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1 Einleitung:
1.1 Die Entwicklung des Neugeborenenscreenings in Deutschland und Bayern

Die Geschichte des Neugeborenenscreenings (NGS) begann 1963 mit dem von
Robert Guthrie und Ada Susie entwickelten Test auf Phenylketonurie (PKU) (Gut-
hrie and Susi 1963). Die PKU fuhrt unbehandelt als autosomal-rezessiver Defekt
der Phenylalaninhydroxlase zu einer schweren kognitiven Entwicklungsstorung
mit oftmals Pflegebedurftigkeit. Durch eine Untersuchung der Neugeborenen in
den ersten Lebenstagen kann bei frihzeitiger Diagnose und adaquater lebens-
langer Therapie eine weitestgehend unauffallige Entwicklung ermdglicht werden
(Bickel, Gerrard et al. 1953). Da es sich bei der PKU und auch den spater erfass-
ten Erkrankungen des NGS um seltene Erkrankungen (Inzidenz < 1:2000) han-
delt, war ein ,Siebtest” (Sieb, engl.: ,screen®) aller Neugeborenen eine gute Mdog-
lichkeit, die schwer betroffenen Erkrankten zu identifizieren, bevor sich eine
Symptomatik entwickelte. Entscheidend fir eine groRflachige Anwendung war
dabei die Idee von Guthrie die Blutproben auf Filterpapierkarten aufzutragen und
in getrocknetem Zustand mittels normaler Briefpost zu den spezialisierten Scree-

ning-Laboren zu versenden (Janzen and Sander 2023).

In Deutschland wurde der ,Guthrie-Test* Ende der 1960er Jahre flachendeckend
eingefuhrt (Zabransky 2012) und im folgenden Jahrzehnt um Untersuchungen
auf Galaktosamie und konnatale Hypothyreose erganzt (Bickel, Bachmann et al.
1981, Klett and Schénberg 1981). Die Einfuhrung der Tandem-Massenspektro-
metrie (TMS) ermoglichte eine deutliche Erweiterung des Untersuchungsumfan-
ges, da in einem Analyseschritt mehrere Erkrankungen detektiert werden konn-
ten (Janzen and Sander 2023). Zur Einfuhrung der TMS im NGS wurde in Bayern
am 1. Januar 1999 ein Pilotprojekt zur Neuordnung des Neugeborenenscree-
nings begonnen, in dem auf insgesamt 29 Erkrankungen untersucht wurde
(Nennstiel-Ratzel, Liebl et al. 2003). Nach Beendigung und Evaluation des Pilot-
projekts Ende 2004 wurde ein zunachst 12 Erkrankungen umfassendes Scree-
ning am 1. Juli 2005 deutschlandweit als Regelleistung der Krankenkassen unter
dem Namen ,erweitertes NGS* eingefuhrt und seither regelmaRig erganzt. Der
Umfang und die Durchfiihrung des NGS werden in der ,Kinder-Richtlinie“ gere-
gelt (G-BA 2005, G-BA 2023). Im Jahr 2016 wurde erstmals ein kombiniert mo-



lekulargenetisches und laborchemisches Screening auf Cystische Fibrose einge-
fuhrt (G-BA 2023). Mittlerweile umfasst das erweiterte NGS inklusive Cystischer
Fibrose 17 Erkrankungen aus den Bereichen der Stoffwechselstérungen, Hama-
tologie, Immunologie und Neurologie. Das aktuelle Screening-Panel des erwei-
terten NGS und die Pravalenzen der Erkrankungen sind in Tabelle 1 aufgefuhrt
(Brockow, Blankenstein et al. 2024).

Zielerkrankung Pravalenz im Jahr 20212
Konnatale Hypothyreose 1: 2.861

Adrenogenitales Syndrom 1:16.573
Biotinidasemangel 1: 19.402

Galaktosamie (klassisch) 1:72.317
Hyperphenylalaninamie (davon Phenylketonurie) 1: 6.629 (1: 16.235)
Ahornsirup-Krankheit 1: 397.746
Medium-Chain Acyl-CoA-Dehydrogenase-Mangel (MCADD) 1: 10.607

Long-Chain 3-OH-Acyl-CoA-Dehydrogenase-Mangel (LCHADD) | 1: 265.164
Very-Long-Chain Acyl-CoA-Dehydrogenase-Mangel (VLCADD) | 1:61.192

Carnitin-Palmitoyl-CoA-Transferase-| (CPT-I)-Mangel 1:795.492
Carnitin-Palmitoyl-CoA-Transferase-1l (CPT-Il)-Mangel 1: 265.164
Carnitin-Acylcarnitin-Translocase (CACT)-Mangel -
Glutarazidurie Typ | (GA Typ I) 1: 99.437
Isovalerianazidamie 1: 88.388
Tyrosindmie Typ | 1: 397.746
Cystische Fibrose 1: 4.851
Schwere kombinierte Immundefekte 1:23.397
Sichelzellkrankheit (erfasst seit 10/2021) (29 Falle)
Spinale Muskelatrophie (erfasst seit 10/2021) (28 Falle)

Tabelle 1: Zielerkrankungen des erweiterten NGS in Deutschland:

a: Pravalenzen aus ,Nationaler Screeningreport Deutschland 2021 fir Sichelzellkrankheit und spinale
Muskelatrophie Angabe der identifizierten Falle bei ab 10/2021 begonnenem Screening Quelle:
(Brockow, Blankenstein et al. 2024)

Das madglichst vollstandige Screening der primar als gesund zu betrachtenden
Neugeborenen bringt ethische Fragen und Implikationen mit sich. 1968 wurden
von Wilson and Jungner (1968) in den ,Principles and practice of screening for
disease” 10 Prinzipien formuliert, welche Eigenschaften auf eine Erkrankung zu-

treffen sollten, damit ein Screening ethisch verantwortbar ist:

1. Die gesuchte Krankheit stellt ein bedeutendes Gesundheitsproblem dar.



2. Fur Patienten mit diagnostizierter Erkrankung gibt es anerkannte Behand-
lungsmethoden.

3. Infrastruktur flr Diagnose und Behandlung sind vorhanden.

4. Die Erkrankung hat eine erkennbare latente oder frihsymptomatische Phase.

5. Ein geeigneter Test oder eine Untersuchung auf die Erkrankung sind vorhan-
den.

6. Der Test sollte fur die Bevolkerung tolerierbar sein.

7. Der naturliche Verlauf der Erkrankung, einschlie3lich der Entwicklung von la-
tenter zu diagnostizierter Krankheit, sollte ausreichend verstanden sein.

8. Es sollte eine vereinbarte Richtlinie geben, wer als Patient zu behandeln ist.

9. Die Kosten der Fallfindung (einschlie3lich Diagnose und Behandlung der iden-
tifizierten Patienten) sollten im Verhaltnis zu den mdglichen Ausgaben flr die
gesamte medizinische Versorgung wirtschaftlich ausgewogen sein.

10. Der Screening-Prozess muss fortlaufend reevaluiert werden.

Wie das 10. Prinzip besagt, sollte das Screening nicht als einmaliges, abge-
schlossenes Programm betrachtet werden, sondern ist ein sich standig weiter-
entwickelndes und zu verbesserndes Projekt, das regelmafig reevaluiert werden
soll. Somit kann, je nach Verbesserung diagnostischer und therapeutischer Mog-

lichkeiten, der Umfang der gescreenten Erkrankungen angepasst werden.

Das Stoffwechselzentrum des Dr. von Haunersche Kinderspitals der Ludwig-Ma-
ximilians-Universitat (LMU) Munchen fihrt gemeinsam mit dem bayerischen Lan-
desamt fir Gesundheit und Lebensmittelsicherheit (LGL), den weiteren bayeri-
schen Stoffwechselzentren und dem Munchner Screeninglabor LABOR Becker
ein ,wissenschaftliches Begleitprogramm® des NGS in Bayern in Anlehnung an
das initiale Pilotprojekt durch. In diesem Rahmen konnte die Spezifitat des Scree-
nings auf Tyrosinamie Typ | durch ein second-tier Verfahren so weit verbessert,
dass diese Krankheit in das deutschlandweite Screening-Panel des erweiterten
NGS aufgenommen wurde. Auch flr die spinale Muskelatrophie wurde ein Scree-
ning begonnen, nachdem durch die Entwicklung gentechnischer Therapien eine
kausale Behandlung der Erkrankung mdglich war (Réschinger, Sonnenschein et
al. 2015, Vill, Schwartz et al. 2021). Die neuesten Studien untersuchten die Er-
weiterung des Screening-Umfangs auf 28 Erkrankungen, darunter das Screening

auf Carnitin-Transporter-Defekt (CTD) (Roschinger, Sonnenschein et al. 2015,



Maier, Mutze et al. 2023). Weitere wissenschaftliche Projekte werden an den Uni-

versitatskliniken Frankfurt/Gielden, Hannover und Heidelberg durchgeflhrt.

1.2 Der Carnitin-Transporter-Defekt

Der CTD (OMIM # 212140), auch bekannt als ,Primary carnitine deficiency”
(PCD), ,Carnitine deficiency, systemic primary“ (CDSP), ,Carnitine uptake de-
fect® (CUD) oder Systemische Carnitin-Defizienz (SCD) ist eine autosomal-re-
zessiv vererbte Stoffwechselstérung bedingt durch eine Disruption des Carnitin-
Zyklus. Pathogene Varianten im SLC22A5-Gen (OMIM * 603377) flihren zu ei-
nem partiellen oder auch vollstandigen Funktionsverlust des dort kodierten ,Or-
ganic cation transporter 2“ (OCTN2) (Wu, Prasad et al. 1998, Nezu, Tamai et al.
1999). Physiologisch wird Carnitin fur den Transport langkettiger Fettsduren Uber
die innere Mitochondrienmembran bendtigt (Carnitin-Shuttle). Der durch den
OCTN2-Defekt bedingte chronische renale Carnitin-Verlust flhrt zu einer Deple-
tion der physiologischen intrazellularen Carnitin-Vorkommen, was in eine St6-
rung der mitochondrialen 3-Oxidation mindet (Longo, Amat di San Filippo et al.
2006).

Die Inzidenzen des CTD variieren global sehr stark. Die weltweit héchste Inzi-
denz von 1:300 findet sich auf den Farder Inseln und ist damit mindestens 33-
mal hoher als die zweithochste Inzidenz in China, die mit 1:10.000 bis 60.000
beschrieben wurde (Rasmussen, Kaber et al. 2014). Fur Europa wurde ein brei-
tes Spektrum an Inzidenzen von 1:76.000 in Schweden bis 1:250.000 bis
1:300.000 in Deutschland festgestellt (Lindner, Gramer et al. 2011, Soérensen,
von Dobeln et al. 2020). Die Inzidenzen in Nordamerika sind mit etwa 1:121.000
ahnlich zum europaischen Mittelwert von 1:128.000 (Lefévre, Labarthe et al.
2023). Die weltweit niedrigsten Inzidenzen wurden mit ca. 1:348.000 in Australien
und Neuseeland bestimmt (Wilcken, Wiley et al. 2001, Wilson, Knoll et al. 2019).

1.2.1 Erstbeschreibung

Der erste gesicherte Fall eines CTD wurde von Karpati, Carpenter et al. (1975)
als ,Syndrom der systemischen Carnitin-Defizienz* beschrieben. Im Alter von 11
Jahren entwickelte der Junge eine progrediente, generalisierte Myasthenie und
Fatigue, bei vorangegangenen, rezidivierenden Episoden hepatischer Enzepha-

lopathie in der Kindheit. Die Konzentrationen von freiem Carnitin (C0O) im Plasma,



der Skelettmuskulatur und Leber waren stark vermindert. Nach funf Monaten tag-
licher oraler Carnitin-Supplementierung normalisierte sich die Konzentration von
CO im Plasma, die Konzentrationen in Muskulatur und Leber blieben anhaltend
vermindert. Bei regredienter Myasthenie konnte der Patient wieder an normalen
Alltagsaktivitaten teilnehmen, er nahm vier Kilogramm Gewicht zu bei vorheriger
Kachexie und die vormals erhdhten Leberwerte normalisierten sich (Karpati, Car-
penter et al. 1975).

1.2.2 Symptomkomplexe des Carnitin-Transporter-Defekts

Die Verlaufsformen des CTD variieren deutlich bezuglich Alter, Symptomatik und
Organbeteiligung von weitestgehend asymptomatischen Phanotypen bis hin zu
letalen Ausgangen und plétzlichen Todesfallen. Symptome manifestieren sich
oftmals in der Kindheit, wobei diese in Form kardialer Symptomatik (insbeson-
dere Kardiomyopathie), metabolischen Dekompensationen und auch Leberzell-
schadigung beschrieben wurden (Magoulas and El-Hattab 2012, Crefcoeur, Vis-
ser et al. 2022).

Metabolische Dekompensationen treten typischerweise im Alter bis zu zwei Jah-
ren auf. Die Episoden beginnen meist mit einem Infekt der oberen Atemwege
oder des Gastrointestinaltrakts, worauf das Kind eine Trinkschwache bzw. Nah-
rungsverweigerung entwickelt. Im weiteren Verlauf werden die Kinder zuneh-
mend unruhig oder lethargisch und reduziert kontaktfahig. Ohne rasche adaquate
Therapie kann es zu komatdsen Zustanden und schlief3lich zu einem letalen Aus-
gang kommen (Tang, Ganapathy et al. 1999, Lund, Joensen et al. 2007, El-
Hattab and Scaglia 2015, Longo, Frigeni et al. 2016).

Hepatische Symptome aufiern sich vornehmlich als Hepatomegalie und Steato-
sis hepatis, in der starksten Auspragung wurde ein Fall mit Hepatitis und Leber-
versagen berichtet (Crefcoeur, Visser et al. 2022). Es gibt einzelne Fallberichte
uber Stérungen der grobmotorischen und auch kognitiven Entwicklung von Kin-
dern mit CTD. In allen Fallen wurde nach Therapiebeginn eine Regredienz der
Entwicklungsverzégerung bis hin zur Normalisierung beschrieben (Tein, De Vivo
etal. 1990, Wang, Korman et al. 2001, Lamhonwah, Olpin et al. 2002, Kilic, Ozgul
et al. 2011).



Kardiomyopathische Verlaufsformen werden meist in einem Alter von einem bis
vier Jahren klinisch apparent. Die Kardiomyopathie entwickelt sich in der Mehr-
zahl der Falle in einer dilatativen Form, jedoch sind auch hypertrophe Formen
beschrieben worden. Bezeichnend ist, dass die Kardiomyopathie schlecht auf die
leitliniengerechte Therapie aber gut auf eine Carnitin-Supplementierung an-
spricht. Auf Basis der Kardiomyopathie kann sich eine progressive Herzinsuffizi-
enz entwickeln, die bei akuter Dekompensation tédlich verlaufen kann. Beglei-
tend kann sich auch eine Myopathie der Skelettmuskulatur in Form von genera-
lisierter Myasthenie, Hypotonie und Belastungsintoleranz manifestieren. (Tang,
Hwu et al. 2002, El-Hattab 2012, Kishimoto, Suda et al. 2012, Agnetti, Bitton et
al. 2013, Crefcoeur, Visser et al. 2022).

