren und zeichnet sich durch

gute Reliabilitdt und Trennschérfe aus [17, 37, 38].
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4 METHODIK

4.1 Studiendesign und Durchfithrung

Die Studie wurde, nach Genehmigung durch die Ethikkommission der Medizinischen
Fakultit der Ludwig-Maximilians-Universitdit (LMU) in Miinchen, als prospektiver,
monozentrischer, kontrollierter Parallelgruppenvergleich durchgefiihrt. Teilnehmer der Studie
waren auf der einen Seite Kinder mit PKU im Alter zwischen einem und elf Jahren und auf
der anderen Seite gesunde Kinder (Kontrollprobanden) im gleichen Altersgefiige.
Priifeinrichtung und  Rekrutierungsstitte ~war die  Universitéits-Kinderklinik  und

Kinderpoliklinik im Dr. von Haunerschen Kinderspital, LMU, Miinchen.

Hauptzielkriterien dieser Studie waren die Latenzen P100 visuell evozierter Potentiale und die
motorischen Quotienten (MQ) einer psychometrisch-sensomotorischen Untersuchungsreihe
(Rostock-Oseretzky-Skala, ROS), vor und nach einer 90tdgigen Nahrungsergéinzung
mit LC-PUFA.

Diese Studie sollte insbesondere iiberpriifen:

e Status der Plasmaphospholipide, insbesondere der DHA-Konzentration bei
PKU-Patienten unter der konventionellen PKU-Didt vor und nach einer 90tigigen,
zusitzlichen Intervention mit DHA (DHA-reiche Fischdlkapseln).

e Status der visuellen Signalverarbeitung, insbesondere der Latenzen P100 visuell
evozierter Potentiale bei diesen PKU-Patienten vor und nach der 90tdgigen Intervention.
Mogliche Zusammenhédnge mit der Plasma-DHA-Konzentration.

e Status der psychomotorischen Koordination bei diesen PKU-Patienten vor und nach der

90tégigen Intervention. Mdgliche Zusammenhinge mit der Plasma-DHA-Konzentration.
Die Messung visuell evozierter Potentiale zeichnet sich durch hohe Reliabilitdt und

Objektivitit aus. Es existiert kein Lerneffekt. AuBerdem sind die zu erwartenden

physiologischen Verdnderungen innerhalb des fiir diese Studie veranschlagten Zeitraumes
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von 90 Tagen zwischen zwei Messungen minimal. Aus diesen Griinden eignet sich diese
Untersuchung ideal als priméres Zielkriterium.

Neben der speziellen Relevanz von DHA hinsichtlich der Latenzen P100 sollten jedoch auch
mogliche allgemeine Auswirkungen von DHA auf das ZNS {iiberpriift werden. Die Rostock-
Oseretzky-Skala als Testbatterie fiir grob- und feinmotorische Funktionen sowie Koordination
bot sich diesbeziiglich als Zielkriterium an, gerade weil sie verschiedene erfassende und
verarbeitende Systeme (unter anderem visuelles, sensomotorisches, auditives) des ZNS im
Zusammenspiel Uberpriift. Auch die ROS zeichnet sich durch eine hohe Reliabilitdt und
Objektivitat aus.

Alle Patienten und Kontrollprobanden sollten zweimal untersucht werden. Die
Nachuntersuchungen der Kontrollprobanden waren notwendig, um mdogliche Lerneffekte und
physiologische Entwicklungsschritte hinsichtlich der Zielkriterien herauszufiltern. Jede
Untersuchung bedurfte der schriftlichen Einwilligung eines Erziehungsberechtigten. Der
zeitliche Abstand zwischen erster und zweiter Untersuchung betrug 90 Tage. Wihrend der 90
Tage zwischen den Untersuchungen wurde den PKU-Patienten téglich eine definierte Menge
an Docosahexaensdure verabreicht (15 mg/kgKG/d). Trager und Darreichform der DHA
waren die Fischolkapseln Ameu® der Firma Omega. Um festzustellen, ob die orale
Aufnahme der Fischdlkapseln einen Einfluss auf den Plasmafettsduregehalt der Patienten hat,
und um einen moglichen Zusammenhang mit den Ergebnissen der Zielkriterien zu
tiberpriifen, wurde den PKU-Patienten an beiden Untersuchungstagen Blut zur
Fettsdureanalyse entnommen. Die visuell evozierten Potentiale wurden bei allen Kindern
gemessen. Die ROS wurde aus methodischen Griinden nur bei den Kindern im Alter zwischen
fiinf und elf Jahren durchgefiihrt. Um den guten Allgemeinzustand der PKU-Patienten zu
iberpriifen, wurde bei ihnen eine korperliche Untersuchung und eine zusétzliche Blutanalyse
durchgefiihrt (erweitertes Blutbild).

Die gesunden Probanden der Kontrollgruppe erhielten keine Fettsduresupplementierung.
Wegen medizinisch-ethischer Bedenken konnten bei den Kontrollprobanden jedoch keine
Blutentnahmen zur Uberpriifung des Fettsdurestatus durchgefiihrt werden. Auch bei den

Kontrollprobanden wurde eine korperliche Untersuchung durchgefiihrt.
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(nur PKU-Patienten)

Abbildung 5:  Zeitliches Ablaufschema der Studie.

Einschlusskriterien fiir diese Studie waren die frithzeitige Diagnosestellung der PKU durch
das Neugeborenenscreening und die kontrollierte Therapie im Anschluss. Da deutlich erhohte
Phenyalaninkonzentrationen einen direkten negativen Einfluss auf zentralnervose Abldufe
haben [54, 55], war eine weitere, wichtige Voraussetzung flir die Teilnahme an der Studie die
sehr gute Stoffwechseleinstellung fiir den mittelfristigen Zeitraum vor Beginn dieser Studie.
Dies wurde anhand der Plasmaphenylalaninkonzentrationen iiberpriift, die in den
vorausgegangenen 6 Monaten nicht iiber 6 mg/dl (360 umol/l) betragen durfte. Auf diesem
Weg sollte verhindert werden, dass schlecht eingestellte PKU-Patienten durch eine kurzfristig
verbesserte Compliance hinsichtlich der PKU-Diit innerhalb der Interventionszeit und mit
den damit verbundenen veridnderten Plasmaphenylalaninkonzentrationen die Ergebnisse der
durchgefiihrten Untersuchungen verfilschen [27]. Die Kontrolluntersuchungen innerhalb
dieser vorausgehenden 6 Monate wurden in 1-4wdchentlichen Abstinden im Dr. von

Haunerschen Kinderspital durchgefiihrt.

15



Im Folgenden sind die Ein- und Ausschlusskriterien detailliert aufgelistet:

4.2 Einschlusskriterien

e Alter aller Studienteilnehmer (PKU-Patienten und gesunde Kinder) zwischen einem und
elf Jahren

e frithzeitige Diagnosestellung der PKU durch das Neugeborenenscreening und die
kontrollierte Therapie im Anschluss

e sehr gutes Complience der PKU-Patienten hinsichtlich der PKU-Didt fiir den Zeitraum

von 6 Monaten vor Beginn dieser Studie

4.3 Ausschlusskriterien (analog der ICH-GCP-Kriterien)

e Teilnahme an einer klinischen Studie innerhalb der vergangenen 30 Tage

e Gleichzeitige Teilnahme an einer anderen klinischen Priifung

e Unfahigkeit, die Kriterien des Priifplans erfiillen zu konnen

e Alkohol-, Medikamenten- oder Drogenabhingigkeit sowie neurotische Personlichkeit

e Psychiatrische Erkrankung oder Suizidgefahr

e Epilepsie

e Blutspende oder Blutverlust von >500 ml in den vergangenen 90 Tagen

e schwere allergische Diathese

e schwere organische Erkrankung

e akute Erkrankung, insbesondere akute Infektionen zum Zeitpunkt der Untersuchung

e jede chronische Krankheit oder Folgen chirurgischer Eingriffe am Verdauungstrakt, die
Resorption, Metabolismus oder Ausscheidung des Priaparates beeinflussen konnte

e Verweigerung der Zustimmung

e anamnestisch bekannte Krankheiten, die mit einer Verlingerung der Latenz P100 einher
gehen konnen, ausgenommen der PKU

e Storungen der Blutgerinnung

e Erkrankungen, die Behandlung mit gerinnungshemmenden Mitteln erfordern

e andere Stoffwechselerkrankungen als Phenylketonurie

e RegelmiBige Medikamenteneinnahme auler der phenylalaninfreien Aminosduregemische
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e Dystrophie

e andere Didten neben der PKU-Diét (z.B. vegane Erndhrung bei den Kontrollprobanden)

e regelmifige Verwendung von Nihrstoffsupplementen

e bekannte Uberempfindlichkeit gegen die Priifmedikation, andere Fischdlpriparate und

Hilfsstoffe des Priifpréparates

4.4 Arten des Studienendes

e Beendigung der Studie gemif Protokoll
e Patient nicht zur Erst- und/oder Abschlussuntersuchung erschienen
e Nachtrigliche Feststellung, dass Einschluss- und/oder Ausschlusskriterien nicht erfiillt

wurden

e Abweichung der Compliance in Bezug auf die Einnahme der Priifmedikation von mehr als
25%

e Waunsch des Patienten oder seiner Eltern, die Studie abzubrechen
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S5 STUDIENMEDIKATION

5.1 Studienmedikation der Gruppe der PKU-Patienten

Bezeichnung: Ameu® der Firma Omega (Lachsol in Kapselform)

Zusammensetzung: eine Kapsel (500 mg) enthdlt an arzneilich wirksamen
Bestandteilen: 500 mg Lachsolkonzentrat; 35% davon entfallen auf Omega-3-Fettséuren,
darunter EPA (18%) und DHA (12% = 60 mg pro Kapsel). Sonstige Bestandteile sind
Mischtocopherol (entspricht 1 mg Vitamin E als Antioxidanz), Gelatine, Glycerol, gereinigtes

Wasser.