Unabhangig von der Kardiomyopathie wurden verschiedene unspezifische Ver-
anderungen im Elektrokardiogramm (EKG) beobachtet, wie verlangerte oder ver-
kirzte QT-Intervalle, erhdhte spitze T-Wellen und anhaltende ventrikulare Ta-
chykardien (De Biase, Champaigne et al. 2012, Fu, Huang et al. 2013, Roussel,
Labarthe et al. 2016). In schweren Verlaufen entstand aus den Herzrhythmussto-
rungen ein Kammerflimmern, was in einzelnen Fallen in einer Asystolie bzw. ei-
nem plétzlichen Herztod mindete (Rijlaarsdam, Spronsen et al. 2004, Ras-

mussen, Nielsen et al. 2012).

Die aulRergewdhnlich hohe Pravalenz des CTD auf den Farder-Inseln ist auf ei-
nen Grundereffekt zurtckzuflihren: Als geographisch isoliertes Insel-Archipel im
Nordatlantik geht die Bevolkerung auf eine kleine Gruppe norwegischer Siedler
zurtick, was zu einer hohen genetischen Uniformitat fihrte. Aufgrund der hohen
Pravalenz stellt die Farder Bevolkerung die am besten untersuchte Population
adulter CTD-Patienten dar (Rasmussen, Kaber et al. 2014). Da die plotzlichen
Todesfalle von drei Frauen und zwei Kindern in Zusammenhang mit einer Piv-
mecillinam-Einnahme bei zugrundeliegendem CTD gebracht wurden, wurde ein
nationsweites Screening auf CTD initiiert (Lund, Joensen et al. 2007, Ras-
mussen, Nielsen et al. 2012, Rasmussen, Nielsen et al. 2014). Von den darin
identifizierten 76 adulten CTD-Patienten hatten 37 Krankenhausaufenthalte ge-
habt, die retrospektiv sehr wahrscheinlich auf die Erkrankung zurtickzufliihren wa-
ren. Das vergleichsweise milde Symptomspektrum bestand aus unspezifischen
Symptomen wie Fatigue oder Palpitationen bei ca. 43% der Patienten, ca. 25%

berichteten von einer reduzierten Ausdauer bei korperlicher Belastung und bei

6



12% wurden EKG-Veranderungen nachgewiesen (Rasmussen, Kgber et al.
2014).

1.2.3 Das Carnitin-Shuttle und die physiologische Bedeutung von Carnitin

H3C Carnitin  (3-hydroxy-4-N-trimethylammonium-buty-

' rate) wurde erstmals 1905 aus Muskelzellen isoliert,
H3C—N was die Namensherkunft von /at. ,carnis®, Fleisch be-
| ‘\\\H grindet. (Gulewitsch and Krimberg 1905, Pekala,

H3C \ R Patkowska-Sokofa et al. 2011). Carnitin ist vor allem

OH in tierischen Lebensmitteln enthalten, jedoch ist der

Mensch wegen einer hocheffizienten renalen Re-

O_ sorption und einer endogenen Carnitin-Synthese

nicht zwingend auf die exogene Zufuhr angewiesen

L'Camitin O (Vaz and Wanders 2002, Evans and Fornasini 2003,

Abbildung 1: Strukturformel Knuttel-Gustavsen and Harmeyer 2007) . Das Mole-

von L-Carnitin BH i i -
Quelie: (PubChem 2021) kdl liegt als Stereoisomer vor, wobei nur das Levo
Abbildung erstellt mit ChemS- it i i i i i

ketoh (Advanced Chemisiry De- carnitin (s. Abbildung 1) biologisch wirksam ist. Zur
velopment Inc. 2020) besseren Verstandlichkeit wurde deshalb in der wei-

teren Arbeit Carnitin synonym fur Levocarnitin ver-
wendet. Die wichtigste physiologische Funktion von Carnitin liegt im Carnitin-
Shuttle, dem Transport langkettiger Fettsauren Uber die Mitochondrienmembran
als Grundvoraussetzung fur die R-Oxidation (s. Abbildung 2). In seiner weiteren
Funktion als Acyl-Gruppen-Akzeptor stellt Carnitin sowohl ein homdostatisches
Gegenstlck zu Coenzym A (CoA) als auch ein Kopplungsmolekl bei der Aus-
scheidung von Acylresten und organischen Sauren dar (Scaglia and Longo 1999,
Elmadfa and Leitzmann 2019).

In der Muskulatur ist die R-Oxidation von Fettsauren ein essenzieller Prozess zur
Energiegewinnung. Die Herzmuskulatur hat aufgrund der dauerhaften Aktivitat
einen anhaltend hohen Energiebedarf und bezieht zwischen 50 und 70 % ihrer
Energie aus der 3-Oxidation (Lopaschuk, Ussher et al. 2010). Auch die Skelett-
muskulatur ist auf die B-Oxidation angewiesen, um bei langanhaltender Belas-
tung den dauerhaft hohen Energiebedarf der Muskulatur zu decken (Helge, Stall-
knecht et al. 2007). AuRerdem ist die 3-Oxidation in Fastenzustdnden von mehr

als 12 Stunden essentiell, um die ausbleibende Energiezufuhr durch Ketogenese



und R-Oxidation auszugleichen (Houten and Wanders 2010, EImadfa and Leitz-
mann 2019).

Die R-Oxidation findet im Innenraum der Mitochondrien, der mitochondrialen Mat-
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Abbildung 2: Das Carnitin-Shuttle: OCTN2: Organic cation transporter 2, CoA: Coenzym A, CPT-I: Car-
nitin-Palmitoyl-Transferase |, CACT: Carnitin-Acylcarnitin-Translocase, CPT-Il: Carnitin-Palmitoyl-Trans-
ferase Il (eigene Abbildung)

rix, statt. Langkettige Fettsauren kénnen aufgrund ihrer zunehmenden Hydropho-
bie bei zunehmender Lange hierfur nicht mehr frei Uber die innere Mitochondri-
enmembran diffundieren, sondern werden mithilfe des Carnitin-Shuttles aktiv
transportiert: Die im Zytosol als Acyl-CoA-Verbindungen vorliegenden Fettsau-
ren, werden von der in der au3eren Mitochondrienmembran lokalisierten Carni-
tin-Palmitoyl-Transferase | (CPT-I) von Coenzym A (CoA) auf Carnitin Gbertra-
gen. Die Acyl-Carnitin-Verbindungen im Intermembranraum werden von der Car-
nitin-Acylcarnitin-Translocase (CACT) im Austausch fir freies Carnitin in den In-
nenraum des Mitochondriums transportiert. Die in der inneren Mitochondrien-
membran gelegene Carnitin-Palmitoyl-Transferase Il (CPT-Il) Ubertragt schliel3-
lich die Acylgruppen von dem Acyl-Carnitin auf CoA (s. Abbildung 2). Diese nun
im Inneren der Mitochondrien vorliegenden Acyl-CoA-Verbindungen kdnnen der
3-Oxidation und im Anschluss dem Citrat-Zyklus bzw. der Ketogenese zur Ener-
giegewinnung zugefuhrt werden (van der Leij, Huijkman et al. 2000, Houten and
Wanders 2010, Violante, ljist et al. 2013).

Die Bedeutung des OCTN2 als hochaffiner Natrium-Carnitin-Symporter liegt so-
wohl in der organspezifischen Konzentrierung des Carnitins als auch in der sehr
hohen renalen Resorption von Carnitin (Evans and Fornasini 2003). Der Carnitin-
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Gesamtpool beim Erwachsenen betragt ca. 128 mmol, bei einer taglichen Carni-
tin-Aufnahme von 0.1-0.3 mmol und einer renalen Filtration von 8-9 mmol ist eine
effiziente renale Resorption essentiell. Mit der hohen renalen Expression von
OCTN2 wird physiologisch eine renale Resorption von mehr als 95 % des gefil-
terten Carnitins erreicht, so dass der renale Verlust minimal ist (Tamai, Ohashi et
al. 1998, Vaz and Wanders 2002). Gleichzeitig fuhrt die organspezifische Expres-
sion des OCTN2 in Herz- und Skelett-Muskulatur dazu, dass ca. 90 % des Car-
nitin-Pools in diesen Organen konzentriert werden und fur die R-Oxidation zu
Verfugung stehen. Die physiologische Konzentration von CO im Blutplasma von
ca. 50 ymol/L macht hingegen nur ca. 1 % des Carnitin-Vorkommens im Kdrper

aus (Angelini, Vergani et al. 1992, Evans and Fornasini 2003).

1.2.4 Die Pathophysiologie des Carnitin-Transporter-Defekts

auBen
Zellmembran
innen

Abbildung 3 Schematische Darstellung des OCTN2:
Transmembrandomanen als zwolf nummerierte schwarze Boxen dargestellt
Abbildung modifiziert nach (Amat di San Filippo and Longo 2004)

Das den OCTN2 kodierende SLC22A5-Gen ist ca. 26 Kilobasen lang, enthalt 10
Exon-Abschnitte und ist auf Chromosom 5q31.1 lokalisiert. Die resultierende
MRNA besteht aus 1674 Nucleotiden. Der OCTNZ2 selbst besteht aus 577 Ami-
nosauren, wobei 12 Transmembrandomanen berechnet wurden (s. Abbildung 3)
(Tamai, Ohashi et al. 1998, Wu, Prasad et al. 1998). Aktuell wurden in der Clin-
Var-Datenbank 1284 Varianten des SLC22A5-Gens berichtet, wovon 328 als pa-
thogen bzw. wahrscheinlich pathogen, 478 als Variante unbekannter Signifikanz
bzw. widerspruchlicher Klassifizierung und 478 als benigne oder wahrscheinlich
benigne eingeordnet wurden (ClinVar GRCh37, (Landrum, Lee et al. 2014),
Stand 11.11.2024). Die auf den Farder Inseln vorherrschende Grinder-Variante
ist die als pathogen klassifizierte Missense-Variante c.95A>G (p.N32S) und liegt

innerhalb der ersten Transmembrandomane (Rasmussen, Kagber et al. 2014).

Durch die Vielzahl SLC22A5-Genvarianten kommt es zu unterschiedlich schwe-

ren Auspragungen des OCTN2-Defektes, von nur leicht eingeschrankter Funk-



tion bis zu vollstandigem Funktionsverlust. Der durch den defizienten OCTNZ2 re-
sultierende anhaltende renale Carnitin-Verlust verursacht eine Depletion der or-
ganischen Carnitin-Speicher, was sich in einer deutlich verminderten Konzentra-
tion von CO im Plasma widerspiegelt. Wanders, Visser et al. (2020) stellten die
Hypothese zweier pathophysiologisch zusammenspielender Mechanismen beim
CTD auf: 1) Energiemangel als Folge der Blockade der mitochondrialen Fettsau-
reoxidation; und 2) Toxizitat durch die Akkumulierung von Zwischenprodukten
der mitochondrialen Fettsaureoxidation. Die 3-Oxidation von Fettsauren und Ke-
togenese sind bei einem CTD im gesamten Organismus gestort, was sich insbe-
sondere an der Herzmuskulatur in Form der Kardiomyopathie und in der Skelett-
muskulatur als Myasthenie manifestiert. Die bei metabolischen Dekompensatio-
nen auftretende hypoketotische Hypoglykamie wird durch die Stérung der Keto-
genese bei gleichzeitig durch unvollstandig prozessierte Stoffwechselprodukte
gehemmter Gluconeogenese verursacht (Longo, Amat di San Filippo et al. 2006).
Die weiterhin in energieintensiven Situationen mobilisierten Fettsauren reichern
sich bei fehlendem Verbrauch als histologisch darstellbare Fetttropfchen an.
Diese akkumulierten Fetttropfchen werden als wahrscheinliche Ursache der kar-
dialen Arrhythmien und auch der Steatosis hepatis betrachtet (Matsuishi, Hirata
et al. 1985, Pierpont, Breningstall et al. 2000, Wang, Korman et al. 2001, Longo,
Amat di San Filippo et al. 2006).

1.2.5 Diagnostik bei Verdacht auf einen Carnitin-Transporter-Defekt

Bei einem Verdacht auf CTD sollte primar die CO-Konzentration im Plasma be-
stimmt werden, was ab einer Konzentration von < 8 umol/L als krankheitsver-
dachtig gilt (Normwert von 25-50 pumol/L) (Longo, Frigeni et al. 2016). Erganzend
wird die renale Resorption von CO gemessen. Dabei ist zu beachten, dass die
Laborwerte nicht durch eine vorzeitige Carnitin-Einnahme verfalscht werden soll-
ten. Falls die Patienten einen Hinweis auf eine akute metabolische Dekompen-

sation bieten, so sollte zusatzlich der Blutzucker gemessen werden.

Sind diese Laborwerte suggestiv fur einen CTD, erfolgt die Konfirmation der Di-
agnose Uber eine Sequenzierung des SLC22A5-Gens. Die Erkrankung gilt bei
Vorliegen von zwei bekannt pathogenen Varianten als gesichert (Magoulas and
El-Hattab 2012). Wenn sich in der Sequenzierung Varianten unklarer Signifikanz
ergeben oder keine Variante nachgewiesen wird, so ist die Messung des Carni-
tin-Transports in kultivierten Haut-Fibroblasten essentiell. Bei einem manifesten
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CTD ist die Transportaktivitat auf < 20 % der Kontrollen reduziert. Dies ist die
aussagekraftigste Untersuchung, um einen CTD zu bestatigen oder auszuschlie-
Ren, da hier auch die Auswirkungen unbekannter Varianten oder in der Sequen-
zierung nicht erfassbarer Veranderungen nachgewiesen werden (Longo, Frigeni
et al. 2016, Frigeni, Balakrishnan et al. 2017, Wanders, Visser et al. 2020).

Mit der Diagnosebestatigung sollte eine mogliche Organbeteiligung ausgeschlos-
sen werden. Daflr bestimmt man die Laborwerte Creatin-Kinase (CK) und
Isoenzyme zur Beurteilung des Herzens und der Muskulatur, die Lebertransa-
minasen zur Beurteilung der Leberfunktion und grundlegende hamatologische
Parameter zum Ausschluss einer Anamie. Zur Detektion einer moglichen kardia-
len Manifestation sollte ein EKG und eine Echokardiographie (UKG) durchgeftihrt
werden (Magoulas and El-Hattab 2012). Eine zeitnahe Vorstellung in einem spe-
Zialisierten Zentrum fur Stoffwechselerkrankungen ist bei einem Verdacht auf
CTD dringend zu empfehlen. Die zielgerichtete Diagnostik und méglichst friihe
adaquate Therapie sind essentiell, um schwere Verlaufe und Komplikationen zu

vermeiden (Magoulas and El-Hattab 2012).

1.2.6 Differentialdiagnosen eines Carnitin-Mangels

Es gibt eine Vielzahl an Differentialdiagnosen fur eine verminderte CO-Konzent-
ration im Plasma oder eine erhdhte C0-Ausscheidung im Urin. Angeborene Stoff-
wechselerkrankungen aus der Gruppe der Organoazidopathien und der 3-Oxida-
tionsstérungen fuhren durch die Ubermafige Ausscheidung von akkumulierten
Acyl-Gruppen in der Form von Acylcarnitinen zu sekundar verminderten CO-Kon-
zentrationen im Plasma. Die Untersuchung von krankheitsspezifischen Verande-
rungen der organischen Sauren im Urin und der Acylcarnitine im Plasma erlau-

ben jedoch eine Differenzierung vom CTD (Magoulas and El-Hattab 2012).

Bestimmte Medikamente, wie Cyclosporin, Pivampicillin, Pivmecillinam und Val-
proat, binden an Carnitin und férdern dadurch dessen Ausscheidung, was insbe-
sondere bei langfristiger Einnahme die physiologischen Carnitin-Speicher redu-
zierte (Holme, Greter et al. 1989, Pons and De Vivo 1995, Stanley 2004). Andere
Medikamente, beispielsweise Etoposid, Vinblastin, Omeprazol sowie Antibiotika
der R-Lactam-Klasse (Cephaloridin, Cefepim, Cefluprenam) und auch der Chino-
lon-Klasse (Levofloxacin), hemmen als organische Kationen den OCTN2 und

kénnen durch die gestorte renale Resorption eine sekundare Carnitin-Defizienz
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verursachen (Hirano, Yasuda et al. 2006, Pochini, Scalise et al. 2009, Hu, Lan-
caster et al. 2012, El-Hattab and Scaglia 2015).

1.2.7 Therapie und langfristiges Krankheits-Management

Sobald ein Verdacht auf einen CTD besteht, sollte — nach der initialen Proben-
entnahme — mit einer oralen Supplementierung von L-Carnitin begonnen werden.
Die initiale Dosierung betragt zwischen 50 und 200 mg pro kg Koérpergewicht
(KG) pro Tag (mg/kg KG/Tag). Zur oralen Einnahme liegen Praparate in flissiger
Form als Sirup oder als Kapsel vor. Zur besseren Vertraglichkeit und Resorption
wird die Gesamtdosis auf drei Tagesdosen morgens, mittags und abends aufge-
teilt. Die Dosis sollte abhangig von der Entwicklung der CO Konzentration im
Plasma, der Vertraglichkeit und des Symptomansprechens angepasst werden,
wobei das Ziel die Normalisierung der CO-Konzentration im Plasma ist (Magoulas
and El-Hattab 2012, Longo, Frigeni et al. 2016).

Die orale Carnitin-Supplementierung hat wenige Nebenwirkungen, die insbeson-
dere bei hohen Dosierungen auftreten: Bauchschmerzen, Diarrhoe und ,fisch-
artiger” Korpergeruch, letzterer verursacht durch das Carnitin-Abbauprodukt Tri-
methylamin (TMA). Eine Dosisreduktion oder die Verteilung auf mehr als drei Ta-
gesdosen konnen diese Nebenwirkungen reduzieren. Bei anhaltenden Be-
schwerden konnen initial probatorisch Probiotika gegeben werden, eine Metro-
nidazol-Therapie mit 10 mg/kg KG/Tag flr 7 bis 10 Tage fuhrte jedoch meist zu

einer langerfristigen Besserung (Longo, Frigeni et al. 2016).

Bei Dosisanpassungen der Carnitin-Supplementierungen sollten Kontrollen der
C0-Konzentration nach 2— 4 Wochen erfolgen. Nach Etablierung einer stabilen
CO0-Konzentration im Plasma, sollte bei Kindern die C0O-Konzentration zweimal
jahrlich und bei Erwachsenen einmal jahrlich bestimmt werden. Zusatzliche La-
borparameter kdnnen bei diesen regelmaligen Vorstellungen untersucht wer-
den, mussen aber insbesondere bei akuten Entgleisungen kontrolliert werden.
Eine kardiale Kontrolle mittels EKG und UKG sollte bei Kindern einmal jahrlich
erfolgen, bei Erwachsenen kann der Abstand, abhangig von Ergebnissen vorhe-

riger Untersuchungen, angepasst werden (Magoulas and El-Hattab 2012).

Situationen mit einem erhdéhten Energiebedarf bzw. einer reduzierten Nahrungs-
zufuhr stellen insbesondere bei Kleinkindern Momente mit einem erhohten Risiko
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fur eine metabolische Entgleisung dar. Diese Konstellation liegt insbesondere bei
fieberhaften Infekten oft in Kombination mit Nahrungsverweigerung vor. In sol-
chen Situationen ist eine zeitnahe stationare Aufnahme und Uberwachung sowie
eine Therapie mit intravendser (i.v.) Dextrose-Losung indiziert. Zur Dringlichkeits-
Einschatzung sollten der Blutzucker, die C0-Konzentration im Plasma, Lebe-
renzyme, Ammoniak und CK im Labor bestimmt werden. Sofern die Carnitin-
Supplementierung in diesen Situationen oral nicht sichergestellt werden kann,
sollte sie ebenfalls i.v. erfolgen. Auch bei notwendigen Nahrungskarenzen, bei-
spielsweise im Rahmen von Narkosen bei Operationen, ist eine fruhzeitige Auf-
nahme im Krankenhaus und eine Uberlappende Versorgung mit Dextrose und
Carnitin i.v. indiziert (El-Hattab 2012).

1.2.8 Der Carnitin-Transporter-Defekt als Zielerkrankung im Neugeborenen-
screening

Der CTD ist eine seltene, angeborene Stoffwechselerkrankung, die in schweren
klinischen Verlaufen zu Todesfallen fihren kann (Longo, Amat di San Filippo et
al. 2006, El-Hattab 2012). Eine klinische Diagnose der Erkrankung war in den
meisten Fallen erst moglich, wenn ausgepragte Symptome auftraten, wobei sel-
ten die Diagnose erst post-mortem madglich war (Wilcken, Wiley et al. 2001). Mit
der Einflhrung der TMS im erweiterten NGS kann neben einer Vielzahl von Stoff-
wechselmetaboliten auch die Konzentration von CO erfasst werden (Roscher,
Fingerhut et al. 2001). Wenn eine friihzeitige Diagnosestellung ermoéglich wird,
sind, bei nebenwirkungsarmer und einfach anwendbarer Therapie, symptomati-
sche Auspragungen und auch Todesfalle vermeidbar (Kishimoto, Suda et al.
2012, Agnetti, Bitton et al. 2013). Diese Eigenschaften machten den CTD zu ei-

nem sinnvollen Kandidaten fiir das erweitere NGS.

Die Umsetzung des Screenings von Neugeborenen auf CTD in Bayern konnte
durch die Integration in bereits vorhandene Strukturen erfolgen. Die Laboranaly-
tik wurde bereits mit Integration des TMS im NGS im Rahmen des bayerischen
Pilotprojekts etabliert. Das Tracking durch das LGL zur besseren statistischen
Evaluation wurde ebenso im Rahmen des Pilotprojekts fur das gesamte NGS in
Bayern eingefuhrt. Gleichzeitig wurden auch die Kapazitaten der Stoffwechsel-
zentren und Screeninglabore ausgebaut (Liebl, Nennstiel-Ratzel et al. 2001). Un-
ter diesen Voraussetzungen wurde der CTD Bestandteil des Pilotprojekts des

13



NGS in Bayern, um die Aufnahme in das deutschlandweite erweiterte NGS zu

evaluieren (Liebl, Nennstiel-Ratzel et al. 2001).

In internationalen Screeningprogrammen fiel auf, dass ein CTD der Mutter (ma-
ternaler CTD) eine wichtige Differentialdiagnose fur eine auffallige CO-Konzent-
ration im NGS des Kindes darstellt (Vijay, Patterson et al. 2006, Schimmenti,
Crombez et al. 2007, Lee, Tang et al. 2010, De Biase, Champaigne et al. 2012,
Gallant, Leydiker et al. 2017). Diese Mutter mit CTD hatten Uberwiegend keine
klinische Manifestation entwickelt und waren erst anhand des NGS ihres Kindes
diagnostiziert worden. Inwiefern maternale CTD-Falle von einer lebenslangen
Therapie profitieren, ist aktuell noch Gegenstand der Forschung (El-Hattab, Li et
al. 2010, Magoulas and El-Hattab 2012, Rasmussen, Kgber et al. 2014).
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Seit Beginn des Modellprojekts zur Neuordnung des NGS in Bayern im Jahr 1999

wurde im Pilotprojekt und dem anschlieRenden wissenschaftlichen Begleitpro-

gramm ein Screening der Neugeborenen auf CTD durchgefiihrt. Das Ziel der vor-

liegenden Arbeit ist die Evaluation des NGS auf CTD in Bayern von Januar 1999

bis Juni 2018 Uber einen Zeitraum von 19,5 Jahren. Hierfir wurde die Konfirma-

tionsdiagnostik der auffalligen Screening-Proben ausgewertet und das Langzeit-

Outcome der identifizierten CTD-Patienten retrospektiv analysiert. Folgende Kri-

terien wurden untersucht:

Inzidenz des CTD bei Neugeborenen in Bayern

Analytische Qualitat des NGS auf CTD: Anzahl falsch positiver und falsch ne-
gativer Falle, positiv pradiktiver Wert (PPW) der CO-Konzentration in der Tro-
ckenblutkarte (TBK) des NGS

Haufigkeit des maternalen CTD als Ursache eines auffalligen NGS und Be-
trachtung maoglicher Einflussfaktoren

Beschreibung des bayerischen Patientenkollektivs anhand von Konfirmations-
diagnostik, Klinik zum Diagnosezeitpunkt und individuellen Besonderheiten
Einzelbetrachtung der zur Diagnose verwendeten Laborparameter: C0O-Kon-
zentration der TBK im NGS, C0-Konzentration im Plasma von Neugeborenen
und Mdattern und molekulargenetische Analyse der identifizierten SLC22A5-
Varianten

Analyse der Langzeitbetreuung der Patienten Uber einen Zeitraum von 19,5

Jahren mit Untersuchung auf klinisch apparente Manifestationen des CTD

Aus diesen Ergebnissen sollte eine Entscheidungsgrundlage flir die Empfehlung

der Fortfihrung oder der Beendigung des NGS auf den CTD geschaffen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

In der vorliegenden Arbeit wurden die Daten aller Neugeborenen, die im Rahmen
der wissenschaftlichen Begleitstudie des NGS und dem vorangegangenen Pilot-
projekt des bayerischen NGS (Roscher, Fingerhut et al. 2001, Rdschinger, Son-
nenschein et al. 2015) mit einer verminderten C0-Konzentration aufgefallen wa-
ren und am Dr. von Haunerschen Kinderspital behandelt wurden, untersucht. Der
betrachtete Zeitraum vom 1. Januar 1999 bis zum 30. Juni 2018 umfasst 19,5
Jahre. Neben den Neugeborenen wurden auch die Daten der Mdtter, die auf-
grund des auffalligen NGS ihres Kindes auf CTD abgeklart wurden, in dieser Ar-
beit analysiert. Von Kindern und auch Muttern, bei denen sich ein CTD bestatigte
oder eine anhaltende Carnitin-Defizienz bestand, flossen alle ambulanten Ver-
laufsuntersuchungen und stationare Aufenthalte im Dr. von Haunerschen Kinder-
spital in diese Arbeit ein. Dartber hinaus wurden Mutter mit einem CTD nach
auffalligem NGS ihres Kindes eingeschlossen, die aus einem anderen Bundes-
land fur die weitere Betreuung an das Dr. von Haunersche Kinderspital gewech-
selt waren. Erwachsene Patienten, die im Rahmen von Familienscreenings mit
einem CTD diagnostiziert wurden, wurden ebenfalls in das Kollektiv dieser Arbeit

aufgenommen.

2.2 Neugeborenenscreening auf Carnitin-Transporter-Defekt in Bayern

Vor der Abnahme des NGS wurde ein Elternteil bzw. Sorgeberechtigter Gber die
Untersuchung des Neugeborenen auf angeborene Hormonstérungen und Stoff-
wechselerkrankungen sowie Uber die freiwillige Teilnahme am wissenschaftli-
chen Begleitprogramm mit vergroRertem Untersuchungsumfang aufgeklart.
Diese Aufklarung mittels Infobroschire und Gesprach ist erforderlich, da das
NGS als genetische Reihenuntersuchung nach §3 Abs.°9 dem Gendiagnostikge-
setz unterliegt (Deutscher Bundestag 2009, G-BA 2023). Nach schriftlicher Ein-
willigung wurde zwischen der 36. und 72. Lebensstunde bei dem Neugeborenen
eine Blutentnahme durchgefuhrt und das Blut auf die Testkreise einer TBK (s.
Abbildung 4, linker Rand) aufgetragen. Nach Lufttrocknung wurde die Karte in

das Labor verschickt und dort weiterverarbeitet.
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Abbildung 4: Riickseite der Probenkarte des NGS:

Am linken Rand ist das Filterpapier mit den mit Blut auszufiillenden Ringen zu sehen; im Labor wurden
daraus die Proben fiir die TMS ausgestanzt. Im rechten Abschnitt wurden die Patientendaten von Kind
und Mutter notiert. Quelle: (LABOR Becker Olgemdller & Kollegen 2021)

Die Laboranalysen der im NGS mit erweiterten Screeningumfang untersuchten
Metabolite wurden vom LABOR Becker in Minchen durchgeftihrt (Labor Becker
2024). Die Messung der C0O-Konzentration erfolgte in einem Analysengang mit
der Bestimmung der Acylcarnitine. Daflr wurde aus der TBK ein 3,2 mm grolRer
Stanzling herausgetrennt, das enthaltene Blut in laborinterner Standardlésung
mit Methanol gelést und mittels butanolischer HCI zu korrespondierenden
Butylestern derivatisiert, wie zuvor von Fingerhut, Réschinger et al. (2001), Ro-
scher, Fingerhut et al. (2001) beschrieben. Diese Proben wurden in einem Elekt-
rosprayionisation-Tandem-Massenspektrometrie-System analysiert, wobei Mas-
senspektrometer in QQQ-Konfiguration verwendet wurden (Q: Quadrupol;
API1365®, API3000® und API4000®; Fa. AB Sciex, Toronto, Kanada) (Rdéschin-

ger, Sonnenschein et al. 2015).

Ein auffalliges Screening-Ergebnis mit einer CO-Konzentration von < 9,0 ymol/L
wurde dem Einsender riickgemeldet. Dieser wiederum forderte die Eltern des
Kindes zur zeithahen Abnahme einer Zweitkarte auf, entweder in der Geburtskli-
nik selbst oder bei dem behandelnden Kinder- bzw. Allgemeinarzt. War die CO-
Konzentration weiterhin auffallig, wurde eine Konfirmationsdiagnostik in der Am-
bulanz fir angeborene Stoffwechselerkrankungen des Dr. von Haunerschen Kin-
derspitals veranlasst.

Parallel hierzu erfolgte im Screeningzentrum des LGL ein Abgleich der gescre-

enten Neugeborenen mit dem Geburtenregister, um sicherzustellen, dass jedem
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in Bayern geborenen Kind ein NGS angeboten wurde. Krankheitsverdachtige und
kontrollbedurftige Befunde wurden bis zum Abschluss der Konfirmationsdiagnos-
tik nachverfolgt (,Tracking“) (Nennstiel-Ratzel, Liebl et al. 2003). Das Tracking
ermoglichte eine genauere Berechnung der Inzidenz und Beurteilung der Pro-

zessqualitat.