5.2 Studienmedikation der Kontrollgruppe

Keine.
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6 STUDIENMATERIALIEN

6.1 Chemikalien

2,6 Di-tert.-butyl-p-kresol (BHT), Fluka 34750, Buchs (Schweiz)
2,7-Dichlorfluoreszein, Merck 9676, Darmstadt

2-Propanol, Merck 1.09634.1000, Darmstadt

Ammoniaklosung 25% p.A., Merck 5432.1000, Darmstadt

Aqua ad iniectabilia, Pharmacia & Upjohn GmbH, Erlangen
Chloroform p.A., Merck 1.02445.2500, Darmstadt

DC-Platten Kieselgel 60, Merck 1.05721, Darmstadt

Diisopropylether, Baker 8072, Deventer (Holland)

Essigsdure 100% (Eisessig), Merck 1.00063, Darmstadt

Ethanol absolut, Merck 1.00983.2500, Darmstadt

Methanol LiChrosolv, gradient grade, Merck 1.06007.2500, Darmstadt
Methanolische HCI1 3N, Supelco 3-3050 Bellefonte (USA)
Natriumcarbonat, Merck, 6392.0500, Darmstadt
Natriumhydrogencarbonat, Merck, 1.06329.1000, Darmstadt
Natriumsulfat, Merck, 1.06649.1000, Darmstadt

n-Heptan, Merck, 1.04379.1000, Darmstadt

n-Hexan LiChrosolv, Merck, 1.04391.1000, Darmstadt
Phosphatidylcholine Dipentadecanoyl, Sigma P7285, Deisenhofen
Phosphatidylethanolamine Diheptadecanoyl, Sigma P 8664, Deisenhofen

6.2 Verbrauchsmaterialien

Bordelkappe R11-1.0, Nr. 301014, CS Chromatographie Service, Langerwehe
Dichtscheibe G13, Nr. 300357, CS Chromatographie Service, Langerwehe
Dichtscheibe G15, Nr. 300326, CS Chromatographie Service, Langerwehe

Evoked EEG Electrode Set, NTHON KOHDEN CORPORATION, Tokyo 161, Japan
Federn, Chromacol 500 X MTS-1, Trumbull (USA)

Flasche G4, braun, Nr. 300106, CS-Chromatographie Service, Langerwehe
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Flasche R1, braun, Nr. 300005, CS-Chromatographie Service, Langerwehe
Microvials, Chromacol 1000 02-MTV, Trumbull (USA)

Pasteurpipetten, Brand 7477 15, Wertheim

Pipettenspitzen fiir CP10 und CP100, abimed, Langenfeld

Pipettenspitzen fiir Eppendorf-Pipetten, Greiner, Frickenhausen

Reagenzglaser 3 WKB 135 14/15 mm, WAG 0,8/1,0 mm, Paul, Gilching
Rollrandfldschchen G1, braun, 300102, CS-Chromatographie Serivce, Langerwehe
Sandpaste ,,skinPure”, NTHON KOHDEN CORPORATION, Tokyo 161, Japan
Schraubkappe G15, Nr. 300328, CS-Chromatographie Service, Langerwehe

Ten 20 conductive EEG-Paste, weaver and Co. Aurora, CO 80011, USA

6.3 Geriite

Analysenwaage, Sartorius R-200 D, Gottingen

Autosampler, Hewlett-Packard 7673 Series, Boblingen

Bordelzange, Hewlett Packard 8710-0979

Entwicklungskammer, Desagag, Heidelberg

Gaschromatograph, Hewlett-Packard 5890 Series 2, Boblingen
Integrator, Hewlett-Packard, 3396-Series, Boblingen

Kieselgelplatte, Merck 1925.1000, Darmstadt

Metallblock-Thermostat, Bachhofer GmbH, Typ 2102 Reutlingen
Pipette, abimed 1-10 pl, 10-100ul, 50-250 ul, 200-1000 pl, 500-2500 ul
Pipette, Brand Transferpipette 10-100 pl, Wertheim
Schliffglasrohrchen

Thermoplatte S Desaga, Heidelberg

Ultraschallbad Sonorex Super, Bandelin electronic, Berlin

UV-Lampe, “no name”, Hongkong

VEP-Messgerit, Toennis NeuroScreen 1.63, Jaeger-Toennis GmbH, Deutschland
Vortexer, Janke und Kunkel IKA-Labortechnik VF 2, Heitersheim
Zentrifuge Universal 30 F, Hetterich, Tuttlingen
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7 ZIELKRITERIEN

7.1 Primares Zielkriterium

e Latenzen P100 visuell evozierter Potentiale

7.2 Sekundire Zielkriterien

7.2.1 Funktionsvariablen

e sensomotorische Féhigkeiten (MQ-Werte der Rostock-Oseretzky-Skala)

7.2.2 Laborvariablen

Phospholipid-Fettsduren im Plasma

7.2.3 Sonstige Kriterien

Erfassung der globalen Vertraglichkeit der Behandlung (5stufiger Score)

e unerwiinschte Ereignisse (UE) und unerwiinschte Arzneimittelwirkung (UAW)
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8 NULLHYPOTHESE, ARBEITSHYPOTHESE

8.1 Nullhypothese

Die Nullhypothese Hy lautet, dass bei PKU-Patienten unter 90-tidgiger Gabe von Fischdl mit
einer durchschnittlichen DHA-Dosis von 15mg/kgKG/d im Vergleich zu den Vorwerten keine
Verkiirzung  der  Latenzen  visuell  evozierter  Potentiale  (P100)  erreicht

wird: P100g= P100g

8.2 Arbeitshypothese

Die Arbeitshypothese K; lautet, dass bei PKU-Patienten unter 90-tdgiger Gabe von Fischol
mit einer durchschnittlichen DHA-Dosis von 15mg/kgKG/d im Vergleich zu den Vorwerten
eine  Verkiirzung der Latenzen visuell evozierter Potentiale (P100) um

mindestens 6% eintritt.
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9 LABORANALYSEN

9.1 Reproduzierbarkeit Plasma

Die Extraktion der Lipide erfolgte nach einem standardisierten Verfahren [30]. Die
einwandfreie Reliabilitit der Analysegerite und der Analyseprozedur der sich anschlieBenden
gaschromatographischen Quantifizierung der Lipidfraktionen wurde in einem Intraassay-
Versuch tiberpriift und sichergestellt; hierzu wurde die 8fach wiederholte Messung einer
randomisierten Poolplasmaprobe von 8 PKU-Patienten durchgefiihrt. Mittelwerte,
Standardabweichung und Variationskoeffizienten wurden berechnet. Bei sdmtlichen n-3- und
n-6-Fettsduren lag der Variationskoeffizient unter 5%, ebenso bei den einfach ungesittigten
und den gesittigten Fettsduren. Die Wiederfindungsrate der Fettsduren betrug jeweils

zwischen 98% und 99%.

9.2 Blutentnahme und Aufbereitung der Plasmafettsauren

Fir die Analyse der Plasmafettsauren wurde allen PKU-Kindern sowohl in der
Voruntersuchung als auch in der Nachuntersuchung (nach 90 Tagen) jeweils 1,5 ml EDTA
Blut entnommen. Das EDTA Blut wurde direkt nach der Entnahme 5 Minuten
bei 2500 U/min zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Plasma abpipettiert und bis zur
weiteren  Aufbereitung bei —80°C  eingefroren. Um  moglichst einheitliche
Analysebedingungen zu schaffen (Substrate aus der gleichen Produktionscharge, identische
gaschromatographische Saule fiir alle Proben), wurde mit der weiteren Aufbereitung gewartet,
bis die Plasmaproben aller PKU-Patienten gesammelt waren. Zur Wahrung der
hochstmoglichen Objektivitit wurden sdmtliche Proben der Vor- und Nachuntersuchung
verblindet aufbereitet und analysiert. Zur Extraktion der Gesamt-Fettsduren wurden von
jedem Patienten 250 ul Plasma in ein Schliffglasrohrchen iiberfiihrt. Diesen 250 pl Plasma
wurde 100 pl innerer Standard beigemengt (innerer Standard: 14,562 mg Phosphatidylcholin-
Dipentadecanoyl entsprechend 10 mg Pentadecansdure
in 100 ml Methanol/Chloroform 35/15 v/v mit 2,6 Di-tert-butyl-p-kresol BHT 2 g/l. Die
Konzentration an C:15 im inneren Standard betrug 10 pg/100ul). Nach Beimengung des

inneren Standards wurden 2 ml Hexan/Isopropanol im Verhéltnis 3:2 hinzugefiigt. Dieses
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Gemisch wurde fiir 1 Minute geschiittelt und anschlieBend, zum Zwecke einer sauberen
Phasentrennung, 7 Minuten lang bei 2300 U/min zentrifugiert. Die obere der beiden Phasen
wurde vollstandig in ein 4ml Braungldschen iiberfiihrt und unter Stickstoff eingedampft. Die
untere Phase wurde verworfen. Das eingedampfte Gesamt-Fettsdure-Extrakt wurde
anschliefend noch zwei Mal mit jeweils 2 ml Hexan aufgemischt, geschiittelt, zentrifugiert
und wieder mit Stickstoff eingedampft.

Danach wurde das Gesamt-Fettsdure-Extrakt in 400 ul Cloroform/Methanol (1/1, v/v)
aufgenommen und auf eine Diinnschichtchromatographie-Platte (DC-Platte) 1,5 cm vom
unteren Rand der Platte entfernt vollstdndig auf einer Breite von 2 cm so diinn wie moglich
aufgetragen. Die Abstinde zwischen den Auftragsstellen betrugen etwa 3 cm. Jede
Auftragsstelle wurde dann separat zweimal mit Chloroform gespiilt, bevor die Platten
entwickelt wurden. Laufmittel war n-Heptan/Diisopropylether/Eisessig 60/40/3 v/v. Die
Platten wurden bis 1 cm unter den oberen Rand entwickelt, anschlielend auf einer
Thermoplatte fiir 20 Minuten getrocknet und danach mit 2,7 Dichlorfluorescin bespriiht. Die
Lipidfraktionen wurden unter UV-Licht sichtbar gemacht. Die Phospholipidfraktion wurde
vollstdndig mit einem Spatel ausgekratzt und in 4ml Braungldschen {iberfiihrt.