2.3 Konfirmationsdiagnostischer Ablauf bei Verdacht auf Carnitin-Transporter-
Defekt

Mit der Initiilerung der Konfirmationsdiagnostik beim Neugeborenen (s. Abbildung
5) wurde der Mutter empfohlen sich ebenfalls auf den CTD untersuchen zu las-
sen. Die Mutter wurde auf CTD-typische Manifestationen anamnestiziert und der
Verlauf der Schwangerschaft, Vorerkrankungen, Medikation, Ernahrungsge-

wohnheiten und plétzliche, unerwartete Todesfalle in der Familie wurden erfragt.

niedriges CO
inl &2.
Karte (TBK)

Supplementierung
bis Befunderhalt

CO (Plasma &
Urin), renale
Riickresorption

vermindert normal

2 patholog. Sequenzierung < 1 patholog.

Gesund

Mutationen SLC22A5 Mutation
vermindert Carnitint rt normal
CTD bestitigt arntintranspo
in Fibroblasten

Absetzen der

CTD bestatigt .
Supplementierung

COim
Plasma

vermindert

Milde funktionale

cTD Gesund

Abbildung 5: Flussdiagramm der Konfirmationsdiagnostik bei V.a. CTD nach auffilligem NGS:

die Konfirmationsdiagnostik wurde fur das Neugeborene und die Mutter parallel durchgefiihrt

Rauten: durchgefiihrte Diagnostik, Rechteck mit runden Ecken: Beginn/Absetzen der Supplementierung,
Rechteck mit rechtwinkligen Ecken: Diagnose

Im ersten Schritt der Konfirmationsdiagnostik wurden bei dem Neugeborenen
und seiner Mutter die Konzentration von CO im Plasma sowie die renale Resorp-
tion von CO bestimmt. Um der Entwicklung von Symptomen vorzubeugen, wurde
nach der Probenabnahme eine vorlaufige, gewichtsadaptierte Carnitin-Supple-

mentierung bis zum Befunderhalt begonnen. Die Konzentration von CO im
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Plasma wurde mittels TMS durch das LABOR Becker bestimmt. Die Messungen
der renalen Resorption wurden im Verlauf der Studie von zwei unterschiedlichen,
externen Laboren durchgefihrt. In dem Labor des Universitatsklinikums (UK)
GielRen erfolgte die Bestimmung der Carnitin-Konzentrationen in Plasma und
Urin enzymatisch, in dem Labor des UK Heidelberg tandemmassenspektromet-
risch, was unterschiedliche Referenzbereiche der renalen Resorption von 295 %
(UK Gielen) und 298 % (UK Heidelberg) zur Folge hatte.

Waren beide Parameter auffallig, so wurde die Sequenzierung des SLC22A5-
Gens durchgefuhrt. Ein Teil der Sequenzierungen wurde im Labor der UK Giel3en
durchgefihrt und die Ergebnisse in der Dissertation Kliemann (2012) beschrie-
ben. Konnten zwei pathogene Varianten nachgewiesen werden, so war die Diag-
nose eines CTD gesichert. Lag nur eine, keine, oder eine Variante unklarer Sig-
nifikanz vor, wurde dem Patienten eine Hautbiopsie zur in-vitro-Messung des
Carnitin-Transports in Fibroblasten empfohlen. Diese Messung wurde in dem La-
bor des Academic Medical Center der UK Amsterdam nach der in Vaz, Scholte
et al. (1999) beschrieben Methode durchgeflhrt. Bei einem verminderten Carni-
tin-Transport in Fibroblasten von <20 % der normalen Kontrollen (Referenzbe-
reich der Kontrollen 1,06+/-0,30 pmol/min.mg) war die Diagnose CTD ebenfalls
bestatigt. Da es sich beim CTD um eine autosomal-rezessiv vererbbare Erkran-
kung handelt, wurde in der Familienanamnese auf CTD-Manifestationen in direk-
ter Verwandtschaft eingegangen und auch dem engen Familienkreis des Patien-

ten eine Diagnostik beziglich CTD angeboten (Familienscreening).

Wenn die Patienten bzw. die Eltern die Durchfihrung einer Hautbiopsie ablehn-
ten oder die Messung des Carnitin-Transports in Fibroblasten nicht eindeutig wa-
ren, so wurde die Carnitin-Supplementierung pausiert und mit zeitlichem Abstand
erneut die CO-Konzentration im Plasma bestimmt (Auslassversuch). War das CO
im Plasma nach mehrwochiger Pausierung anhaltend normwertig, so wurde da-
von ausgegangen, dass die Patienten nur unter einem passageren, sekundaren
Carnitin-Mangel litten und gesund waren. Fiel die CO-Konzentration erneut unter
den Referenzbereich ab, so bestand der Verdacht, dass die Patienten langfristig
keine suffizienten Carnitin-Spiegel aufbauen kénnen, und die Wideraufnahme
Supplementierung wurde in Anbetracht der moglichen schwerwiegenden Symp-
tomatik empfohlen. Diese Patienten wurden in der Arbeit mit ,mildem, funktionel-

lem CTD" bezeichnet.

19



2.4 Therapieinitiierung und Langzeitbetreuung

Bei Diagnosestellung erhielten die Patienten einen Notfallausweis, in dem die
Krankheit kurz erlautert und die Therapie in Risikosituationen beschrieben wurde.
Um metabolischen Dekompensationen vorzubeugen, sollten die Patienten Fas-
tensituationen vermeiden, wobei den Eltern fir Sauglinge und Kleinkinder emp-
fohlen wurde, die maximalen Nahrungspausen kurzer als 4-6 Stunden zu halten.
Bei Infekten sollten die Nahrungsabstande verkurzt und zusatzliche Zwischen-
mahlzeiten mit Maltodextrinlosung angeboten werden. Zusatzlich konnte die Do-
sis der Carnitin-Supplementierung fur die Dauer des Infektes kurzfristig erhoht

werden.

Die Carnitin-Supplementierung wurde adaptiert an das KG des Neugeborenen
bzw. der Mutter mit 50-100 mg/kg KG/Tag verordnet und auf drei Tagesdosen
morgens, mittags und abends aufgeteilt. Zur oralen Einnahme wurden die flissi-
gen Praparate zur Verabreichung bei Neugeborenen und (Klein-)Kindern prafe-
riert und fur die Erwachsenen in Kapselform. Mittels regelmaRiger CO-Messun-
gen im Plasma wurde die Supplementierung an den individuellen Carnitin-Bedarf
und insbesondere bei den Kindern an das zunehmende KG angepasst. Bei Neu-
beginn einer Supplementierung oder bei Dosierungsanderungen erfolgten kurz-

fristige Bestimmungen der CO-Konzentration im Plasma nach 4 — 12 Wochen.

Bei Diagnosestellung wurde ein initialer Status mittels einer Laboruntersuchung
inklusive eines kleinen Blutbilds, den Leberenzymen Alanin-Aminotransferase
(ALT), Aspartat-Aminotransferase (AST), und Gamma-Glutamyltransferase (y-
GT), sowie CK und Creatin-Kinase-Myokardtyp (CK-MB), erhoben. Zur Beurtei-
lung des Herzens wurden ein EKG und ein UKG durchgeflhrt.

Die Patienten mit CTD wurden zu regelmaRigen Verlaufsuntersuchungen in die
Ambulanz einbestellt, bei Neugeborenen und Kindern erfolgten diese Vorstellun-
gen alle sechs Monate, bei erwachsenen Patienten alle zwolf Monate. Bei jedem
Besuch wurde abgefragt ob sich klinische Manifestationen der Erkrankung wie
Hinweise auf eine Kardiomyopathie oder metabolische Dekompensationen in
Fastensituationen oder bei fieberhaften Infekten ergeben hatten. Bezlglich der
Myopathie wurde erfasst, ob Symptome, wie Muskelschmerzen, Muskelschwa-
che oder eine verminderte korperliche Belastbarkeit aufgetreten waren. Aul3er-

dem wurde die Adharenz zur taglichen Carnitin-Supplementierung und mogliche
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Nebenwirkungen abgefragt. Bei Kindern wurde zusatzlich die psychomotorische
Entwicklung dokumentiert. Als labordiagnostische Verlaufsparameter wurden die
CO0-Konzentration im Plasma sowie die oben genannten Laborparameter be-
stimmt. Die EKG- und UKG-Untersuchungen wurden jahrlich wiederholt. Alle Be-
funde von EKG und UKG, die im Rahmen dieser Arbeit vorlagen, wurden durch
die Kollegen der Kardiologie erneut beurteilt. Erwachsenen Patienten wurde zum
Ausschluss einer kardialen Beteiligung eine jahrliche Vorstellung bei niederge-
lassenen Kardiologen empfohlen. Im Verlauf erfolgte die weitere Betreuung er-
wachsener Patienten meist durch die Stoffwechselambulanz fir Erwachsene im
Klinikum Grof3hadern.

2.5 Erfasste Parameter der Konfirmationsdiagnostik und der Langzeitbetreu-

ung

Die Berechnung der Inzidenz und die Untersuchung der analytischen Qualitat
erfolgte anhand der bayernweiten NGS-Daten, die in dem Begriff Screeningkol-
lektiv zusammengefasst wurden. Die Daten zur Konfirmationsdiagnostik, Klinik,
Supplementierung und Verlaufsmessung des CO, etc. stammten aus der Sub-
gruppe der im Dr. von Haunerschen Kindespital betreuten Patienten, im Folgen-

den unter dem Begriff Patientenkollektiv zusammengefasst.

Fir die vorliegende Arbeit wurden alle verfugbaren Akten der Neugeborenen mit
auffalligem NGS und ihrer Mutter retrospektiv systematisch erfasst und ausge-
wertet. Die Akten wurden Uber das Klinische Informationssystem der LMU,
i.s.h.med® von Cerner® (2015) integriert in SAP®, bezogen. Archivierte digitali-
sierte Akten wurden Uber das Programm Soarian Health Archive (Cerner® 2015)
eingesehen. Wenn Akten nur in Papierform vorlagen, wurden sie im Original aus

dem Archiv angefordert.

Von der Konfirmationsdiagnostik wurden folgende Daten von Kind und Mutter

erhoben, sofern sie vorlagen:

e Alter zum Zeitpunkt der Vorstellung
e CO0-Konzentration in der TBK sowie Abnahmezeitpunkt von Erstkarte und
Zweitkarte

e CO0-Konzentration im Plasma (TMS)
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Renale Resorption: CO-, Acylcarnitin- und Kreatinin-Konzentration im

Plasma und Urin sowie die berechnete fraktionelle renale Resorption von CO

Acylcarnitin-Konzentration im Plasma und organische Sauren im Urin zur

differentialdiagnostischen Abklarung

Carnitin-Transport in kultivierten Fibroblasten

Molekulargenetische Analyse des SLC22A5-Gens

Detaillierte Anamnese, insbesondere typische Manifestationen eines CTD
Auffalligkeiten in der kérperlichen Untersuchung

Anamnese der zurlckliegenden Schwangerschaft und Geburt
Geburtsgewicht, Korpergrofle und Kopfumfang des Neugeborenen
Anamnese vorheriger Schwangerschaften

Anamnese der Vorerkrankungen, insbesondere mit kardialem und nephro-

logischem Fokus

Medikamentenanamnese

Ernahrungsform (Mischkost, vegetarisch, vegan); bei Kindern Stillen oder

Flaschennahrung

Carnitin-Dosierung bis Befunderhalt in mg/kg KG/Tag
EKG- und UKG-Befund

Laborparameter: Hamoglobin, Hamatokrit, Erythrozyten-Indizes, Ferritin,

Transferrin, ALT, AST, y-GT, CK, CK-MB

Von den Patienten mit konfirmiertem CTD, die am Dr. von Haunerschen Kinder-

spital betreut wurden, wurden alle ambulanten Vorstellungen sowie stationaren

Aufnahmen wie folgt erfasst:

Alter zum Zeitpunkt der Vorstellung

Anamnese: Allgemeine Symptome, muskulare Symptome, Hinweise auf
metabolische Entgleisungen, Infekte, Operationen und anderweitige Auf-
falligkeiten seit letzter Kontrolluntersuchung

Fir Neugeborene/Kinder: Anthropometrische Daten (Lange, Gewicht,
Kopfumfang) und psychomotorische Entwicklung

C0-Konzentration im Plasma (TMS)

Sofern bestimmt wiederholte renale Resorption von CO

Aktuelle tagliche Gesamtdosis der Carnitin-Supplementierung in mg/kg
KG/Tag
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e weitere Medikamente

e Ernahrungsform

e EKG- und UKG-Befunde

e Befunde weiterer, auch extern durchgeflhrter Untersuchungen, wie Kar-
dio-MRTs, cerebrale MRTs und Herzkatheter-Ergebnisse

e Laborparameter: Hamoglobin, Hamatokrit, Erythrozyten-Indizes, Ferritin,
Transferrin, ALT, AST, y-GT, CK, CK-MB

Mit der Extraktion aus den Akten wurden die Daten anonymisiert, es wurden alle
eventuell enthaltenen Namen oder Geburtsdaten entfernt. Die Datenerhebung
erfolgte in zufalliger, nicht chronologischer Reihenfolge, jedem wurde eine fort-
laufende Nummer zugeordnet. Ein Rlckschluss auf patientenbezogene, person-

liche Informationen ist damit nicht mehr moglich.

2.6 Statistische Auswertung

Statistische Auswertungen und Abbildungen wurden mit dem Programm |IBM
SPSS Statistics Version 25 fur Microsoft Windows erstellt (IBM Corp. 2017). Das
Alpha-Fehlerniveau flr statistische Tests wurde auf 5 % festgelegt. Mittelwerte
wurden unter Angabe der Standardabweichung (£ SD) oder der Spannweite (Min.
— Max.) berichtet.

Fur das NGS wurden die Qualitatsparameter nach Luders, Blankenstein et al.
(2021) bestimmt:

Kinder mit auf falligem NGS und bestatigtem CTD
Kinder mit auf falligem NGS

Positiv pradiktiver Wert =

Kinder mit bestatigtem CTD und auf falligem NGS
Kinder mit bestatigtem CTD

Sensitivitat =

gesunde Kinder mit unauf fallligem NGS

Spezifitit =
pezifita gesunde Kinder

auffalliges NGS der Erstkarte
Gesamtzahl der Screening — Befunde

Recall — Rate =

Fir den PPW der C0O-Konzentration im NGS wurde eine Sensitivitatsanalyse

durchgefuhrt, da fur einen Neugeborenen mit auffalliger CO-Konzentration bei
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fehlender Konfirmationsdiagnostik keine Aussage Uber die abschlieRende Diag-
nose getroffen werden konnte. In der Sensitivitatsanalyse wurden die Werte
zweimal berechnet, wobei der nicht abgeschlossene Fall einmal als bestatigter

CTD und einmal als gesund gewertet wurde (Siebertz, van Bebber et al. 2010).

Die C0O-Konzentration von Erst- bzw. Zweitkarte wurde auf eine Korrelation mit
dem jeweiligen Abnahmezeitpunkt untersucht. Dafiir wurde eine bivariate Korre-
lation nach Bravais-Pearson berechnet. Die Voraussetzungen waren wie folgt er-
fullt: Die Variablen C0-Konzentration und Abnahmezeitpunkt waren metrisch ska-
liert. Die Erstkarte eines Patienten wurde aullerhalb des vorgeschriebenen
Screening-Zeitraums abgenommen, sodass dieser Wert als Ausreilder ausge-
schlossen wurde. Aufgrund der kleinen Stichprobengréf3e konnte nicht von einer
Normalverteilung ausgegangen werden, sodass ein Bootstrapping durchgefuhrt
wurde. Das Bootstrapping beruht darauf, dass aus der Gesamtheit der vorhan-
denen Proben neue Stichproben mit Zuriicklegen gezogen werden, in der vorlie-
genden Arbeit wurden 1000 Stichproben verwendet. Flr jede dieser neu gezo-
genen Stichproben wurde die Korrelation berechnet, wobei mit der Gesamtheit
der Ergebnisse ein 95 %-Konfidenzintervall (95 %-KI) der Korrelation bestimmt
wurde. Sofern dies null nicht einschloss, konnte die Korrelation als signifikant

gewertet werden. (Efron 1987, Kennet-Cohen, Kleper et al. 2018).

2.7 Ethikvotum

Das Konzept der vorliegenden Arbeit wurde der Ethikkommission der medizini-
schen Fakultat der LMU zur Begutachtung vorgelegt. Aufgrund der retrospektiven
und anonymisierten Erhebung konnte auf eine Einverstandniserklarung verzich-
tet werden (Ethikvotum Nr. 18-646).

24



3 Ergebnisse

3.1 Inzidenz des Carnitin-Transporter-Defekts und analytische Qualitat im bay-

erischen Neugeborenenscreening

Im beobachteten Zeitraum vom 01.01.1999 bis 30.06.20218 wurden in Bayern
2.200.000 Kinder geboren. Davon wurden 1.816.000 NGS-Proben (82,5 %) im
Labor Becker und somit auf CTD untersucht. Uber das NGS wurde bei sechs
Neugeborenen ein CTD diagnostiziert, was einer Inzidenz von 1:303.000 ent-
sprach. Von diesen sechs Neugeborenen wurden vier im Dr. von Haunerschen

Kinderspital behandelt (Zusammengefasst in Tabelle 2).

Zeitraum 01.01.1999 — 30.06.2018
Jahre 19,5
Geburten in Bayern 2.200.000

Screenings im Labor Miinchen

0,
(Prozentualer Anteil an allen Geburten in Bayern) 1.816.000 (82,5 %)

Neugeborene mit CTD

(davon im Dr. von Haunerschen Kinderspital behandelt) 6

Kumulative-Inzidenz 1:303.000

Tabelle 2: Screening-Zeitraum und Inzidenz des bayerischen NGS auf CTD

Da erst ab dem 01.01.2008 die Anzahl an notwendigen Zweituntersuchungen
erfasst wurde, konnten nur die Daten des Zeitraums vom 01.01.2008 bis zum
30.06.2018 fur die Untersuchung der analytischen Qualitat herangezogen wer-
den (s. Abbildung 6). In diesem Zeitraum wurden 890.000 NGS auf CTD durch-
gefuhrt und bei initial auffalligem CO in der Erstkarte 184 Zweitkarten angefordert,
was einer Recall-Rate von 0,021 % entsprach. Bei 30 Neugeborenen ergab die
Zweitkarte erneut verminderte CO-Konzentrationen, sodass eine Konfirmations-
diagnostik empfohlen wurde. In einem Fall wurde die Konfirmationsdiagnostik
nicht initiiert und auch weitere Kontaktversuche verblieben erfolglos (,/ost to
follow up®). Nach Abschluss der Konfirmationsdiagnostik wurde bei drei Neuge-
borenen ein CTD diagnostiziert, die verbliebenen 26 Neugeborenen zeigten
keine Hinweise auf einen CTD. Von diesen 29 Abklarungen mittels Konfirmati-
onsdiagnostik wurden im Dr. von Haunerschen Kinderspital 18 Neugeborene mit

darunter einer CTD-Diagnose betreut, die verbliebenen elf Falle mit davon zwei

25



bestatigten CTD-Fallen wurden in anderen Kliniken bzw. bei Kinderarzten behan-
delt. Es soll dabei darauf hingewiesen sein, dass von diesen elf Fallen keine Da-
ten vorlagen, weshalb diese in der weiteren Arbeit nicht naher beschrieben wur-

den.

Geburten in Bayern
1,18 Mio.

Screenings auf CTD
(LABOR)
890.000

Recall bei
vermindertem CO
184

Kontrollkarte
unauffallig
154

"lost to follow up" Kontrollkarte auffallig
1 29

Konfirmations-
diagnostik unauffallig
26

Neugeborene mit CTD

Hauner Andere Kliniken Hauner Andere Kliniken
17 9 1 2

Abbildung 6: Analytische Qualitit des bayerischen NGS auf CTD im Zeitraum 01.01.2008 bis
30.06.2018: Anzahl angeforderter Kontrollkarten und weiterflihrende Abklarung; CO: freies Carnitin; die
letzte Zeile gibt an, ob die Konfirmationsdiagnostik bzw. CTD-Diagnose am Dr. von Haunerschen Kinder-
spital (Hauner) oder in externen Kliniken/Kinderarztpraxen (Andere Kliniken) erfolgt war

Zur Bestimmung des positiv pradiktiven Wertes (PPW) des NGS auf CTD wurde
bei einem ,lost to follow up® eine Sensitivitdtsanalyse durchgefihrt. Unter der An-
nahme, dass das Neugeborene gesund war, lag der PPW bei 1,63 %, unter der
Annahme eines echten CTD-Falles betrug der PPW 2,17 %. Reziprok lag die
Spezifitat fur den Fall eines gesunden Neugeborenen bei 99,9797 %, fur den Fall
einer CTD-Diagnose bei 99,9798 %. Fur den beschriebenen Zeitraum wurden
keine symptomatischen CTD-Patienten bekannt, die vom Pilotprogramm bzw.
dem wissenschaftlichen Begleitprogramm des bayerischen NGS nicht erfasst
wurden. Somit ist primar von keinem falsch negativen Fall auszugehen, wobei

keine systematische Erfassung méglich war.
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3.2 Beschreibung des Patientenkollektivs

3.2.1 Patienten aus dem Neugeborenenscreening in Bayern

In dem betrachteten Zeitraum wurden am Dr. von Haunerschen Kinderspital 24
Neugeborene zur Abklarung auf CTD vorgestellt (s. Abbildung 7). Bei finf Neu-
geborenen ergab die Konfirmationsdiagnostik einen CTD, wobei dieser bei vier
Neugeborenen durch die Bestimmung des Carnitin-Transports in Fibroblasten
und den Nachweis zweier Varianten im SLC22A5-Gen gesichert wurde. Bei dem
funften Neugeborenen CTD-09, verblieb, trotz flr einen CTD passender Labor-
veranderungen, die Untersuchung des SLC22A5-Gens ohne Nachweis einer Va-
riante. Dieselbe Konstellation lag auch bei der Mutter des Neugeborenen vor
Mutter (CTD-10), weshalb beide als ,milder, funktioneller CTD“ eingestuft wur-
den. Nur bei einem weiteren Neugeborenen mit CTD (CTD-07) wurde im Rahmen
der Abklarung auch bei der Mutter CTD-08 ein CTD diagnostiziert. Bei den wei-
teren 19 zur Konfirmationsdiagnostik vorgestellten Neugeborenen konnte das

Vorliegen eines CTD ausgeschlossen werden.

Abbildung 7: Untersuchtes Patientenkollektiv aus dem bayerischen NGS auf CTD von 01/1999 bis
06/2018

Bei auffalligem NGS auf CTD wurde den Muttern der Neugeborenen zur differen-
tialdiagnostischen Einordnung eine Abklarung auf CTD empfohlen. Von den 19
Neugeborenen mit unauffalliger Konfirmationsdiagnostik wurde bei finf Mttern
ein CTD als Ursache des auffalligen NGS ihres Kindes festgestellt. Bei weiteren
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zwei Muttern war die Labordiagnostik hinweisend auf einen CTD, molekularge-
netisch konnte jedoch nur eine Variante nachgewiesen werden, was als ,milder,
funktioneller CTD“ eingeordnet wurde. Aulierdem wurde bei einer Mutter eine
bislang nicht bekannte Glutarazidurie Typ | (GA Typ I) festgestellt, die die sekun-
dare Carnitin-Defizienz ihres Kindes und das somit auffallige NGS verursacht
hatte. Uber ein Familienscreening wurde bei der Schwester einer Mutter mit CTD
ebenso ein CTD festgestellt (s. Abbildung 7 ,Familienscreening: Maternale
CTD®). Bei den verbliebenen elf Fallen konnte in der Konfirmationsdiagnostik we-
der bei den Kindern noch deren Muttern eine Ursache fur die verminderte CO-

Konzentration im NGS nachgewiesen werden.

3.2.2 Weitere ins Kollektiv eingeschlossene Patienten mit Carnitin-Transporter-
Defekten aus Neugeborenenscreenings aul3erhalb von Bayern

Neben den Uber das bayerische NGS detektierten CTD-Fallen, wurden in diese
Arbeit die Falle von zwei Neugeborenen aus NGS anderer deutscher Bundeslan-
der aufgenommen, die sich zur Diagnostik und weiterfUhrenden Therapie im Dr.
von Haunerschen Kinderspital vorstellten. In beiden Fallen konnte der CTD bei
den Neugeborenen ausgeschlossen werden, jedoch wurde bei einer Mutter ein
maternaler CTD und bei einer Mutter ein milder, funktioneller CTD nachgewie-
sen. In der Familie der Mutter mit gesichertem CTD wurde Uber ein Familien-

screening auch bei ihrer Schwester ein CTD festgestellt.

3.2.3 Nicht-genetische Einflussfaktoren auf ein vermindertes Carnitin

Um mdgliche Einflussfaktoren auf die falsch positiven NGS zu eruieren, wurden

insbesondere zwei Faktoren abgefragt.

Da ein alimentar bedingter Carnitin-Mangel als mogliche Ursache falsch positiver
NGS auf CTD diskutiert wurde, wurden die Ernahrungsgewohnheiten der Matter
wahrend der Schwangerschaft erfasst. Aus der Gruppe der Gesunden ernahrte
sich wahrend der Schwangerschaft eine Mutter vegetarisch, eine weitere berich-
tete von einem reduzierten Fleischkonsum (2/12). Auch in der Gruppe der CTD-
Falle berichteten zwei von zwolf Mittern von einem reduzierten Fleischkonsum,
sodass fur das untersuchte Kollektiv der Anteil der Person mit einem reduziertem

Fleischkonsum in beiden Gruppen gleich war.
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Wahrend der Schwangerschaft kommt es mitunter zu starken Veranderungen im
Carnitin-Stoffwechsel, sodass sowohl die Anzahl der Schwangerschaften zum
Zeitpunkt des Screenings als auch die Abstande aufeinander folgender Schwan-
gerschaften als Einflussfaktoren fur einen sekundar verminderten Carnitin-Spie-
gel in Betracht kamen. Der geringste Abstand zweier aufeinander folgenden
Schwangerschaften von vorangegangener Geburt zu NGS-positiver Geburt war
zwei Jahre in der Gruppe der CTD-Erkrankten und 2,25 Jahre in der Gruppe der
Gesunden. Ein Abstand von aufeinanderfolgenden Geburten von weniger als drei
Jahren lag haufiger unter den CTD-Fallen (4/12) als unter den falsch positiven
Gesunden vor (1/12). Die Anzahl vorangegangener Schwangerschaften zum
Zeitpunkt des auffalligen Screenings war unter den Gesunden héher als unter
den CTD-Fallen. So waren unter den CTD-Fallen acht von zwdlf Erstgeburten,
wohingegen unter den Gesunden nur in vier von zwolf Fallen eine Erstgeburt
vorlag. Dabei war unter den CTD-Fallen in drei von vier Zweitgeburten bereits die
erste Geburt im Rahmen des wissenschaftlichen Begleitprogrammes des NGS
auch auf CTD gescreent worden, was jedoch negativ ausgefallen war. Zusam-
menfassend erscheint ein durch die vorangegangene Schwangerschaft reduzier-
ter Carnitin-Spiegel in der darauffolgenden Schwangerschaft als Faktor flr falsch
positive Ergebnisse unwahrscheinlich. Dass bei den falsch positiven Screenings
nur in einem Drittel der Falle eine Erstgeburt vorlag, kdnnte ein Hinweis auf die
multifaktorielle Genese der falsch positiven Ergebnisse sein. Jedoch zeigen auch
die drei negativen Erstscreenings unter den CTD-Fallen, dass sich auch ein ma-

ternaler CTD nicht immer im Screening des Neugeborenen widerspiegeln muss.

3.3 Ergebnisse der Konfirmationsdiagnostik nach positivem Neugeborenen-

screening

3.3.1 Neonatale/padiatrische Patienten mit Carnitin-Transporter-Defekt

Bei vier Neugeborenen, CTD-01, CTD-03, CTD-05 und CTD-07 konnte ein CTD
anhand der Molekulargenetik bestatigt werden, die Ergebnisse der Konfirmati-
onsdiagnostik sind in Tabelle 5 dargestellt. Nach einer verminderten C0O-Konzent-
ration in Erst- und Zweitkarte zeigten CTD-01, CTD-03 und CTD-07 auch vermin-
derte CO-Konzentrationen im Plasma und eine reduzierte renale Resorption von

Carnitin, was in Kombination hinweisend war auf einen CTD.

29



30

Buniansnlpesisoq Jauie J19)bipuamioN auyo Buniyeus3 syosueabap [ "G J19s J/owrl 9‘6 pun G| UOA YONSIoAsSE|sny wabljewiomz |aq ewse|d Wi 0D p

USQJO}SIaA PO)SpuUly Wayoljzio[d Ue "UO\ G| UOA IS}y Wi PUISISIMYOSOD) S$9)SI9 !/ a||8ge ] ayais ‘0L-gLlD UOA Ja}yoo]

9 9J|9qe 8yais ‘@0-dLD UOA UYOS q
uawiyeuiny-yiuly aleuonels ‘ayosipelfydold usibjous jew-y| e

USpPUBYIOA JYoIUu = /N ‘Uslaybijjeyny auiey - ‘usuayBbijjeyny + MIUIY ‘Yol|gidam=m ‘ydljuueli=W :1yos|yosax) :apusbeT

- - - pG'LC -/- (% S'v2) 92°0 16 G'Ll G'v/S'e Lo0€ M 560-ALOD
dJUBLIBA-GZZOTS dUyo QLD J3jjduoipjuny “4ap|iw Jiw puiy
- - bBijjeyneun 0L 1<O1%99/ 1<O1L¥90 VN 56 92 v Iy Lel w  ¢/0-dLO
(92¢s) (92€°9)
- +  bieyne Ge -/V<919.° (% G'8) 60°0 VIN V/IN 9/9 rl w  60-dLo
9<0€0VL 0
- - Bieygneun oLl / ©L119P6SY 8510 (% 0)0 -0 8'0 L /S Liz W €0-dlD
auaq3-yYNQO ine gz uox3
- - Bijegneun 0L UOA uopsleQ / V<9OLGE™D (% 0) 0 .19 6'v Gz /9 lLze M 10-410
0£'0-/+90'L 86 <+'MZq G6<, €'€6-6'8 0'6< Zuaiayay
aiydo. [Bel/oM
-1adAH OM3 Bsi/6w] [Bw-uiwyjowd] [%] [nowr]  [auyer=r
alyed Bunjjasiop [Z 121v/L 19llv]  u@)se|qouqid 0D uoA [Jjowr]  auexyemz ‘ebe] = ]
-0AIN ZI9H 19)2)9] 199 SIS SU9n-6yZZo1S ul pJodsuesa) uondiosay ewse|d J/auey)sig  asoubeiq
Auny -oQ-upuied sap ajuelep -uniuied ajeuay wi 0D UOASONOD 199 d)V IYd93|ydsan Juaned

a.LD Y sapury J9p yiewoldwAs pun yisoubelpsuonewIUOY| ‘SON :€ dJI9geL



Die Initialdiagnostik und Therapie von CTD-01 wurde von einem niedergelasse-
nen Kinderarzt veranlasst. Zur Bestatigung und weiteren Behandlung des CTD
wurde die Patientin im Alter von einem Jahr im Dr. von Haunerschen Kinderspital
vorgestellt. Auch Patient CTD-05 wurde die ersten Lebensjahre von einem nie-
dergelassenen Kinderarzt betreut, welcher die Carnitin-Supplementierung im ers-
ten Lebensjahr initiierte. Die Konfirmationsdiagnostik von CTD-05 erfolgte erstim
funften Lebensjahr bei Vorstellung am Dr. von Haunerschen Kinderspital, wes-

halb keine initialen Laboruntersuchungen vorlagen.