Die Umesterung (Transmethylierung) der Lipidfraktion erfolgte nach Beimengung
von 1,5 ml methanolischer HCL unter Erhitzung im Thermoblock bei 85°C fiir 45 Minuten im
gut verschlossenen Braungldschen. Nach anschlieBender Abkiihlung fiir 30 Minuten wurden
die Proben mit Natriumsulfat/Natriumhydrogencarbonat/Natriumcarbonat 2/2/1 v/v bis auf
einen pH von 7 neutralisiert. Die Separierung der Fettsdure-Methylester gelang, indem die
Proben zunidchst mit 1 ml Hexan aufgeschiittelt wurden und anschlieBend die obere
Hexanphase abpipettiert und in ein 2ml Braungldschen iiberfiihrt wurde. Dieser Vorgang
wurde wiederholt. Die gewonnene Hexanphase wurde unter Stickstoff eingedampft, danach
vollstdndig in 50 ul Hexan (BHT 2 g/l als Antioxidanz enthalten) aufgenommen und in ein
Microvial iiberfiihrt. Das Microvial wurde in ein Iml Braunglidschen gesteckt und dieses mit
einer Bordelklappe verschlossen. Bis zur Analyse mittels Gaschromatographie wurden die

Proben bei -80°C eingefroren.
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9.3 Gaschromatographische Analyse

Die quantitative Analyse der Proben wurde mittels Gaschromatographie durchgefiihrt. Die

Messungen im Gaschromatographen wurden unter folgen Bedingungen durchgefiihrt:

Séule:

Filmdicke:
Temperatur Injektor:
Temperatur Detektor:

Temperatur Ofen:

Gasdurchfluss:

Einspritzmenge Plasma:

Temperaturprogramm:

BPX 70-Kapillar-Trennsdule, 50 mm x 0,32 mm (Scientific
Glass Engeneering 054603, Weiterstadt)

0,25 pl (Bicyanopropyl-polisiloxan)

250°C

250°C

130°C

mobile Phase (Helium) mit einem Vordruck von 1,0 bar beim
Start bei einer Erhéhung um 0,02 bar/min und einem

Splitverhéltnis von 1:20

3ul

nach der Injektion folgte ein kontinuierlicher Temperaturanstieg
um 4°C/min bis auf 180°C, danach um 3°C/min bis auf 200°C
und anschlieBend um 1°C/min auf 210°C. Diese Temperatur
wurde fiir 20 Minuten aufrechterhalten. Anschlieend wurde auf

130°C heruntergekiihlt.
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10 VEP, ROS: DURCHFUHRUNG

10.1 Durchfiihrung der visuell evozierten Potentiale (VEP)

Bei jeder der Untersuchungen waren 3 Personen anwesend: das zu untersuchende Kind, eine
vertraute Begleitperson (meistens ein Elternteil) und der Untersucher. Zu Beginn der
Untersuchung musste sich das Kind in eine aufrechte Sitzposition auf einen hohenjustierbaren
Hocker begeben. AnschlieBend wurde ein Computerbildschirm in einem Augenabstand von
100 cm aufgestellt und der Hocker auf dem das Kind sall so justiert, dass sich die
Bildschirmmitte auf Augenhohe des Kindes befand. Zur Ableitung visuell evozierter
Potentiale = mittels des in  dieser = Studie = verwendeten =~ VEP-Messgerites
(Toennis NeuroScreen 1.63, Jaeger-Toennis GmbH, Deutschland) wurden 3 Messelektroden
bendtigt (aktive, inaktive, Erde). Die Elektrodenpositionen, allesamt an der Kopthaut des
Kindes, wurden zundchst mit einer Sandpaste entfettet und anschlieBend mit einer speziellen
EEG-Paste beschichtet, um die Elektrodenimpedanzen moglichst gering zu halten. Ein
optimales Impedanzniveau konnte iiber das VEP-Messgeridt direkt ermittelt werden. Die
aktive Elektrode wurde 3 cm zentral liber dem Inion, die inaktive Elektrode frontozentral
moglichst nahe dem Haaransatz, und die Erdelektrode craniozentral bei der Hélfte des
Abstandes Inion-Nasion mit einer Spezialpaste befestigt. Nach diesen Vorbereitungen wurde
der Raum vollig abgedunkelt. Insgesamt wurde in 4 Durchgidngen gemessen. Die Ableitung
erfolgte gemidll den  Standards der Deutschen  Gesellschaft fiir  klinische
Neurophysiologie (DGKN). In allen Durchgingen zeigte sich auf dem Bildschirm ein
Schwarz-Weil-Schachbrettmuster, das mit einer Frequenz von 3,2 Hz seine Farben
untereinander vertauschte. Die Grofle der einzelnen Felder im ersten Durchgang
betrug 5 Winkelminuten (wm). Aufgabe fiir das Kind war es, die Mitte des Bildschirmes zu
fixieren. Um dies zu erleichtern, wurde auf der Bildschirmmitte ein pfenniggrof3es Stiick roter
Plastikfolie befestigt. Sofern das Kind ruhig diesen roten Punkt fixierte, konnte bei jeder

Farbumkehr ein visuell evoziertes Potential gemessen werden.
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Um Artefakte herauszufiltern wurden in jedem Durchgang 50 Farbumkehrungen
vorgenommen. Wurde ein Kind unruhig, konnte die Messung kurzfristig abgebrochen, und zu
einem spdteren Zeitpunkt fortgesetzt werden. Zwischen den einzelnen Durchgéngen wurde zu
Erholungszwecken ein bis zwei Minuten pausiert. Den Versuchsaufbau betreffend wurde
lediglich die GroBe der Schachbrettfelder verdndert: im zweiten Durchgang betrug sie 10 wm,
im dritten 15 wm und im vierten Durchgang 30 wm. Alle Kinder beider Gruppen sollten

untersucht werden.

Visueller Reiz EEG-Ableitung

PC-Bildschimm, Referenzelektrode
Schachbrettmuster

1 Mefelektrode

|
Erdung
Datenverarbeitung
Taktgeber

Abbildung 6:  schematischer Versuchsaufbau der VEP-Messungen.
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10.2 Durchfiihrung der Rostock-Oseretzky-Skala (ROS)

Das Mal3 der Objektivitdt hingt gerade bei der Untersuchung motorischer Fiahigkeiten, die
eine Reihe miindlicher Anweisungen an den Probanden beinhaltet, von einer gleich
bleibenden Vorgehensweise ab. Die Untersuchung fand daher immer im gleichen Raum statt,
die Versuchsaufbauten wurden stets genau ausgemessen, und die Anleitungen des
Untersuchers waren knapp und einfach gehalten. Jede Ubung wurde zur Veranschaulichung
1 Mal vom Untersucher demonstriert. Im Untersuchungsraum waren jeweils 3 Personen
anwesend: das Kind, eine Begleitperson und der Untersucher. Alle Kinder beider Gruppen

zwischen 5 und 11 Jahren sollten untersucht werden.

Die Untersuchung gliederte sich in die folgenden 5 Elemente:

10.2.1 Miinzen legen (Mii)

2 Reihen zu je 10 Miinzen (2 cm Durchmesser) wurden hintereinander auf eine glatte
Tischfliche gelegt. Beide Reihen lagen parallel zur Tischkante, die erste Reihe in einem
Abstand von 4 cm, die zweite Reihe in einem Abstand von 8 cm. Der Abstand zweier Miinzen
innerhalb einer Reihe betrug 3 cm (Rand zu Rand). Die Aufgabe fiir das Kind bestand darin,
mit der dominanten Hand innerhalb von 15 Sekunden so viele Miinzen wie mdglich in eine
Schachtel (10 em x 7 cm, 3 cm hoch) zu legen, die in einem Abstand
von 20 cm zur Tischkante stand. Es durfte jedoch immer nur eine Miinze vom Tisch

genommen und in die Schachtel gelegt werden.

28



10.2.2 Labyrinth durchfahren (LZ, LF)

Diese Aufgabe bestand darin, mit einem Kugelschreiber so schnell wie mdglich durch ein
kleines Labyrinth zu fahren. Die Réinder des Labyrinthes sollten mit dem Kugelschreiber
nicht beriihrt werden. Nach Beendigung der Aufgabe wurden die bendtigte Laufzeit (LZ) und
die Anzahl der Beriihrungen (LF = Lauffehler) notiert. Das Labyrinth hatte die
Mafle 1,8 cm x 2,8 cm und befand sich in der Mitte eines DIN A 4-Blattes auf einem Tisch,

vor dem das Kind auf einem Stuhl saf3.

T3]
[

I

Abbildung 7:  Aufgabe der Kinder war es, mit einem Kugelschreiber so schnell und gleichzeitig so
genau wie moglich, d.h. ohne die Linien zu beriihren, durch das obere Labyrinth zu
fahren. Der Untersucher demonstrierte die Aufgabe vorher am unteren Labyrinth.
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10.2.3 Dynamische Balance (Bd)

In dieser Aufgabe sollte das Kind nacheinander iiber 7 Holzleisten balancieren. Die Leisten
waren alle gleich lang (2m) und gleich stark (2cm), jedoch unterschiedlich
breit (8, 7, 6, 5, 4, 3 und 2cm). Die Kinder sollten in ruhigem Gehtempo, Ferse an Zehen
gesetzt, liber die Leisten gehen, beginnend mit der breitesten. Die Arme sollten locker am
Korper herunter hingen, und durften nicht in die Waagerechte gehoben werden. Sobald das
Kind das Gleichgewicht verlor und mit einem Ful3 den Boden beriihrte galt diese Aufgabe als

beendet, und alle bis dahin komplett {iberquerten Holzleisten wurden gewertet.

10.2.4 Statische Balance (Bst)

Das Kind sollte nacheinander die im Folgenden beschriebenen Positionen einnehmen und sie

fiir 10 Sekunden halten, ohne das Gleichgewicht zu verlieren.

a) Zehen-Fersen-Stand (Fiile in gerader Linie) mit geéffneten Augen

b) Zehen-Fersen-Stand (wie a, jedoch mit geschlossenen Augen)

c) Zehenspitzenstand (Fiile direkt nebeneinander, auf den Zehenspitzen) mit gedffneten
Augen

d) Zehenspitzenstand (wie ¢, jedoch mit geschlossenen Augen)

e) Stand auf einem Bein, zuerst rechts, dann links. Das jeweils andere Bein im

Kniegelenk rechtwinklig gebeugt. Gedffnete Augen
f) wie e, jedoch mit nach vorne gebeugtem Oberkdrper und mit hinter dem Riicken
verschrankten Armen

g) Stand auf einem Bein, auf den Zehenspitzen. Zuerst rechts, dann links

Alle Positionen (a-g) wurden gepriift, fiir jede erfiillte Position gab es einen Punkt, bei

einseitiger Bewaltigung einen halben Punkt.
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10.2.5 Motorisch-rhythmische Koordination (Mrk)

Diese Untersuchung bestand aus 7 Durchgingen. Benétigt wurde ein Metronom, eingestellt
auf Tempo 92 (Anschldge/min). Die Aufgabe des Kindes bestand im ersten Durchgang darin,
synchron zum 4/4 Takt des Metronoms abwechselnd jeweils mit dem rechten und linken Fuf3
auf den Boden zu stampfen. In Durchgang 2 bis 7 sollte es diesen Stampfrhythmus
beibehalten und gleichzeitig einen vom Untersucher vorgegebenen Rhythmus mit den Hénden
4mal in direkter Abfolge nachklatschen. Alle Rhythmen (1-7) wurden gepriift, fiir jede
erfiillte Aufgabe gab es einen Punkt.

1) Nur Fiie l

2) FiiBe und Hiinde gleichzeitig J J J J l
3) Héinde (FiiBe wie in 1) l r 4 r A l
4) Hiinde (FiiBe wie in 1) I r r ‘]“ 'l I
5) Hande (Fiie wie in 1) I r r r ’l I

6) Hande (Fiie wie in 1) I r r g‘f r I
7) Hinde (FiiBe wie in 1) l t E r i el I

Abbildung 8:  Reihenfolge der 7 Rhythmusiibungen der MrK.
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10.3 Auswertung der ROS

Wihrend der Entwicklung der ROS durch Kurth wurde bald klar, dass die Ergebnisse
(Rohpunktwerte) in den einzelnen Untertests auf die verschiedenen Altersstufen bezogen
keiner Normalverteilung entsprachen. Erst durch Verteilungsnormalisierungen, die auf die
Flachentransformation von Gutjahr [25] zurlickgeht, gelang es, eine Prozentrangverteilung zu
berechnen, die sich als Normalverteilung darstellen lie. Da die Merkmalswerte teilweise in
nur 7 Stufen variieren konnen, entschied man sich fiir eine relativ grobe Einstufung,
die C-Skala (Werte zwischen 0 und 10). Dadurch erreichte man, unabhéngig vom Alter der
Probanden, vergleichbare Werte fiir alle Untertests, die es gestatteten, auch qualitative
Unterschiede motorischer Leistungen zu beschreiben. Durch die Zusammenfassung und
Uberfiihrung aller Werte der C-Skala in eine weitere Skala, die statistisch genau so definiert
ist wie der Abweichungs-IQ (Mittelwert = 100), erhielt man eine relative Bewertung der
gesamten erbrachten Leistung eines Probanden im Sinne einer Normalverteilung. Die

Verfasser der ROS gaben dieser Bewertung die Bezeichnung MQ (motorischer Quotient).

Aufgabe Rohwert C-Wert (C)
Miinzen legen .
(Mii) 16 (Miinzen) 6
Laufzeit Labyrinth
(12) 23 (Sekunden) 5
Lauffehler Labyrinth
(LF) 3 (Fehler) 5
dynamische Balance .
(Bd) 5 (Holzleisten) 5
statische Balance .
(Bst) 5,5 (Figuren) 6
motorisch-rhythmische
Koordination (MrK) 6 (Rhythmen) 6
C-Wert Gesamt 1
(CGes)
motorischer Quotient 107
(MQ)
Tabelle 2: Beispielwerte bei einem gesunden, 11jihrigen Jungen. Der errechnete MQ ist mit 107

leicht iiberdurchschnittlich (der Mittelwert liegt bei 100), liegt aber noch innerhalb
der ersten Standardabweichung.
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C-Wert Mii LZ LF Bd Bst Mrk
0 0-12 iiber 40 iiber 9 2 2,5 1
1 40-33 9 3 3 1,5
2 13 32-30 8 3,5 2-2,5
3 29-26 7-6 4 4 3
4 14 25-24 5-4 4,5 3,5
5 15 23-22 3 5 5 4-5
6 16 21-19 5,5 5,5-6
7 17 18-16 2 6 6 6,5
8 18 15 1 7 6,5 7
9 7
10 19-20 unter 15 0

Tabelle 3: Umrechnung der Rohwerte in die C-Werte der jeweiligen Ubung. Fiir jedes

Lebensjahr von 5-11 Jahren gibt es eine eigene Umrechnungstabelle. Die hier
abgebildete Tabelle gilt nur fiir 11jdihrige Jungen.

CGes MQ CGes MQ CGes MQ CGes MQ CGes MQ
1 28 11 52 21 77 31 102 41 127
2 30 12 55 22 80 32 105 42 129
3 33 13 57 23 82 33 107 43 132
4 35 14 60 24 85 34 109 44 134
5 38 15 62 25 87 35 112 45 137
6 40 16 65 26 90 36 114 46 139
7 43 17 67 27 92 37 117 47 142
8 45 18 70 28 95 38 119 48 144
9 48 19 72 29 97 39 122 49 147
10 50 20 75 30 100 40 124 50 149
Tabelle 4: Umrechnung des CGes-Wertes in den motorischen Quotienten (MQ) fiir alle

relevanten Altersstufen. Der statistische Mittelwert (MQ = 100) entspricht immer
einem CGes-Wert von 30.
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10.4 Reliabilitit der ROS

Da es sich bei der ROS um eine heterogen aufgebaute Testserie handelt, die unter anderem
Schnelligkeitsanforderungen enthélt, eignet sie sich insbesondere zur Testwiederholung. Zur
genauen Priifung der Reliabilitdt fiihrte Kurth eine Stichprobenuntersuchung an 8jdhrigen
konzentrationsgestorten Kindern (n=21) sowie an S§jdhrigen Kindern aus der
Standardisierungspopulation (n=49) durch, die nach 6 Wochen wiederholt wurde [37]. Unter
Beriicksichtigung unterschiedlicher Varianzen nach Lienert [38] ergab sich nach Korrektur
eine sehr zuverldssige Reliabilitdit des CGes-Wertes von 0,92.  Sdmtliche
Korrelationskoeffitienten waren sowohl vor als auch nach der Korrektur auf dem 0,1%-

Niveau hochsignifikant.

10.5 Schwierigkeit und Trennschéirfe der ROS

Ziel bei der Entwicklung der ROS war es unter anderem, die Aufgabenschwierigkeiten so zu
verteilen, dass eine moglichst breite Streuung auf allen Altersstufen erreicht wird, um sowohl
gute als auch weniger gute Probanden noch ausreichend differenzieren zu konnen. Fiir die
Errechnung eines Gesamtschwierigkeitsindexes der 3 Untertests mit
Einzelaufgaben (Bd, Bst, Mrk) wurde unter Beriicksichtigung der Formel von Dahl die
Formel von Lienert angewendet [17, 38]. Danach ergaben sich fiir alle Altersstufen bei den
Untertests Bd, Bst und MrK aufsteigende Schwierigkeitsindizes von etwa 20 bis 70 nach
Lienert, wobei die MrK-Aufgaben die relativ hdchsten Anforderungen an die Probanden
stellten. Aufgrund fehlender echter richtig-falsch-Dichotomie der iibrigen Aufgaben Mii, LZ
und LF wurde bei ihnen auf die Angabe solcher Werte verzichtet. Hinsichtlich der
Trennschérfe ergaben sich filir die Untertests Bd und Bst Korrelationskoeffizienten um 0,5.
Von den 21  Korrelationskoeffizienten = waren 17  statistisch  signifikant
oder hochsignifikant [37]. Lediglich 3 Werte, die sich auf die MrK beziehen, fielen durch ihre

niedrige Hohe heraus.
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11 ERGEBNISSE UND STATISTIK

11.1 Studienteilnehmer

11.1.1 PKU-Patienten

Unter Beriicksichtigung sdmtlicher Ein- und Ausschlusskriterien wurden 38 PKU-Patienten in
die Studie aufgenommen, von denen 36 vollstindig das Studienprotokoll beendeten
(Durchschnittsalter 6,3 + 0,55 Jahre, 19 Miadchen, 17 Jungen).

Die Befunde der korperlichen Untersuchung und die Blutanalysen (erweitertes Blutbild)
belegten sowohl in der Voruntersuchung als auch in der Nachuntersuchung den guten
Allgemeinzustand aller PKU-Patienten. Es ergaben sich hieraus keine Hinweise auf eine

akute oder schwere chronische Erkrankung.

11.1.2 Kontrollprobanden

Die Gruppe der Kontrollprobanden rekrutierte sich iiberwiegend aus gesunden Geschwistern
teilnehmender PKU-Patienten bzw. aus deren Freundes- und Bekanntenkreis. So konnte
gewihrleistet werden, dass beide Gruppen auch beziiglich ethnischer Herkunft und sozialer
Schicht der Teilnehmer ein dhnliches Gefiige aufwiesen. Unter Beriicksichtigung sdmtlicher
Ein- und Ausschlusskriterien konnten 30 gesunde Kinder (Anamnese, korperliche
Untersuchung) in die Studie aufgenommen werden (Durchschnittsalter 6,57 + 0,50 Jahre,

15 Médchen, 15 Jungen).

11.1.3 Dropouts

Insgesamt wurden im Verlauf der Intervention 2 von 38 PKU-Patienten aus der Studie
ausgeschlossen. Eine Sjdhrige PKU-Patientin mit Neurodermitis musste das Studienprotokoll
aufgrund téglicher Einnahme von zusitzlichem Nachtkerzendl vorzeitig beenden; dieses Ol ist
reich an mehrfach ungesittigten Fettsduren, daher hétte dessen zusétzliche Einnahme zu einer
Verfélschung der Ergebnisse bei den Zielparametern fiihren koénnen. Ein 4jdhriger PKU-

Patient musste aus der Studie genommen werden, da er die Einnahme der Fischolkapseln
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verweigerte. Seitens der Kontrollprobanden wurden keine Zwischenfille berichtet, die den

Ausschluss aus der Studie erfordert héatten.

11.2 Statistische Auswertung

Der statistische Vergleich beider Gruppen (PKU-Patienten, Kontrollprobanden) erfolgte bei
der Rostock-Oseretzky-Skala mittels ANOVA (analysis of variance, Korrektur nach
Bonferroni) und mit dem t-Test nach Student (Student’s t-test). Die Berechnung von
Behandlungseffekten nach Gabe von DHA bei den PKU-Patienten und der Vergleich mit den
unbehandelten Kontrollprobanden wurde mit MANOVA (multivariate analysis of variance)
fiir wiederholte Messungen (2 Gruppen, 2 Zeitpunkte) durchgefiihrt. Dariiber hinaus wurden
die Verdnderungen iiber die Zeit innerhalb der beiden Gruppen mit dem t-Test flir gepaarte
Stichproben (paired t-test) auf statistische Signifikanz liberpriift.

Die Analyse der Daten aus den Messungen der visuell evozierten Potentiale im Vergleich
zwischen PKU-Patienten und Kontrollprobanden erfolgte mittels t-Test nach Student. Um
Behandlungseffekte nach Gabe von DHA auf statistische Signifikanz zu tiberpriifen, wurde
der t-Test fiir gepaarte Stichproben angewendet.

Zur Uberpriifung von signifikanten Verdinderungen der Fettsdurekonzentrationen im
Blutplasma nach Gabe von DHA-haltigen Fischolkapseln wurde der t-Test fiir gepaarte
Stichproben angewendet (nur PKU-Patienten, es erfolgte keine Fischolgabe und

Fettsdureanalyse bei den Kontrollprobanden).

Die Auswertung der Daten erfolgte mit SPSS 11.0 fiir Windows. Bei allen Untersuchungen

wurde statistische Signifikanz fiir p < 0,05 angenommen.