Bei drei von vier Kindern wurde die Diagnose CTD durch zwei Varianten des
SLC22A5-Gens nachgewiesen, CTD-05 hingegen zeigte nur eine Variante des
Gens. Der auf 8,5% der Kontrollen reduzierte Carnitin-Transport in Fibroblasten
bestatigte die Diagnose. Auch bei CTD-01 und CTD-03 wurde erganzend zur
genetischen Diagnostik der Carnitin-Transport in Fibroblasten gemessen, wobei
bei beiden keine Restaktivitat nachweisbar war. Die Eltern von CTD-07 waren
konsanguin, auch bei der Mutter (CTD-08) lief3 sich biochemisch und genetisch

ein CTD nachweisen (s. Tabelle 4).

Alle Kinder mit Ausnahme von CTD-05 waren kardial unauffallig (s. Absatz 3.7.6).
Keines der Kinder zeigt Anzeichen einer hepatischen Beteiligung, metabolischen
Dekompensationen oder Myopathie, allerdings wurde CTD-03 14 mal prophylak-
tisch stationar betreut (s. Abschnitt 3.7.4). Auch die psychomotorische Entwick-

lung war Uber den gesamten Beobachtungszeitraum unauffallig (s. Absatz 3.7.3).

Die Patientin CTD-09 (s. Tabelle 3) war tUber das NGS aufgefallen und zeigte bei
der Bestimmung von CO im Plasma und der renalen Resorption Hinweise auf
einen CTD. Auch die Mutter CTD-10 (s. Tabelle 5) hatte ahnliche Laborverande-
rungen, jedoch war die molekulargenetische Untersuchung des SLC22A5-Gens
fur beide unauffallig. Die Messung des Carnitin-Transports in Fibroblasten war
hingegen mit 24,5 % (CTD-09) bzw. 32, 6% (CTD-10) auffallend reduziert, jedoch
nicht in den sicher diagnostischen Bereich (< 20 %). Anamnestisch fand sich der
plétzliche Kindstod des ersten Kindes der Familie im Alter von 15 Monaten. So-
wohl bei der Tochter als auch bei der Mutter fiel nach Absetzen der Carnitin-
Supplementierung die C0-Konzentration unter den Normbereich ab (s. Tabelle

3,Tabelle 5), sodass ein milder, funktioneller CTD diagnostiziert und in Zusam-
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menschau mit der Familienanamnese eine dauerhafte Supplementierung emp-

fohlen wurde. Die Tochter CTD-09 zeigte im Beobachtungszeitraum eine unauf-

fallige Entwicklung und keine Manifestation des CTD. Die Mutter entwickelte be-

handlungsbedurftige Extrasystolen (s. Absatz 3.7.6).
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3.3.2 Maternaler Carnitin-Mangel

Im Rahmen der Konfirmationsdiagnostik bei auffalligem NGS fielen elf Matter mit
verminderter CO-Konzentration im Plasma auf. Die Frauen wurden entsprechend
der nachgewiesenen Ursache in drei Subgruppen unterteilt: 1) Gesicherter CTD,

2) milder, funktioneller CTD und 3) sekundarer Carnitin-Mangel.

3.3.2.1 Gesicherter, maternaler Carnitin-Transporter-Defekt

Bei sieben Muttern wurde, nach Abklarung im Rahmen des auffalligen NGS ihres
Kindes, aus der molekulargenetischen Analyse des SLC22A5-Gens oder in Kom-
bination mit der Untersuchung des Carnitin-Transports in Fibroblasten die Diag-
nose eines maternalen CTD gestellt (s. Tabelle 4). Die Patientin CTD-08 wurde
bereits im Abschnitt 3.3.1 gemeinsam mit ihnrem Sohn CTD-07 erwahnt. Die Pa-
tientin CTD-26 wies nur eine Variante des SLC22A5-Gens auf, die Abklarung
mittels des Carnitin-Transportes in Fibroblasten ergab keine messbare Restakti-
vitat und bestatigte somit die CTD-Diagnose. Auch bei CTD-12 war die Restakti-
vitat des Carnitin-Transports in Fibroblasten mit 1,8 % der Kontrollen diagnos-

tisch vermindert.

Keine der Frauen hatte zum Zeitpunkt der Diagnosestellung Symptome oder eine
klinisch nachweisbare Manifestation des CTD, die frihkindliche Entwicklung der
Frauen war bis auf die Ausnahme von CTD-16 und ihrer Schwester CTD-17 (s.
unten) unauffallig. Die Mehrzahl der Mitter lehnte eine Diagnosebestatigung mit-
tels Carnitin-Transport-Messung in Fibroblasten ab. Auch die langfristige Thera-
pieadharenz und Compliance sowohl bezuglich regelmafiger Kontrolluntersu-
chungen als auch konsequenter Carnitin-Supplementierung war meist niedrig.
Exemplarisch nahm die Patientin CTD-24 nach Diagnosestellung keine weiteren
Termine mehr wabhr, die Patientin CTD-22 setzte ihre Supplementierung ab. Oft-

mals wurde trotz Empfehlung keine kardiologische Untersuchung durchgeflhrt.

Aufgrund des autosomal-rezessiven Erbgangs des CTD wurde den betroffenen
Mdattern ein Familienscreening angeboten. Dabei wurden zwei weitere Frauen mit
CTD diagnostiziert, die in die Langzeitbeobachtung aufgenommen wurden: Die
Schwester von CTD-12, CTD-14 hatte keine symptomatische Auspragung und
eine bis dato unauffallige Krankheitsgeschichte gehabt. CTD-17 wurde Uber das

Familienscreening nach Diagnose ihrer Schwester CTD-16 gefunden. Beide
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waren jeweils im Alter von 1-2 Monaten stationar bei einer Gedeihstorung mit
Phasen rezidivierenden Erbrechens und Blasse behandelt worden, wobei damals
keine Atiologie zu eruieren war. Die weitere kindliche Entwicklung und spétere

Krankheitsgeschichte beider Schwestern waren unauffallig verlaufen.

3.3.2.2 Milder, funktioneller Carnitin-Transporter-Defekt bei heterozygoter Vari-
ante

Die drei Mutter CTD-28, CTD-30 und CTD-32 wiesen bei molekulargenetischer
SLC22A5-Analyse nach auffalligem NGS ihres Kindes jeweils nur eine heterozy-
gote Variante auf, bei zu einem CTD passenden Laborveranderungen (s. Tabelle
5). Zwei Mutter lehnten eine Messung des Carnitin-Transports in Fibroblasten zur
Einordnung der Erkrankung ab. Die Mutter CTD-28 hatte in dieser Untersuchung
einen Transport von 30,2 % der Kontrollen und lag somit oberhalb des Grenz-
werts von 20%. Alle drei Frauen gaben leichte, fraglich CTD-assoziierte Symp-
tome, wie Mudigkeit und reduzierte Belastbarkeit (CTD-28), Muskelschwache
und Muskelschmerzen (CTD-30) oder unter Belastung betonte, rezidivierende
Beinkrampfe (CTD-32) an. Unter probatorischer Carnitin-Supplementierung emp-
fanden alle drei Frauen eine Regredienz ihrer Symptomatik. Bei einem kontrol-
lierten Auslassversuch der Carnitin-Supplementierung fiel die CO-Konzentration
im Plasma von CTD-28 und CTD-32 grenzwertig ab, bei CTD-30 rezidivierte die
Symptomatik. Alle drei Muttern entschieden sich fur eine Fortfihrung der Carni-
tin-Supplementierung und die Falle wurden als milder, funktioneller CTD einge-

ordnet.

3.3.2.3 Maternale, sekundare Carnitin-Defizienz bei Glutarazidurie Typ |

Bei der Abklarung des NGS ihres Kindes fielen bei der Mutter CTD-34 neben
einem sehr niedrigem CO im Plasma eine isolierte Erhéhung von Glutaryl-Carnitin
auf, hinweisend auf eine GA Typ | (s. Tabelle 5). In der genetischen Untersu-
chung zeigten sich bekannt pathologische Varianten im GCDH-Gen, so dass die
Diagnose GA Typ | bestatigt war. Der Patientin wurde eine niedrig dosierte Car-
nitin-Supplementierung empfohlen. Der passagere Carnitin-Mangel ihres Kindes
(CTD-33) war ursachlich auf den sekundaren Carnitin-Mangel der Mutter zurtck-

zufuhren und das Kind zeigte im Verlauf normwertige CO-Konzentrationen.
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3.4 Konzentration des freien Carnitins in den auffalligen Neugeborenenscree-

nings und Korrelation mit dem Abnahmezeitpunkt

Da sich in der Konfirmationsdiagnostik nach auffaligem NGS mehrere mdgliche
Diagnosen gezeigt hatten, sollte geprift werden, ob man bereits an der C0-Kon-
zentration der TBK und deren Verlauf einen Unterschied zwischen den Gruppen
feststellen konnte. In Abbildung 8 sind die CO-Konzentrationen von Erst- und
Zweitkarte der Neugeborenen dargestellt.

Streudiagramm der C0-Konzentrationen von Erst- und Zweitkarte nach Erkrankungskategorie
Pat-ID

o . © cTD-01

Neugeborene mit CTD NEUgEhDrEI’IEC!IF_BI‘I Mittern mit Gesund @ cT1D-03

9,0 © CTD-05
1 @ CTDO07

B.O ._____-f——--" @ cTD09
- — A cTD15

A CTD-18
A CTD-21
A CTD-23
>< CTD-25
CTD-29
>< CTD-31
< c1D-33
@ cTD-35
@ CTD-37
Y @ CTD-39
@ cTD-4
@ CTD-43
O CTD-45
@ CTD-47
o @ CTD-49
| @ CTD-51
. . : O cTD53
Erstkarte Zweitkarte Erstkarte Zweitkarte Erstkarte Zweitkarte @ CTD:S

— Interpolation

7.0
60 (o0 o]

5,0

40

30

(<]
tod 4.2

20

CO0-Konzentration der TBK [pmoliL]

Abbildung 8: Streudiagramm des CO im NGS in Erst- und Zweitkarte, nach Erkrankungskategorie
unterteilt: Neugeborene von Mittern mit CTD: A Neugeborene mit obligater Heterozygotie bei Mutter mit
gesichertem CTD, ¢ CTD-33 bei zugrundeliegender GA Typ | der Mutter CTD-34, keine Zweitkarte abge-
nommen, X Neugeborene mit fraglichem Variantenstatus bei CTD-heterozygoter Mutter. Die Werte von
CTD-11 und CTD-27 wurden bei Screening auf3erhalb von Bayern mit anderen Referenzwerten nicht abge-
bildet.

Zur Berechnung der Mittelwerte wurden die Werte von CTD-11 und CTD-27 bei
Screening mit abweichenden Referenzwerten und von CTD-33 bei GA Typ | der
Mutter CTD-34 ausgeschlossen. Der Mittelwert der CO-Konzentration der Erst-
karte war von gesunden Neugeborenen (5,4 + 1,1 umol/L) tendenziell etwas ho-
her als der von Neugeborenen mit CTD (4,9 + 1,1 umol/L) und Neugeborenen
von Mattern mit CTD (4,7 £ 1,6 umol/L). Der Mittelwert der CO-Konzentration der
Zweitkarte fiel bei den Neugeborenen mit CTD um etwa 1,3 ymol/L auf 3,6 + 2,1
pmol/L ab, bei annahernd konstanten Werten der Neugeborenen von Mattern mit
CTD (4,5 £ 1,7 ymol/L) und der gesunden Neugeborenen (5,4 + 1,1 pmol/L).
Diese Veranderung war vornehmlich auf die stark abgefallene CO-Konzentration
der zwei Patienten CTD-01 und CTD-03 zurtckzufuhren, da die CO-Konzentra-
tion von CTD-05 und CTD-07 von Erst- zu Zweitkarte konstant blieb und von
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CTD-09 gering anstieg. CO-Konzentrationen von < 4 umol/L wiesen nur erkrankte
Neugeborene und Neugeborene von Muttern mit maternalem CTD auf, was ein
Hinweis auf eine schwerere CTD-Auspragung sein kdnnte. Aufgrund der gerin-
gen Gruppengrofle war jedoch keine statistisch valide Untersuchung auf einen

signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen maglich.

CO Erstkarte CO0 Zweitkarte
[mmol/L] [mmol/L]
Abnahme- Pearson-Korrelation -0,502" -0,129
zeitpunkt — —
[Stunden] Signifikanz (2-seitig) 0,015 0,557
N 23 23
Bootstrapping Verzerrung 0,004 0,019
(1000 Stichproben) Standard-Fehler 0,147 0,278
95 %-KI Unterer -0,757 -0,635
Grenzwert o rer -0,165 0,455

*. Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,05 (2-seitig) signifikant.