11.3 Phenylalanin und Plasmafettsauren der PKU-Patienten

Alle PKU-Patienten waren sowohl zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung als auch fiir den
Zeitraum der Intervention therapeutisch sehr gut eingestellt. Dies wurde anhand der
Plasmaphenylalaninkonzentrationen iberpriift, die bei allen PKU-Patienten auch wihrend
dieser Studie im angesetzten Rahmen von unter 6 mg/dl (360 pumol/l) lag. Die mittlere
Phenylalanintoleranz der PKU-Patienten betrug zu Studienbeginn 13,9 mg/kgKG/d und blieb

im Verlauf konstant.
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Tabelle 11 zeigt die Konzentrationen der Fettsduren der Plasmaphospholipide an beiden
Untersuchungstagen. Die Wiederfindungsrate der Fettsduren in der Voruntersuchung
betrug 98,66%. Der Anteil an gesittigten Fettsduren war hier mit 44,93% am hdchsten,
nacheinander gefolgt von den Anteilen der n-6-PUFA (36,19%), einfach ungesittigten
Fettsduren (n-7- und n-9, 13,62%) und n-3-PUFA (3,95%).

Bei den n-6-PUFA dominierte die Linolsdure (18:2n-6, 21,47%) vor der
Arachidonsédure (20:4n-6, 9,26%). Der Anteil der restlichen n-6-PUFA betrug nur 5,4%. Bei
den n-3-PUFA iiberwog die Docosahexaensdure (22:6n-3, 2,37%). Die Konzentration der
Eicosapentaensdure (20:5n-3) betrug lediglich 0,4%. Die restlichen n-3-PUFA lagen in

jeweils minimalen Konzentrationen vor (insgesamt 1,18%).

Im Vergleich zu verfiigbaren Daten von gesunden Kindern derselben ethnischen
Zugehorigkeit [18] zeigten die PKU-Patienten eine &hnliche Zusammensetzung der
Plasmaphospholipide. Etwas niedrigere Konzentrationen lieBen sich bei den PKU-Patienten
im Vergleich zur Referenzpopulation jedoch fiir die Gesamt-n-3-Fettsduren nachweisen.
Insbesondere der Anteil fiir die Docosahexaensdure war bei den PKU-Patienten (2,37%)
niedriger als bei der Referenzpopulation (2,62%). Dafiir lagen die Konzentrationen der
Gesamt-n-6-Fettsduren bei den PKU-Patienten (36,19%) etwas hoher als bei gesunden
Kindern (32,82%). Auch die Konzentration der o-Linolensdure (18:3n-3) war bei
den PKU-Patienten etwas hoher. Das Verhiltnis von n-3- zu n-6-Fettsduren ist damit etwas
niedriger als bei gesunden Probanden.

Bei der Nachuntersuchung betrug die Wiederfindungsrate der Fettsduren 98,76%. Somit lag
die Wiederfindungsrate der Plasmafettsduren sowohl in der Voruntersuchung (98,66%) als
auch in der Nachuntersuchung auf einem sehr hohen Niveau.

Insgesamt fiihrte die 90tdgige Intervention mit Fischdlkapseln bei den PKU-Patienten zu einer
deutlich verdnderten Zusammensetzung der Plasmaphospholipide. Die grofiten Unterschiede
waren bei den langkettigen, mehrfach-ungesittigten Fettsduren, insbesondere bei den
n-3-PUFA zu verzeichnen. Der Anteil an Docosahexaensdure erhohte sich von urspriinglich
2,37% auf 7,05% und der Anteil von Eicosapentaensdure von 0,4% auf 3,31%. Insgesamt
stieg der Anteil der n-3-PUFA um 8,34% auf 12,42%. Gleichzeitig sank der Anteil
der n-6-PUFA um insgesamt 7,27% auf 28,66%. Der Anteil an Arachidonsiure fiel
von 9,26% auf 6,76%, und der Anteil von Linolsdure von 21,47% auf 18,37%. Fiir die oben

genannten Verdanderungen gilt Hochsignifikanzniveau (p < 0,001).
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Nahezu unverdndert hingegen gestaltete sich die Zusammensetzung der einfach
ungesittigten (n-7- und n-9) und der gesittigten Fettsduren im Vergleich zur

Voruntersuchung. Es konnte kein relevanter total mean-change festgestellt werden.

11.4 Rostock-Oseretzky-Skala

Die Ergebnisse aller PKU-Patienten und Kontrollprobanden, die sowohl an der
Voruntersuchung als auch an der Nachuntersuchung teilnahmen, sind in Tabelle 9 und 10
dargestellt: der motorische Quotient (MQ) der PKU-Patienten lag in der Voruntersuchung
zwar im Normbereich, jedoch signifikant unterhalb der erbrachten Leistungen der
Kontrollgruppe (PKU-Patienten: MQ = 107, Kontrollprobanden: MQ = 116;
p=0,03; MANOVA).

Mit Ausnahme der Priifung Labyrinth Zeit (LZ; PKU = 8,1 und Kontrollen = 8,1; C-Wert)
erzielten die Kontrollprobanden in der Voruntersuchung in jedem Untertest bessere
Ergebnisse als die PKU-Patienten. Signifikante Unterschiede (p < 0,046, MANOVA)
zwischen den beiden Gruppen waren wie folgt festzustellen: Miinzen (Mii; PKU = 6,2 und
Kontrollen = 6,7, C-Wert) und dynamische Balance (Bd; PKU = 4,1
und Kontrollen = 5,4; C-Wert). In den verbleibenden Untertests (LF, Bst, Mrk) lieBen sich

deutliche, jedoch nicht signifikante Unterschiede feststellen.

In der Nachuntersuchung erzielten die Kontrollprobanden durchschnittlich einen MQ
von 115 (Tabelle 9) und konnten somit im Vergleich zur Voruntersuchung (MQ = 116) ihre
Gesamtleistung nicht verbessern. Das FErgebnis lag sogar geringfligig darunter, der
Unterschied war jedoch nicht signifikant. Dennoch ist zu beachten, dass es bei einigen
Untertests (Tabelle 10) zu deutlichen Leistungsunterschieden kam. So verbesserten sich die
Kontrollprobanden bei der motorisch rhythmischen Koordinationsiibung (Mrk) von 4,5 auf
5,6 Punkte (C-Wert), verschlechterten sich aber bei der dynamischen Balance von 5.4
auf 4,0 Punkte.

Bei den PKU-Patienten ist eine signifikante Steigerung beziiglich der Gesamtleistung
erkennbar. Der motorische Quotient (MQ) verbesserte sich bei ihnen von urspriinglich 107 in
der Voruntersuchung auf 115 in der Nachuntersuchung (p = 0,011). Auch innerhalb der
Untertests sind deutliche, teils signifikante Leistungssteigerungen erkennbar. Die grofBten

Unterschiede sind bei den Miinzen (Mii, von 6,2 auf 7,9 Punkte) und der motorisch-
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rhythmischen Koordination (MrK, von 3,9 auf 5,2 Punkte) zu verzeichnen. Geringfligige
Verschlechterungen  zeigten sich bei den Tests Labyrinth Zeit (LZ) und
statische Balance (Bst).

Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Gruppen lieBBen sich in der Nachuntersuchung
weder in Bezug auf die Gesamtleistung (MQ) noch auf die Untertests feststellen. Somit

erzielten beide Gruppen in der Nachuntersuchung vergleichbar gute Ergebnisse.

11.5 Visuell evozierte Potentiale

Die Latenzen P100 der PKU-Patienten in der Voruntersuchung waren im Durchschnitt bei
allen MustergréBen signifikant langer als die der Kontrollgruppe (Tabelle 5). Das bedeutet,
dass es bei PKU-Patienten linger dauert, bis ein Lichtreiz der Retina zur okzipitalen Sehrinde
gelangt, als bei Stoffwechselgesunden. Der grofBite Unterschied zeigte sich bei der
MustergroBe 5~ Winkelminuten;  hier  betrug  die  Differenz 9,8 ms
(PKU-Patienten: P100 = 133,9 ms, Kontrollgruppe: P100 = 124,1 ms; p = 0,000017). Die
geringsten Unterschiede waren bei den Mustergroflen 10 (Differenz = 3,1 ms; p = 0,046) und

30 Winkelminuten (Differenz = 3,0 ms; p = 0,018) zu verzeichnen.

Die Latenzen P100 der PKU-Patienten verkiirzten sich nach der 90tidgigen Behandlungszeit
(DHA 15 mg/kgKG/d) im Durchschnitt bei allen Mustergro3en (Tabelle 6). Das heil3t, dass es
zu einer Dbeschleunigten Reizleitung kam. Signifikanzniveau wurde bei den
MustergrofBBen 5 Winkelminuten (P100 Voruntersuchung: 133,0 ms,
P100  Nachuntersuchung: 1294 ms; p = 0,013) und 15 Winkelminuten
(P100 Voruntersuchung: 117,7 ms, P100 Nachuntersuchung: 116,5 ms; p = 0,014) erreicht.
Die Verkiirzungen bei den Mustergréf8en 10 und 30 Winkelminuten waren nicht signifikant.

Die P100-Latenzen der Kontrollprobanden, die an der Nachuntersuchung
teilnahmen (Tabelle 7), zeigten sich im Vergleich zu der Voruntersuchung dagegen nahezu
unverdndert. Es kam zu diskreten Verlingerungen der Latenzen bei 5, 10 und 15
Winkelminuten und zu geringfiigigen Verkiirzungen bei 30 Winkelminuten. Diese waren

jedoch nicht signifikant.
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11.6 Tabellen und Diagramme

11.6.1 P100-Latenzen: PKU-Patienten und Kontrollprobanden in der Voruntersuchung

WinkZl]EnIi)nu ten P100 (ms) Patienten P100 (ms) Kontrollen p (one tail)
Mittel | SEM n Mittel SEM n
5’ 133,9 1,6 30 124,1 1,3 24 0,000017
10° 119,6 1,2 22 116,5 1,3 19 0,046
15’ 117,6 1,3 22 112,9 1,2 19 0,0059
30° 112,5 1,0 31 109,5 1,0 26 0,018
Tabelle 5: P100-Latenzen visuell evozierter Potentiale bei PKU-Patienten und gesunden,

gleichaltrigen Kontrollprobanden in der Voruntersuchung.

(ms)
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.|

135 l

130

1
*

125

120 1 =

115

110

105 -
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Diagramm 1: P100-Latenzen der PKU-Patienten und Kontrollprobanden in der Voruntersuchung.

PKU-Patienten l Kontrollprobanden (xp < 0,05)
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11.6.2 P100-Latenzen: PKU-Patienten in der Vor- und Nachuntersuchung

VEP s s s R Plasmaphenyl-
Winkelminuten > 10 15 30 alanin (mg/dl)
n 26 22 21 30 30
P100 (ms) gl sl 2|l =8| =¢8] = 2 >
Patienten § K § 7 § K § K § K
Vor- 1330 | 14 |[1196] 12 |1177] 14 [ 1123 | 10 | 443 0,24
untersuchung
Nach- 1294 | 12 | 1182 14 |1165] 1,4 | 1114 13 4,51 0,35
untersuchung
p (one tail) 0,013 0,16 0,014 0,17 0,40
Tabelle 6: P100-Latenzen visuell evozierter Potentiale und Phenylalaninkonzentrationen im

Plasma vor und nach 3monatiger Supplementierung mit Fischol. Nur PKU-Patienten,
die sowohl an der Vor- als auch an der Nachuntersuchung teilgenommen haben.

(ms)
140 -

135 1

130 - ==

125

120 -

115 1

110 -

105 -
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Diagramm 2: P100-Latenzen der PKU-Patienten in der Vor- und Nachuntersuchung.

l Voruntersuchung Nachuntersuchung (xp <0,05)
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11.6.3 P100-Latenzen: Kontrollprobanden in der Vor- und Nachuntersuchung

VEP

Winkelminuten 3 10 15 30

n 9 12 12 12

P100 (ms)
Kontrollen

Vor-
untersuchung

Nach-
untersuchung

Mittel | SEM | Mittel | SEM | Mittel | SEM Mittel | SEM

126,7 3,0 117,8 1,7 113,2 1,7 109,8 1,9

127,5 2,2 118,2 1,6 114,0 1,8 109,4 1,7

|y n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabelle 7: P100-Latenzen aller Kontrollprobanden, die sowohl an der Vor- als auch an der
Nachuntersuchung teilgenommen haben.

(ms)
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Diagramm 3: PI100-Latenzen der Kontrollprobanden in der Vor- und Nachuntersuchung.

. Voruntersuchung Nachuntersuchung
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11.6.4 ROS: PKU-Patienten und Kontrollprobanden in der Voruntersuchung

C-Werte PKU K(fm\zgﬁzn P
n=24 n=22 (ANOVA)
Miinzen (Mii) 6,2+04 7,4+0,5 0,061
Labyrinth Zeit (LZ) 8,1+0,5 7.4+0,4 n.s.
Labyrinth Fehler (LF) 47+0,4 6,1 £0,4 0,030
dynamische Balance (Bd) 4,1+0,5 5,5+0,5 0,042
statische Balance (Bst) 6,0+0,5 6,9+0,5 n.s.
CGes 33,0+ 1,3 38,2+ 1,4 0,009
MQ 107 £ 3,25 119+3,54 0,010

Tabelle 8: Ergebnisse bei der ROS in der Voruntersuchung: PKU-Patienten und Kontrollprobanden.
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11.6.5 ROS: MQ-Werte der Patienten- und Kontrollgruppe in der Vor- und Nachuntersuchung

PKU (n=24) Kontrollen (n=11)
Vorunter- Nachunter- Vorunter- Nachunter-
suchung suchung suchung suchung
MQ 107 £ 3,25 115+3,54 116 +3,96 115+5,16
p (MANOVA) 0,027
p (paired t-test) 0,011 n.s

motorische Quotienten (MQ) aller PKU-Patienten und Kontrollprobanden, die sowohl
an der Voruntersuchung als auch an der Nachuntersuchung teilgenommen haben.

Tabelle 9:

MQ
125

120 * —

1151

110 -+

1051

100;
95

90-

PKU-Patienten Kontrollprobanden
Diagramm 4: motorische Quotienten (MQ) bei PKU-Patienten und Kontrollprobanden in der Vor-
und Nachuntersuchung.
Voruntersuchung l Nachuntersuchung (xp < 0,05)
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11.6.6 ROS: C-Werte der Patienten- und Kontrollgruppe in der Vor- und Nachuntersuchung

C-Werte PKU K(;_n\zggzn p
n=24 (MANOVA)
n=11
. . Voruntersuchung 6,2+ 0,4 6,7+0,9 0,046
Miinzen (Mii)
Nachuntersuchung 7,9+04 7,1+0,5
. ) Voruntersuchung 8,1+0,5 8,1+0,6 n.s.
Labyrinth Zeit (LZ)
Nachuntersuchung 7,5+£0,5 8,6+0,7
) Voruntersuchung 4,7+04 5,7+0,7 n.s
Labyrinth Fehler (LF)
Nachuntersuchung 5,0£0,5 5,1+0,8
dynamische Balance Voruntersuchung 4,1+0,5 54+0,8 0,004
(Bd) Nachuntersuchung 47+0,4 4,0+0,7
statische Balance Voruntersuchung 6,0+0,5 6,5+0,9 n.s
(Bst) Nachuntersuchung 59+04 58+1,0
motorisch-rhythmische Voruntersuchung 3,9+0,5 45+0,6 n.s
Koordination (MrK) Nachuntersuchung 52+0,5 5,6+0,6
G Voruntersuchung 33,0+1,3 36,8+ 1,6 0,03
€S
Nachuntersuchung 36,2+ 1,4 36,2+2,2
Tabelle 10: C-Werte der ROS bei jenen PKU-Patienten und Kontrollprobanden, die sowohl an der

Voruntersuchung als auch an der Nachuntersuchung teilgenommen haben.
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11.6.7 Plasmafettsduren der PKU-Patienten in der Vor- und Nachuntersuchung

Vor- Nach-
n=33 untersuchung | untersuchung Mean change (pai1re<Ii3 t-test)
14:0 0,34 + 0,02 0,33 +0,01 -0,01 £0,08 n.s.
% 16:0 25,73 +0,27 | 25,63+0,16 -0,14+1,6 n.s.
L 18:0 15,6 £0,24 1525+0,15 | -0,43+1,16 0,04
=y 20:0 | 0,54+0,02 | 057+0,02 [+003£0,12][ ns.
:g 22:0 1,43 + 0,05 1,48+0,04 | +0,05=+0,27 n.s.
oh 24:0 1,3 +£0,05 1,38+0,04 | +0,08+0,23 0,04
total 4493 +0,32 | 44,63+0,14
° 16:1n7 0,43 £0,03 0,35+0,02 -0,08+0,13 0,001
B0 18:1n9 9,48 £ 0,34 8,53+0,26 -0,99+1,71 0,002
?é 18:1n7 1,19+ 0,05 1,20+£0,04 | +0,02+0,19 n.s.
gn n 20:1n9 0,18+0,01 0,16 £0,01 -0,03 £0,05 0,003
2 - 20:3n9 0,21 +0,02 0,13+ 0,01 -0,09+0,1 <0,001
;.% 22:1n9 0,10+ 0,01 0,17+0,02 | +0,06+£0,11 0,002
.g 24:1n9 2,23 +£0,08 2,63 +£0,08 | +041=+047 <0,001
total 13,62 +£0,42 | 13,05+0,32
(Linolsdure) 18:2n6 | 21,47+0,57 | 18,37+0,54 | -2,97 +3,06 < 0,001
18:3n6 0,12+0,01 0,07 +0,01 -0,05+0,07 <0,001
20:2n6 0,35+ 0,01 0,28 + 0,01 - 0,07 + 0,08 <0,001
§ 20:3n6 3,35+0,12 2,20 £ 0,08 -1,13 £ 0,68 <0,001
E." (AA) 20:4n6 9,26 + 0,23 6,76 £ 0,16 -241+1,15 <0,001
\g 22:2n6 0,56 + 0,02 0,63+0,02 | +0,07£0,11 0,001
22:4n6 0,58 £0,02 0,20 +0,01 -0,37+0,11 <0,001
22:5n6 0,50+ 0,03 0,15+0,01 -0,34+£0,14 <0,001
total 36,19+0,49 | 28,66 +0,50 -727+3,0 <0,001
(a-Linolensdure) | 18:3n3 0,16 + 0,01 0,16 + 0,01 -0,0+0,10 n.s.
< 18:4n3 0,03 £0,00 0,03 £0,00 -0,0£0,03 n.s.
=2 20:3n3 0,05+ 0,01 0,04 + 0,00 -0,01 £0,04 n.s.
E." (EPA) 20:5n3 0,4 +£0,03 3,31£0,19 | +2,86=+1,08 <0,001
"QP 22:5n3 0,94 £ 0,04 1,82+0,06 | +0,86+0,31 <0,001
(DHA) 22:6n3 2,37 +£ 0,10 705+0,24 | +4,64+1,21 <0,001
total 3,95+0,15 12,42 +0,45 | +8,34+2,26 <0,001
Tabelle 11: Plasmafettsduren (% wt/wt, Phospholipidfraktion) bei PKU-Patienten vor und nach

90-tigiger Supplementierung mit Fischol. AA = Arachidonsdure, EPA =
Eicosapentaensdure, DHA = Docosahexaensdure. Deutlich fillt bei der
Nachuntersuchung eine Verschiebung zu Lasten der n-6-PUFA und zu Gunsten der n-
3-PUFA (insbesondere EPA und DHA) auf.
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11.7 Erfassung der globalen Vertriglichkeit

In einem Fragebogen wurde die subjektive Vertraglichkeit der Fischolkapseln ermittelt. Von
den 36 Patienten, die das Studienprotokoll erfolgreich beendeten, vertrugen demnach
30 Patienten (83 %) die Kapseln sehr gut, 4 gut und 2 maBig. Auf der Sstufigen Skala wurde

von keinem der Patienten die Vertrdglichkeit als schlecht oder sehr schlecht bewertet.

11.8 Unerwartete Ereignisse (UE) und Arzneimittelwirkung (UAW)

Wiéhrend der Studiendauer wurde von 5 Patienten iiber eine einmalige Episode akuter
Durchfallsymptomatik berichtet. Das Beschwerdebild war jeweils von kurzer Dauer, sodass
die Studie bei diesen Patienten nicht abgebrochen werden musste. AnschlieBend wurde von
keinem dieser Patienten iiber weitere Durchfallepisoden berichtet. Da zudem in jedem Fall
gleichzeitig mindestens ein weiteres Familienmitglied von dhnlichen Beschwerden betroffen
war, ist ein Zusammenhang mit der Einnahme der Fischolkapseln unwahrscheinlich.