Tabelle 6: Korrelation von C0 der TBK mit dem Abnahmezeitpunkt

Ausschluss der Erstkarte von CTD-49, da Screening aulRerhalb des empfohlenen Zeitraums erfolgt
war. Zur Korrektur fur die kleine Gruppengrofie wurde ein Bootstrapping durchgefiihrt, was die Korrela-
tion bestatigte. Die Werte zweier Neugeborenen (CTD-33 und CTD-49) mussten bei jeweils einzelnen
fehlenden Werten ausgeschlossen werden. Kl: Konfidenzintervall

Das empfohlene Zeitfenster fur die Abnahme des NGS betragt bei 36-72 Stunden
nach der Geburt, die Karten wurden im Mittel nach 55,14 + 11,11 Stunden abge-
nommen (Werte nicht abgebildet; Ausreiller mit NGS-Abnahme nach 120 Stun-
den wurde von der Berechnung des Mittelwerts ausgeschlossen). Die Zweitkarte
sollte zeitnah nach der Ruckmeldung eines auffalligen Screening-Befundes un-
tersucht werden und wurde im Mittel nach 10 + 6 Tagen abgenommen. Bei der
Betrachtung der Subgruppen erfolgte in der Gruppe der Neugeborenen mit CTD
die Abnahme der Zweitkarte mit 17 £ 8 Tagen im Vergleich spater. Um einen
Einfluss des Abnahmezeitpunkts auf die CO-Konzentration in Erst- oder Zweit-
karte zu untersuchen wurde eine Korrelation nach Pearson berechnet. Dabei
ergab sich eine signifikante (p = 0,015) negative Korrelation (r = -0,502) des Ab-
nahmezeitpunkts der Erstkarte mit der CO-Konzentration (s. Tabelle 6). Die Kor-
relation bestatigte sich mit einem 95 %-KIl von -0,165 bis -0,757 im Bootstrapping.
Zwischen der CO-Konzentration der Zweitkarte und ihnrem Abnahmezeitpunkt lief3
sich keine signifikante Korrelation nachweisen (p = 0,557). Dies deutet darauf
hin, dass in den ersten Stunden nach der Geburt die CO-Konzentration des Neu-
geborenen abfallen und kein stabiles Niveau haben, wohingegen sich mit einem
ausreichendem Zeitabstand zur Geburt bei den Neugeborenen stabile CO-Kon-

zentrationen etabliert haben sollten.
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3.5 Konfirmationsdiagnostik mittels freiem Carnitin im Plasma und renaler Re-

sorption
Streudiagramm der CO-Konzentration im Plasma
Kind Mutter Variantenstatus der
gesunden Kinder
30,00 1 8 ® |Keine Mutation bekannt
B @ A Obligat heterozygot
w Unbekannter Mutationsstatus bei
1 e CTD-heterozygoter Mutter
2500 - )
ary 1 °
-
S ] °
E_ 20,00 -
‘o ] °
£ ] e °
& 1500 ] ° :
o ¢}
E ] 9 10 °
o 1000 ] A »
o * * ° °
] A .
500 | ° A 4 s
] A ‘
1 (-]
00 : . e .
Gesichert Mild Gesund Gesichert Mild Gesund
Erkrankungskategorie Erkrankungskategorie

Abbildung 9: C0-Konzentration im Plasma der Kinder (links) und Mutter (rechts) nach Erkrankungs-
kategorie unterteilt: Erkrankungskategorie: Mild: Milder, funktioneller CTD; A Neugeborene mit obligater
Heterozygotie bei Mutter mit gesichertem CTD, X Neugeborene mit fraglichem Variantenstatus bei CTD-
heterozygoter Mutter. Kind CTD-09 und Mutter CTD-10 mit Fallnummern gekennzeichnet; Kinder mit gesi-
chertem CTD n= 3 bei fehlenden Werten von CTD-05

Nach auffalligem NGS wurde zur weiteren Konfirmationsdiagnostik das CO im
Plasma sowie die renale Resorption von CO gemessen. Das CO im Plasma lag
bei Neugeborenen und Muttern mit gesichertem CTD unterhalb von 10 umol/L,
jedoch wiesen auch die Neugeborenen von Muttern mit CTD so niedrige Kon-
zentrationen auf (s. Abbildung 9, A bei obligater Heterozygotie bei CTD der Mut-
ter, x bei fraglicher SLC22A5-Variante bei heterozygoter Mutter). Somit war keine
Unterscheidung zwischen betroffenen Neugeborenen und Neugeborenen von
betroffenen Muttern anhand des CO im Plasma moglich. Auch die Mutter mit mil-
dem, funktionellen CTD und heterozygoter Variante lagen unterhalb dieses
Grenzwertes von 10 ymol/L. Nur das Tochter-Mutter-Paar CTD-09 und CTD-10
wich mit 17,5 bzw. 10,5 ymol/L etwas von diesem Schema ab, die renale Re-
sorption von CO war jedoch bei beiden deutlich auffallig (s. nachster Absatz, Ab-
bildung 10). Von den gesunden Kindern und Muttern hatten alle bis auf jeweils

eine Person C0O-Konzentrationen > 10 umol/L.

Die Messung der renalen Resorption von CO war ein wichtiger Bestandteil der
Konfirmationsdiagnostik. Sie spiegelt die pathologisch erhdhte Ausscheidung
von CO bei einem CTD wider und ist damit spezifischer fir die Erkrankung als die
Messung des CO im Plasma allein. In Abbildung 10 ist der Kehrwert der renalen
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Resorption, die renale Exkretion von CO gegen die CO-Konzentration im Plasma
aufgetragen (zum Teil andere CO-Konzentrationen als in Abbildung 9, da in an-

derem Labor und enzymatisch statt mittels TMS gemessen).

Streudiagramm renale Exkretion von CO lber CO im Plasma

Erkrankungskategorie

Kind Mutter @ Gesichert
o @mild, funktional
] @ Gesund
] A AL )
90,0% Obligat heterozygot

4 Wnbekannter Mutationsstatus
bei heterozygoter Mutter

100 0%

80,0%
700%
60,0% |

50,0% |

renale Exkretion von CO [%]

40,0% o ®
300% W
200% . i
10,0% o e %o
.0%: La “O':. e o -"'. °

0 50 100 150 200 250 300 3s0 0 50 100 150 200 250 300 350

C0 im Plasma [umoliL] CO im Plasma [umoliL]
Abbildung 10: Streudiagramm renale Exkretion von CO0 iiber CO im Plasma der Kinder (links) und Miit-
ter (rechts) nach Erkrankungskategorie unterteilt: Erkrankungskategorie und Variantenstatus der Neuge-
borenen farblich/symbolisch kodiert; renale Exkretion von CO in % der renal gefilterten Ladung; die vom La-

bor gemessene renale Resorption von CO wurde in den Kehrwert, die Exkretion, umgerechnet; Messwerte
von CTD-09 und CTD-10 mit Nummern beschriftet

Anmerkung: es lagen nicht von allen Patienten Messungen der Exkretion/Resorption vor. Die Messungen
wurden in einem anderen Labor durchgefiihrt, sodass die Messwerte des CO im Plasma von denen aus den
Tabellen in Kapitel 3.3 und in Abbildung 9 abweichen.

Ab einer Exkretion von > 5 % bzw. Resorption von < 95 % des CO der gefilterten
renalen Ladung liegt ein pathologischer Wert vor (Referenzbereich UK Gielen,
UK Heidelberg Exkretion > 2 %). Dieser Grenzwert wurde von keinem der gesun-
den Kinder oder Mutter Uberschritten (max. Exkretion 4,8 % Labor UK Gielden).
Auch die obligat heterozygoten Neugeborenen von Mattern mit gesichertem CTD
erreichten diesen Grenzwert der Exkretion nicht, wiesen jedoch erneut deutlich
verminderte CO-Konzentrationen auf (s. Abbildung 10, A linkes Diagramm, un-
tere linke Ecke). Alle CTD-Betroffenen, auch die Patientinnen mit einem milden,
funktionellen CTD, liel3en sich anhand der pathologisch erhdhten renalen Exkre-
tion von CO von den Gesunden unterscheiden. Auffallig war, dass die CO-Exkre-
tion von Patient CTD-07 mit exakt 5 % im Vergleich zu den anderen Kindern mit
CTD nur gering erhéht war. Wichtig war jedoch die gleichzeitige Berticksichtigung

der CO-Konzentration im Plasma, da bei der Patientin CTD-24 bei einem nicht
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messbaren CO im Plasma von < 2,0 ymol/L die renale Exkretion von CO mit

0,05 % nicht verwertbar war (s. Abbildung 10 linkes Diagramm, e unten links).

Eine deutliche Limitation bei der Auswertung der renalen Resorption war das un-
vollstandige Datenset, da nur vor Beginn der Supplementierung aussagekraftige
Werte bestimmt werden konnen. Des Weiteren sind die Daten heterogen, da sie
zu ungefahr je drei-Viertel bzw. einem-Viertel aus zwei unterschiedlichen Labo-
ren stammten, die unterschiedliche Messverfahren verwendeten. Folglich waren
die Werte nur bedingt vergleichbar und es konnte keine statistische Auswertung

der Daten erfolgen.

3.6 ldentifizierte Varianten des SLC22A5-Gens

Allgemein werden Missense-Varianten und /n-Frame-Deletionen/-Insertionen im
Vergleich zu anderen Varianten als weniger pathogen eingestuft, da abhangig
von Lokalisation und resultierender Aminosaure-Alteration ein annahernd voll-
standiges Protein gebildet wird, dessen Funktion nahezu normal bis hin zu stark
eingeschrankt sein kann. Nonsense, Splice-Site und Frameshift-Varianten resul-
tieren hingegen in einem Abbruch der Protein-Translation, was in den meisten
Fallen in einem vollstandigem Funktionsverlust flhrt Die identifizierten Varianten
dieses Kollektivs wurden mit Angabe der Erstbeschreibung und sofern vorhan-
den Pathogenitats-Klassifikation laut ClinVar-Datenbank in Tabelle 7 zusammen-
gefasst. Bei den Mittern machten Missense-Varianten 85 % der mutierten Allele
aus, 10 % waren In-Frame-Deletionen und nur ein Allel bzw. 5 % war eine Splice-
Site-Variante. Bei den Neugeborenen waren 57,1 % der mutierten Allele als Mis-

sense-Variante und 42,9 % Nonsense bzw. Frameshift-Variante einzuordnen.

Der deutlich héhere Anteil an pathogenen Nonsense, Splice-Site und Frameshift-
Varianten unter den Neugeborenen von 42,9% im Vergleich zu den Muttern, er-
klart sich durch die zwei Neugeborenen CTD-01 und CTD-03. Die Frameshift-
Variante ¢.458 459delTG (p.V153AfsX41) als Deletion von 2 Basenpaaren ver-
ursacht ein verfrihtes Stoppsignal 41 Aminosaurepositionen nach der betroffe-
nen Aminosaureposition 153. In Kombination mit der Missense-Variante
c.1403C>G°(p.T468R) hatte der Neugeborene CTD-03 keinen messbaren Car-
nitin-Transport in Fibroblasten. Auch die Deletion von Exon 2 gemeinsam mit der
Nonsense-Variante ¢.351G>A (p.W117X) des Neugeborenen CTD-01 resultie-
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ren beide in einem verfruhten Stop-Codon (Beschreibung s. unten). Bei der Mut-
ter CTD-26 wurde heterozyogt die Splice-Site-Variante ¢.394-16T>A identifiziert.
Zu dem Diagnosezeitpunkt konnte bei ihr keine zweite, pathologische Variante
im SLC22A5-Gen nachgewiesen werden, die Diagnose CTD wurde bei nicht

nachweisbarer Restaktivitat des Carnitin-Transports in Fibroblasten gestellt.

Variante Anzahl gefun- Erstbeschreibung in Klassifikation
dener Allele der Literatur ClinVar
cDNA Protein OCTN2 | Kinder | Mutter
SLC22A5
c.98G>T p.G33V 1 bislang nicht publiziert NA
c.136C>T p.P46S 9 (Schimmenti, Crombez | P/LP
et al. 2007)
c.351G>A p.-W117X 1 bislang nicht publiziert NA
c.394-16T>A IVVS1-16T>A 1 (Rose, di San Filippo et | Widersprichlich
al. 2012) (1P, 4LP,2VUS)
c.458_459delTG | p.V153AfsX41 1 (Dobrowolski, P
McKinney et al. 2005)
c.506G>A p.R169Q 1 (Burwinkel, Kreuderet | P
al. 1999)
c.641C>T p.A214V 28 28 (El-Hattab, Li et al. Widerspruchlich
2010) (2P,5LP, 4 VUS)
Cc.761G>A p.R254Q 1 (Frigeni, Balakrishnan Widerspruchlich
et al. 2017) (1P,4LP,6VUS)
C.769-786del18 p.A257-262 2 bislang nicht publiziert NA
c.1195C>T p.R399W 1 (El-Hattab, Li et al. P/LP
2010)
c.1385G>T p.G462V 1 (Longo, Frigeni et al. LP
2016)
c.1403C>G p.T468R 1 (Lamhonwah, Olpin et P/LP
al. 2002)
c.1531G>C p.E511Q 2 bislang nicht publiziert NA
Deletion von Exon 2 auf cDNA 1 (Roussel, Labarthe et P
Ebene al. 2016)
Tabelle 7: Nachgewiesene SLC22A5-Allele der Patienten und ihre Erstbeschreibung:

Nonsense- und Splice-Site-Varianten in fett + kursiv. P = Pathogen, LP = Wahrscheinlich Pathogen, VUS =
Variante unbekannter Signifikanz Klassifikation nach ClinVar Datenbank (Landrum, Lee et al. 2014), NA =

Nicht verfligbar Stand 11.11.2024; 2 Homozygot in jeweils einem Patienten nachgewiesen

Die identifizierten, vorbeschriebenen Missense-Varianten wurden bis auf zwei
Varianten in der ClinVar-Datenbank als pathogen oder wahrscheinlich pathogen
eingestuft (s. Tabelle 7). Die Variante c.641C>T (p.A214V), welche widerspruch-
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liche Einordnungen erhalten hatte, lag bei dem Neugeborenen CTD-07 und sei-
ner Mutter CTD-08 jeweils homozygot vor, wobei bei beiden Patienten keine Mes-
sung des Carnitin-Transports in Fibroblasten durchgeflhrt wurde. Auch fir die
Missense-Variante c.761G>A (p.R254Q) lagen widerspruchliche Klassifikationen
vor. Der Neugeborene CTD-05 trug diese Variante heterozygot und wies einen
diagnostisch verminderten Carnitin-Transport in Fibroblasten von 8,5% der Kon-
trollen auf. Unter den Muttern kam die Missense-Variante c.136C>T (p.P46S) mit
neun Allelen (45 %) deutlich Uberproportional vor (s. Tabelle 7). Die heterozygote
Tragerin CTD-28 dieser Variante, zeigte darunter eine leicht reduzierte, aber vor-

handene Restaktivitat des Carnitin-Transports in Fibroblasten von 30,2 %.

Im vorliegenden Patientenkollektiv wurden vier Varianten des SLC22A5-Gens
erstmalig nachgewiesen (s. Tabelle 7, Stand 11.11.2024, Quelle ClinVar-Daten-
bank). Das Kind CTD-01 trug die bislang nicht beschriebene Nonsense-Variante
c.351G>A (p.W117X), die in einem friihen Stop-Codon an der 117. Aminosau-
reposition resultiert. In Kombination mit der in einem Frameshift resultierenden
Deletion des Exon 2 auf dem zweiten Allel hatte der Neugeborene keine Restak-
tivitat in der Messung des Carnitin-Transports in Fibroblasten. Die in-frame-De-
letion von 18 Basenpaaren bzw. 6 Aminosauren ¢.769-786del18 (p.A257-262),
wurde bei der Mutter CTD-12 und ihrer Schwester CTD-14 nachgewiesen. In bei-
den Fallen lag sie in Kombination mit der Variante c.136C>T (p.P46S) vor, wobei
bei CTD-12 eine diagnostisch verminderte Restaktivitat des Carnitin-Transports
in Fibroblasten von 1,8% gemessen wurde. Die anderen zwei nicht beschriebe-
nen Missense-Varianten ¢.1531G>C (p.E511Q) lagen bei CTD-16 und ihrer
Schwester CTD-17 sowie ¢.98G>T (p.G33V) bei CTD-20. In allen 3 Fallen lagen
sie in Kombination mit der Missense-Variante c.136C>T (p.P46S) vor. Keine der

Frauen stimmte einer Carnitin-Transport-Messung in Fibroblasten zu.