Bei einem Patienten trat zu Beginn der Studie fiir wenige Tage leichte Ubelkeit nach
Einnahme der Kapseln auf, die aber nach einigen Tagen spontan sistierte. Auch dieser Patient

konnte die Studie unveridndert fortsetzen.
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12 DISKUSSION

12.1 Methodik

Grundsitzlich wire es wiinschenswert gewesen, die Untersuchungen Placebo-kontrolliert
durchzufiihren. Aufgrund der limitierten Anzahl an PKU-Patienten, die unter
Berticksichtigung der Einschluss- und Ausschlusskriterien liber das Dr. von Haunersche
Kinderspital verfiigbar waren, fiel die Entscheidung jedoch zugunsten einer offenen,
kontrollierten Pilotstudie im Sinne eines Therapieversuches. Zudem wére wegen der leicht
erkennbaren Geruchs- und Geschmackseigenschaften der Fischdlkapseln eine Placebo-
kontrollierte Studie schwer zu realisieren gewesen.

Um eine moglichst hohe Objektivitdt wihrend der Untersuchungen zu gewéhrleisten, wurde
besonders darauf geachtet, die Bedingungen fiir jeden einzelnen Teilnehmer in den Vor- und
Nachuntersuchungen gleich zu halten. So wurde stets im selben Raum untersucht, die
Versuchsaufbauten genau ausgemessen und nach Moglichkeit die Nachuntersuchung zur
selben Tageszeit durchgefiihrt wie die Voruntersuchung. Die Untersuchungsrdume flir die
Messung der visuell evozierten Potentiale und die Durchfiihrung der Rostock-Oseretzky-
Skala wurden zunichst abgedunkelt. Zusitzlich kamen kiinstliche Lichtquellen zum Einsatz,
um ideale Lichtverhdltnisse zu gewdhrleisten. Da bei der Durchfiihrung der Rostock-
Oseretzky-Skala auch die Art und Weise der Instruktion einen Einfluss auf die
Untersuchungsergebnisse haben kann, wurde besonders darauf geachtet, die Anweisungen fiir
jeden Teilnehmer gleich zu halten. Dazu wurde ein schriftlich verfasster Text verlesen. Bei
Nachfragen wurde zunichst noch einmal der Text vorgelesen, danach individuell geantwortet.
Die Aufbereitung und Analyse der Plasmafettsduren sowie die Auswertung der visuell
evozierten Potentiale erfolgte verblindet. So konnte einer bewussten oder unbewussten

Manipulation der Ergebnisse vorgebeugt werden.
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12.2 Rostock-Oseretzky-Skala

In der Voruntersuchung zeigten die Kontrollprobanden deutlich bessere Ergebnisse als die
PKU-Patienten. Der motorische Quotient (MQ) belief sich bei den PKU-Patienten auf 107
und bei den Kontrollprobanden, die anschlieend auch an der Nachuntersuchung teilnahmen
auf 116. Damit lagen die PKU-Patienten signifikant hinter den Kontrollprobanden. Dennoch
erzielten beide Gruppen in der Voruntersuchung ein iiberdurchschnittlich hohes Ergebnis.
Dies kann unterschiedliche Griinde haben. Die Referenzwerte mit einem durchschnittlichen
MQ von 100 basieren auf Untersuchungen, die von Kurth 1978 durchgefiihrt wurden.
Moglicherweise trigt die zunehmende Technologisierung unserer Gesellschaft dazu bei, dass
die Studienteilnehmer beispielsweise Reaktions- und Schnelligkeitsanfordernde Aufgaben
besonders gut 16sen.

In den Nachuntersuchungen erzielten beide Gruppen wiederum {iiberdurchschnittliche
Ergebnisse. Die Kontrollprobanden erreichten 115 Punkte und die PKU-Patienten ebenfalls
115 Punkte. Drei Aspekte wurden deutlich: 1) Die PKU-Patienten verbesserten sich erheblich
um 8 Punkte auf 115 Punkte in der Nachuntersuchung. 2) Die PKU-Patienten erzielten in der
Nachuntersuchung dasselbe Ergebnis wie die Kontrollprobanden. 3) Die Kontrollprobanden
bestdtigten in der Nachuntersuchung das Ergebnis der Voruntersuchung und verbesserten sich
somit nicht.

Es stellt sich die Frage, welche Einfliisse bei der Durchfiihrung der Rostock-Oseretzky-Skala
eine Rolle gespielt haben, die zu einer Verbesserung der Ergebnisse bei den PKU-Patienten
beigetragen haben konnten: beispielsweise Lerneffekte, Placeboeffekte oder physiologische
Entwicklungsschritte. Der Parallelgruppenvergleich mit den Kontrollprobanden, deren Werte
in der Nachuntersuchung im Vergleich zur Voruntersuchung nahezu unverdndert blieben,
spricht gegen einen Lerneffekt. Zudem konnte bereits Kurth zeigen, dass Testwiederholungen
in einem hohen MaB zu gleich bleibenden Ergebnissen fithren [37], und somit die hohe
Reliabilitdt der Testbatterie nachweisen. Einigen PKU-Patienten, und insbesondere den Eltern
aller PKU-Patienten war bewusst, dass innerhalb der Studiendauer eine die Leistung
moglicherweise steigernde Substanz verabreicht wurde. Es kann daher davon ausgegangen
werden, dass die Familien beziiglich der Studienanforderungen hoch motiviert waren. So
kann ein gewisser Placeboeffekt nicht ausgeschlossen werden. Daher wire zu iiberlegen, in
einer weiteren, Placebo-kontrollierten, multizentrischen Studie diese Untersuchungen zu

wiederholen.
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Ein physiologischer Entwicklungsschritt kommt nur sehr bedingt in Frage. Studien belegen
zwar, dass die motorischen Féhigkeiten individuell sehr unterschiedlich und in der Regel
nicht vor Erreichen der Pubertét ausgereift sind [22, 36]; die vergleichsweise niedrigen MQ-
Werte der PKU-Patienten in der Voruntersuchung konnten daher durch eine
Entwicklungsverzogerung bedingt sein, und belegen nicht zwangsldufig ein strukturelles
Defizit. Allerdings erscheint die Interventionszeit von 3 Monaten zu kurz, um diese deutlich
ausgeprigte Verbesserung der motorischen Funktionen allein durch die physiologische
fortschreitende psychomotorische Entwicklung zu erkldren. AuBerdem erfolgt die
psychomotorische Entwicklung von Kindern in Schiiben mit sehr heterogener Kinetik, in
Abhingigkeit vom Lebensalter. Die untersuchten Kinder mit PKU befanden sich in einer
Altersspanne von 6 Jahren. Physiologische Spriinge in der psychomotorischen Entwicklung
sollten damit ausgeglichen werden und keinen Effekt auf die Untersuchungsergebnisse haben.
Damit legen die Ergebnisse dieser Studie unter Beriicksichtigung von Signifikanz- und

Varianzwerten nahe, dass es sich um ein prinzipielles Defizit bei PKU-Patienten handelt.

12.3 Visuell evozierte Potentiale

Die Ergebnisse dieser Studie belegen des Weiteren eine erhebliche Verzogerung bei der
Weiterleitung optischer Signale bei PKU-Patienten unter der herkommlichen PKU-Diét. Dies
ergibt sich aus dem Vergleich mit der Gruppe von Kontrollprobanden, die bei allen getesteten
MustergroBen in der Voruntersuchung signifikant kiirzere Latenzen visuell evozierter
Potentiale aufwiesen. Die tégliche Supplementierung mit Fischolkapseln iiber 3 Monate
fiihrte bei den PKU-Patienten zu deutlichen Verkiirzungen aller P100-Latenzen. Die
Verkiirzungen der P100-Latenzen waren fiir die getesteten MustergroBBen 5 Winkelminuten
(von 133,0 ms auf 129,4 ms) und 15 Winkelminuten (von 117,7 ms auf 116,5 ms) bei nahezu
gleich bleibendem Varianzniveau (SEM < 1,4) sogar hochsignifikant (p < 0,014). Die
Testergebnisse konnen also nicht auf einzelne PKU-Patienten mit extremen Unterschieden der
P100-Latenzen in der Vor- und Nachuntersuchung zuriickgefiihrt werden. Vielmehr handelt
es sich bei den verldngerten P100-Latenzen um ein Defizit, dass alle untersuchten PKU-
Patienten in einem &hnlichen Ausmal} betrifft. Bei den Kontrollprobanden konnten keine
signifikanten Verdnderungen gemessen werden. Es wurden geringfiligige Verldngerungen bei
den MustergroBen 5, 10 und 15 Winkelminuten verzeichnet und eine diskrete Verkiirzung bei

30 Winkelminuten.
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Ein physiologischer Entwicklungsschritt kommt bei den PKU-Patienten nur sehr bedingt in
Frage. Studien an gesunden Probanden haben gezeigt, dass sich die P100-Latenzen nur
innerhalb der ersten beiden Lebensjahre verdandern, anschlieBend jedoch bis ins hohe Alter
stabil bleiben [7, 43]. Dagegen spricht zudem der Parallelgruppenvergleich mit den
Kontrollprobanden, deren Werte in der Nachuntersuchung im Vergleich zu den Werten in der
Voruntersuchung so gut wie unveridndert blieben. Aus diesem Grund kann auch ein
Lerneffekt praktisch ausgeschlossen werden. Ein Placeboeffekt kommt nicht in Betracht, da
es sich bei den Latenzen P100 um ein Korrelat der Nervenleitgeschwindigkeit handelt, also

um einen objektiv messbaren Wert, der auf willkiirlicher Ebene nicht beeinflussbar ist.

12.4 Fettsduren und Phenylalanin

Hauptbestandteil der Fischolkapseln Ameu® der Firma Omega (je 500mg) waren die
mehrfach ungesittigten Omega-3-Fettsduren Eicosapentaensdure (EPA, 20:5n-3, 18%) und
Docosahexaensdure (DHA, 22:6n-3, 12%). Die tégliche Dosierung fiir die PKU-Patienten
wiéhrend der 90tdgigen Interventionszeit belief sich auf 15 mg/kgKG DHA. Die Aufbereitung

der Plasmafettsduren erfolgte unmittelbar vor und nach dieser Interventionszeit.

Nach der Interventionszeit konnten deutliche, teilweise signifikante Verdnderungen der
Zusammensetzung der Plasmafettsduren beobachtet werden. So verdreifachte sich die
Konzentration von DHA von 2,37% auf 7,05% und die Konzentration von EPA stieg um das
Achtfache von 0,4% auf 3,31%. Gleichzeitig sank die Konzentration von Arachidonsidure
(AA, 20:4n-6) um ein Drittel von 9,26% auf 6,76%, und die von Linolsdure (LA, 18:2n-6) um
ein Sechstel von 21,47% auf 18,37%.

Deutlich zu erkennen ist eine Verschiebung zu Lasten der Omega-6-Fettsduren mit einer
Senkung der Konzentration um ein Fiinftel von 36,19% auf 28,66% und zugunsten der
Omega-3-Fettsduren mit einer Verdreifachung der Konzentration von 3,95% auf 12,42%. Fiir
alle hier erwdhnten Verdnderungen gilt Hochsignifikanzniveau. Aus diesen Daten kann auf
eine sehr gute Compliance seitens der PKU-Patienten geschlossen werden. Die vollstindig
zuriickgebrachten leeren Medikamentenverpackungen (inklusive aller Blister) bestitigen
zusitzlich die gute Compliance.

Wiinschenswert wére ein direkter Vergleich des Plasmafettsdurestatus der PKU-Patienten mit

den gesunden Kontrollprobanden gewesen. Dieses Bestreben konnte jedoch bei der
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Ethikkommission leider nicht durchgesetzt werden. Es gibt zu diesem Thema bereits
verschiedene Studien, allerdings mit teils unterschiedlichen Ergebnissen. Eine in Deutschland
durchgefiihrte Studie [18] zeigt eine Zusammensetzung von Plasmalipiden bei gesunden
Probanden, die sich im Rahmen der in dieser Studie gemessenen Konzentrationen der PKU-
Patienten in der Voruntersuchung bewegt. Im Vergleich dazu zeigen andere Studien [23, 52]
bei PKU-Patienten niedrige Konzentrationen fiir n-3-PUFA, insbesondere fiir DHA und EPA,
und relativ hohe Konzentrationen fiir n-6-PUFA, insbesondere fiir AA. Diese Studien wurden
nicht in Deutschland durchgefiihrt. Es ist fraglich, ob sie sich deshalb fiir einen direkten
Vergleich eignen, da bekannt ist, dass verschiedene Erndhrungsgewohnheiten
unterschiedlicher Bevolkerungsgruppen zu unterschiedlichen Zusammensetzungen der
Plasmafettséuren fithren konnen. Ein hoher Gehalt an Olivendl in der Nahrung mit seinem
hohen Anteil an n-6-Fettsduren und einem relativ niedrigen Anteil an n-3-Fettsduren kann
beispielsweise eine deutliche Verschiebung der Plasmaphospholipide in Richtung n-6-
Fettsduren bewirken. Fiir eine objektive Beurteilung sollte deshalb im Rahmen einer Studie
eine direkte Vergleichsmessung der Plasmafettsduren zwischen PKU-Patienten und gesunden

Probanden angestrebt werden.

Erhohte Phenylalaninkonzentrationen im Blutplasma haben eine negative Wirkung auf
zentralnervose Funktionen, wie zum Beispiel die Konzentrationsfahigkeit und die
Aufmerksamkeitsspanne [13, 54]. Diese Féahigkeiten stehen mit den untersuchten Parametern
dieser Studie in engem Zusammenhang. Ein wichtiges Einschlusskriterium fiir die Studie war
daher die sehr gute Stoffwechseleinstellung der PKU-Patienten mit einer
Plasmaphenylalaninkonzentration von durchschnittlich <6 mg/dl (360 pmol/l) iiber die
vorausgehenden 6 Monate vor der Erstuntersuchung. Auch wéhrend der Studie wurden die
Phenylalaninkonzentrationen im Plasma in durchschnittlich 14tdgigen Abstdnden iiberpriift.
So sollte vermieden werden, dass didtetisch ungiinstig eingestellte PKU-Patienten durch ein
kurzfristig verbessertes Therapieverhalten nach der Voruntersuchung die Ergebnisse der
Nachuntersuchung verfialschen [54, 55]. Die mittleren Phenylalanintoleranzen der PKU-
Patienten und die Phenylalaninkonzentrationen im Plasma blieben wéhrend der
Interventionszeit konstant. Ein verfdlschender Einfluss auf die erhobenen Daten kann somit
ausgeschlossen werden und die Ergebnisse sind mit der Interventionstherapie in

Zusammenhang zu bringen.
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13 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Nach Durchfiihrung dieser Studie kann folgendes festgestellt werden:

1)

2)

3)

4)

5)

Kinder mit PKU im Alter von 1-11 Jahren, die bislang konsequent mit der
herkdmmlichen, phenylalaninarmen Diét behandelt wurden, zeigen im Vergleich zu
einer gleichaltrigen, gesunden Population signifikant verldngerte Latenzen visuell
evozierter Potentiale. Das bedeutet eine deutliche Verzogerung bei der Weiterleitung
optischer Signale im Zentralen Nervensystem.

Nach einer 90tdgigen, zusdtzlichen Intervention mit Fischolkapseln (15 mg/kgKG
Docosahexaensdure (DHA) pro Tag) verkiirzten sich die Latenzen der PKU-Patienten
deutlich, teilweise sogar hochsignifikant. Eine vollige Normalisierung konnte jedoch
nicht erreicht werden. Physiologische Entwicklungsschritte und Lerneffekte konnten
aufgrund gleich bleibender Ergebnisse bei den Kontrollprobanden ausgeschlossen
werden. Auch Placeboeffekte konnen bei der Messung visuell evozierter Potentiale
nahezu ausgeschlossen werden.

Bei diesen PKU-Patienten konnte nach der Interventionszeit eine deutliche, teilweise
signifikante Verdnderung beziiglich der Zusammensetzung der Plasmaphospholipide
festgestellt werden: die Konzentration von Docosahexaensdure verdreifachte sich,
ebenso die Konzentration der Gesamt-n-3-PUFA. Gleichzeitig sank die Konzentration
von Arachidonsdure um ein Drittel und die der n-6-PUFA um ein Fiinftel.

Kinder mit PKU im Alter von 5-11 Jahren aus demselben Kollektiv zeigen im
Vergleich zu einer gleichaltrigen, gesunden Population deutliche, teilweise
signifikante Defizite im psychomotorischen Bereich.

Nach der 90tigigen Behandlungszeit mit DHA konnten diese PKU-Patienten ihre
Leistungen im psychomotorischen Bereich deutlich, teilweise sogar signifikant
steigern. Die Untersuchungsergebnisse sind nach der Intervention mit denen der
gesunden Population vergleichbar. Ein Lerneffekt oder ein physiologischer
Entwicklungsschritt konnte aufgrund gleich bleibender FErgebnisse bei den
Kontrollprobanden ausgeschlossen werden. Ein Placeboeffekt konnte eine Rolle
gespielt haben. Weiterfilhrende, Placebo-kontrollierte Studien wiren daher

wiinschenswert.
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Nach der 90tdgigen Interventionszeit mit Fischolkapseln (15 mg/kgKG/d DHA) konnten
erhebliche Leistungssteigerungen bei PKU-Patienten beobachtet werden. Die P100-Latenzen
visuell evozierter Potentiale verkiirzten sich bei allen getesteten Mustergroflen, bei den
MustergroBen 5 und 15 Winkelminuten sogar signifikant. Bei der Untersuchung von Motorik
und Feinmotorik (ROS) konnten sich die PKU-Patienten ebenfalls deutlich, teils signifikant
verbessern. Die Konzentration von DHA im Blutplasma der PKU-Patienten erhohte sich
ebenfalls signifikant. Klinisch spricht diese Studie daher eindeutig fiir einen positiven
Einfluss von DHA bei PKU-Patienten. Diverse Untersuchungen untermauern zudem einen
positiven Effekt mittel- und langfristiger Substituierung von LC-PUFA, insbesondere von
DHA, auf die visuelle Reiziibertragung [4] und auf somatomotorisch evozierte
Potentiale [39]. In einer anderen Studie konnte ein pro-myelinisierenden Effekt von DHA bei
generalisierten, peroxisomalen Erkrankungen nachgewiesen werden [42].

Sinnvoll wére es, in weiteren Untersuchungen die Ergebnisse der vorliegenden Studie zu
verifizieren. Hierzu wére ein groer und léngerfristig angelegter, multizentrischer
Parallelgruppenvergleich zwischen betroffenen Patienten und einer gesunden Population
wiinschenswert. Zudem sollte iiberlegt werden, den DHA-Gehalt in kiinftigen Studien auch in
anderen relevanten Kompartimenten zu messen. Plasmaproben eignen sich ideal fiir die
Beurteilung einer kurz- bis mittelfristigen Substitution von Fettsduren, wie sie in dieser Studie
durchgefiihrt wurde. Um eine ldngerfristige Applikation von DHA umfassender bewerten zu
konnen, wiren beispielsweise Analysen von Erythrozytenmembranen mdéglich.

Weiterhin wéren Untersuchungen hinsichtlich Applikation und langfristiger Dosierung von
DHA notwendig. Die in dieser Studie verabreichte Konzentration ist auf Dauer zu hoch, da
sich unter anderem unerwiinschte Imbalancen im n-6-Fettsdurestoffwechsel und hier
insbesondere im Stoffwechsel der Arachidonsdure einstellen. Da Arachidonséure Substrat der
Prostaglandin- und Leukotriensynthese ist, die bei entziindlichen Prozessen eine wichtige
Rolle einnehmen, sollte die Konzentration im Bereich Stoffwechselgesunder verbleiben und
sich nicht wie in dieser Studie signifikant verringern. Alternativ wire eine zuséitzliche
Substitution mit Arachidonsidure mdglich.

Auch die Darreichungsform der n-3-PUFA konnte tiberdacht werden. Fischolkapseln, wie sie
in dieser Studie zusétzlich zur PKU-Diét verabreicht wurden, komplizieren die Therapie, was
sich moglicher Weise negativ auf die Compliance der Patienten auswirkt: die Kapseln sind
sehr grof3, was zu Schwierigkeiten bei der Verabreichung insbesondere bei den sehr jungen

Patienten fithrt. AuBerdem sind die Patienten mit PKU durch die Einnahme des
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phenylalaninfreien Aminosduregemisches und der strikten eiweilarmen Diédt schon enorm
belastet. Ideal wire es, die Fettsduren microverkapselt dem {iblichen, phenylalanifreien
Aminosduregemisch zuzusetzen. Lebensmitteltechnologisch wére dies bereits moglich.

Uber langfristige Effekte einer zusitzlichen DHA-Substitution kann an dieser Stelle nur
spekuliert werden. In einer anderen Studie wurde bereits von einer vollstindigen
Normalisierung von VEP-Latenzen bestimmter Mustergrof3en bei PKU-Patienten nach Gabe

von DHA berichtet [4]. Dies spricht fiir einen anhaltenden Effekt von DHA.

Im Ergebnis belegt diese Studie eindeutig den positiven Effekt einer zusitzlichen DHA-
Supplementierung bei PKU-Patienten. Weiterfilhrende Studien sollten daher unbedingt
durchgefiihrt werden.
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