3.7 Therapie und klinische Befunde im Rahmen der langfristigen Nachsorge

Nach der Diagnose erfolgten regelmaRige Vorstellungen der Patienten zur Erfas-
sung moglicher CTD-assoziierter Symptome. In diesem Rahmen wurde das CO
im Plasma, Leber-, Muskel- und Herzenzyme bestimmt und eine kardiologische
Untersuchung durchgefuhrt. In Abhangigkeit der Ergebnisse wurde die Dosis der
Carnitin-Supplementierung adjustiert. Die Ergebnisse dieser Verlaufsvorstellun-

gen sind in den folgenden Kapiteln thematisch zusammengefasst.
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Die vier am Dr. von Haunerschen Kinderspital betreuten Kinder mit nachgewie-
senem CTD hatten zusammengenommen eine Behandlungsdauer von 45,9 Pa-
tientenjahren (s. Tabelle 8). Das Madchen CTD-09 und ihre Mutter CTD-10 mit
mildem, funktionellen CTD wurden beide fur 18,3 Jahre betreut. Bei den Frauen
mit gesichertem oder einem milden, funktionellem CTD bei heterozygoter Vari-

ante betrug die gesamte Behandlungsdauer 58,5 Patientenjahre (s. Tabelle 9).

3.7.1 Carnitin-Supplementierungs-Dosis und CO im Plasma im Verlauf

Patient | Ge- Behand- | Carnitin-Dosis C0-Konzentration un- CTD-Diagnose
schlecht | lungs- (Mittelwert (Min. — ter Supplementierung

dauer Max.)) (Mittelwert (Min. —

[Jahre] [mg/kg KG/Tag] Max.)) [umol/L]
CTD-01 | w 14,7 75 (45 - 100) 15,3 (5,4 — 25) Gesichert
CTD-03 | m 14,1 150 (40 — 235) 14,0 (4,8 — 32) Gesichert
CTD-05 | m 12,7 65 (35— 105) 28,5 (12,8 — 53) Gesichert
CTD-07 | m 44 85 (35— 115) 54,3 (46,5 —70) Gesichert
CTD-09 | w 18,3 50 (25 - 100) 24 (11 -58,4) Mild, funktionell

Tabelle 8: Dosierung der Carnitin-Supplementierung und C0-Konzentrationen der Kinder mit CTD:
Geschlecht: w = weiblich, m = mannlich; Max. = Maximale und Min. = minimale tagliche Carnitin-Dosis

bzw. gemessene C0-Konzentration im Plasma

Bei den Kindern mit gesichertem CTD betrugen die bendtigten Carnitin-Supple-
mentierungen zwischen minimal 35 und maximal 235 mg/kg KG/Tag, meist auf-
geteilt auf 3 Einnahmen, morgens, mittags und abends. Der Patient CTD-03 er-
hielt im Vergleich zu den anderen Kindern eine deutlich hdhere Supplementie-
rung mit durchschnittlich 150 mg/kg KG/Tag bei gleichzeitig den niedrigsten CO-
Konzentrationen. Die anderen Kinder (CTD-01, -05, -07) konnten mit einer durch-
schnittlichen Dosierung von 60 — 80 mg/kg KG/Tag stabile CO-Konzentrationen
aufbauen (s. Tabelle 8). Dabei erreichte Patient CTD-07 bei jedoch relativ kurzem
Beobachtungszeitraum im Vergleich zu den anderen Kindern héhere C0O-Kon-

zentrationen im Plasma.
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Patientin | Behandlungs- Carnitin-Dosis C0-Konzentration unter | CTD-Diagnose

dauer (Mittelwert (Min.-Max.)) Supplementierung

[Jahre] [mg/kg KG/Tag] (Mittelwert (Min.-Max.))

[umol/L]

CTD-10 18,3 45 (25-100) 29,3 (9,74-88,8) Mild, funktionell
CTD-12 14,4 80 (50-110) 11,0 (5,9-22,7) Gesichert
CTD-14 12,9 60 (20-85) 12,1 (4,0-23,7) Gesichert
CTD-16 3,9 70 (55-90) 12,8 (6,32-27,5) Gesichert
CTD-17 57 80 (55-115) 11,0 (6,59-17) Gesichert
CTD-20 9,7 80 (65-90) 17,9 (8,7-31,1) Gesichert
CTD-26 1 30 (25-45) 13,7 (6-22,34) Gesichert
CTD-28 3,3 55 (40-60) 24,0 (16,3-34,3) Mild, funktionell
CTD-30 7,6 40 (15-75) 19,6 (13-33,7) Mild, funktionell

Tabelle 9: Dosierung der Carnitin-Supplementierung und C0-Konzentrationen der Miitter mit CTD:

Max. = Maximale und Min. = minimale Carnitin-Dosis bzw. gemessene C0-Konzentration im Plasma

Die mittlere Dosierung der Carnitin-Dosis der Matter mit CTD lag zwischen 60 —
80 mg/kg KG/Tag, womit die Patientinnen eine niedrig-normale C0-Konzentration
im Plasma von > 10 ymol/L aufbauten. Die zwei langfristig begleiteten Mutter
CTD-28 und CTD-30 mit einem milden, funktionellen CTD bei heterozygoter
SLC22A5-Variante bendtigten eine geringere mittlere Carnitin-Supplementierung
von 40 — 50 mg/kg KG/Tag, unter der sie durchschnittlich hdhere C0-Konzentra-
tionen von ca. 20 umol/L erreichten (s. Tabelle 9). Auch das Madchen CTD-09
und seine Mutter CTD-10 mit mildem funktionellem CTD bendtigten im Mittel ver-
gleichbare Carnitin-Dosierungen wie die Mutter mit heterozygoter Variante und
erreichten darunter durchschnittliche C0-Konzentrationen im Plasma von 24
(CTD-09) bzw. 29 (CTD-10) pmol/L.

3.7.2 Nebenwirkungen der Carnitin-Supplementierung

Als Nebenwirkung der Carnitin-Supplementierung berichteten mehrere Patienten
von einem unangenehmen, fischartigen Geruch, wovon insbesondere die Kinder
CTD-01, CTD-03 und die erwachsenen Patientinnen CTD-12, CTD-16 und CTD
-17 betroffen waren. Dieser Geruch verstarkte sich im Sommer bzw. bei vermehr-
ter Transpiration. Durch eine Aufteilung der Carnitin-Supplementierung auf meh-
rere, maximal vier Uber den Tag verteilte Einzeldosen kam es zu einer Besse-
rung. Als weitere Nebenwirkungen wurden, oft auch in Folge von Dosissteigerun-

gen, eine vermehrte Stuhlfrequenz und weichere Stuhlkonsistenz beobachtet,
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zum Teil berichteten die Patientinnen von Bauchschmerzen. Der veranderte Kor-
pergeruch war aufgrund sehr hoher Carnitin-Dosen bei CTD-03 starker ausge-
pragt. Dies war fir den Patienten so belastend, dass er im Alter von 11 Jahren
eigenstandig fur einen Monat die Carnitin-Supplementierung unterliel3, was kurz-

fristig in besonders niedrigen CO-Konzentrationen resultierte.

3.7.3 Psychomotorische Entwicklung der Neugeborenen

Alle vier Kinder mit bestatigtem CTD und auch CTD-09 mit mildem, funktionellem
CTD zeigten eine altersentsprechende und unauffallige psychomotorische Ent-
wicklung. CTD-03 erhielt wahrend dem Kindergarten eine logopadische Sprach-
forderung. Die schulische Laufbahn und pubertare Entwicklung aller Kinder wa-
ren unauffallig. Die Patienten waren zum Abschluss der letzten berlcksichtigten
Vorstellungen 15 (CTD-01), 14 (CTD-03), 18 (CTD-05), 4 (CTD-07) und 18 (CTD-
09) Jahre alt.

3.7.4 Metabolische Entgleisungen / prophylaktische Hospitalisierungen

FUr den gesamten Beobachtungszeitraum wurde untersucht, ob die Patienten
eine metabolische Dekompensation entwickelten. Zunachst wurden die prophy-
laktischen Hospitalisierungen zur Vermeidung einer metabolischen Dekompen-

sation zusammengefasst.

Patient CTD-03 erkrankte in seiner Kindheit haufig an schweren Gastroenteriti-
den mit starkem Erbrechen oder auch an Infekten des oberen Respirationstrakts,
so dass bei Nahrungsverweigerung weder die Carnitin-Zufuhr noch eine ausrei-
chende Maltodextrin-Gabe oral sichergestellt werden konnte. Aufgrund der Hau-
figkeit der Infekte und bei fehlendem laborchemischem Indikator fur eine dro-
hende metabolische Entgleisung, waren insgesamt 14 prophylaktische stationare
Aufenthalte erforderlich. In den meisten Fallen wurde er dabei mit i.v. Carnitin
und Glucose behandelt. Klinische Hinweise auf eine akute metabolische Entglei-
sung oder Laborveranderungen bestanden hierbei nicht. Der CTD, die damit ver-
bundenen haufigen Krankenhausaufenthalte und das Risiko einer drohenden
metabolischen Entgleisung im Infekt stellten fir Eltern und Kind eine grol3e psy-

chische Belastung dar.

Die Mutter CTD-16 wurde, als wahrend einer nachfolgenden Schwangerschaft

eine Gastroenteritis auftrat, einmalig stationar aufgenommen und prophylaktisch
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mit einer i.v.-Flussigkeitsgabe behandelt. Auch bei ihr bestand zu keinem Zeit-

punkt ein Hinweis auf eine metabolische Dekompensation.

Bei den weiteren Kindern und auch Muttern des Studienkollektivs waren keine
prophylaktischen Aufnahmen/Therapien notwendig und es gab keinen Hinweis
auf stattgehabte metabolische Dekompensationen. Die Krankenhausaufenthalte
im ersten Lebensjahr von CTD-16 und der Schwester CTD-17 bei Gedeihstérung

(s. Abschnitt 3.3.2.1) waren retrospektiv nicht naher zu eruieren.

3.7.5 Muskulare Symptomatik und Fatigue

Keines der Kinder entwickelte Uber den beobachteten Zeitraum eine muskulare
Symptomatik, in den Laboruntersuchungen wurden keine CK-Erhdéhungen ge-
messen. Die muskulare Entwicklung war immer unauffallig und die kérperliche

Belastbarkeit war bei allen Kindern zu jedem Zeitpunkt altersadaquat.

Bei erwachsenen Frauen sind als mogliche Symptome eines CTD Fatigue und
eine reduzierte korperliche Belastbarkeit beschrieben worden. Die Patientinnen
CTD-12, -28 und -30 gaben nach Beginn der Carnitin-Supplementierung eine
Besserung des Wohlbefindens und der korperlichen Leistungsfahigkeit an und
bemerkten eine vermehrte Mudigkeit bei ausgebliebener Carnitin-Einnahme. Die
Patientin CTD-30 berichtete von einer seit ihrer Kindheit bestehenden rezidivie-
renden Muskelschwache, betont nach dem Schlafen und bei kérperlicher Betati-
gung, ebenso von einer inadaquat starken Entwicklung von Muskelkater nach
Belastung. Diese Symptome besserten sich subjektiv mit Beginn der Carnitin-
Supplementierung; bei Auslassen einzelner Carnitin-Dosen rezidivierte die Mus-
kelschwéche. Eine eindeutige Atiologie durch den CTD verbleibt unklar, da als
mogliche weitere Einflussfaktoren bei der Patientin eine Adipositas und eine
Hashimoto-Thyreoiditis vorlagen. Die von CTD-32 berichteten rezidivierenden,
zum Teil nachtlich und bei Belastung auftretenden Muskelkrampfe in den Unter-
schenkeln waren differentialdiagnostisch auch mit einem Magnesiummangel ver-
einbar, zeigten jedoch eine subjektive Besserung unter Carnitin-Supplementie-

rung. Langerfristige Verlaufsuntersuchung lagen von der Patientin nicht vor.

Alle anderen erwachsenen Patientinnen verneinten muskulare Symptome oder
Fatigue. In der Analyse der Laborwerte zeigten sich im Verlauf weder im Blutbild
noch in den Leber- oder Muskelenzymen relevante Auffalligkeiten.
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3.7.6 Kardiologische Manifestation

Bei wiederholter und ausgiebiger kardiologischer Abklarung zeigten aus dem un-
tersuchten Patientenkollektiv insgesamt ein Kind und zwei Frauen berichtens-
werte kardiologische Befunde, wobei ein Zusammenhang mit der CTD-Diagnose

in allen Fallen nicht eindeutig war:

Der Patient CTD-05 wies zwischen seinem siebten und zwdlften Lebensjahr
EKG-Veranderungen mit dem Bild eines Rechtsschenkelblocks sowie erhdhten
Sokolow-Lyon-Indizes des linken Herzens (S2+R5) im Bereich zwischen 5,5-6,4
mV auf. Nach dem zwdlften Lebensjahr wurden diese Veranderungen nicht mehr
abgebildet. Im UKG zeigten sich zu keiner Zeit Auffalligkeiten, insbesondere
keine Hinweise auf eine kardiale Hypertrophie. Auch war kein Zusammenhang
mit Veranderungen der Konzentration des CO im Plasma ersichtlich und die Car-
nitin-Supplementierung wurde konsequent eingenommen. Bei den weiteren Kin-
dern CTD-01, CTD-03, CTD-07 und CTD-09 fanden sich in der Analyse durch-
gangig unauffallige EKG- und UKG-Untersuchungen.

Im Rahmen der kardiologischen Untersuchungen war bei der Mutter CTD-14 im
UKG als Zufallsbefund der Verdacht auf einen Vorhofseptumdefekt Typ Il gedu-
Rert worden. In der daraufhin durchgefiihrten transdsophagealen UKG stellte
sich das Vorhofseptum als intakt dar, jedoch fand sich nach rechts vorgewolbt
ein verschlossenes Vorhofaneurysma. Ein anschlieRend durchgeflihrtes Kardio-
MRT ergab neben der Bestatigung dieses nicht behandlungsbedurftigen Befun-

des keinerlei Einschrankung der kardialen Funktion.

Die Patientin CTD-10 flhrte regelmafig extern kardiologische Untersuchungen
durch. Nach uber 16 Jahren durchgangiger Carnitin-Therapie wurden bei ihr bis
zu 20.000 supraventrikulare Extrasystolen pro Tag im Langzeit-EKG registriert.
In der Folge wurde eine Katheterablation vorgenommen, woraufhin sich die

Extrasystolen reduzierten.
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4 Diskussion

Das grundlegende Ziel des erweiterten NGS ist die frihzeitige Identifikation und
damit Therapiemoglichkeit von angeborenen Erkrankungen, die die korperliche
und geistige Entwicklung von Kindern in nicht geringfligigem Male gefahrden (G-
BA 2023). Daher werden NGS-Programme entsprechend neuer therapeutischer
und analytischer Methoden weiterentwickelt und erweitert. In der vorliegenden
Arbeit wurde das in Bayern im Rahmen eines wissenschaftlichen Begleitpro-
gramms des NGS Uber 19,5 Jahre durchgefuhrte Screening auf CTD retrospektiv
analysiert. Die fruhkindliche Manifestation eines CTD ist potenziell lebensbedroh-
lich und bei frihzeitiger Diagnose einfach behandelbar, was optimale Kriterien
fur eine Zielkrankheit des NGS waren. Mit Einfihrung der TMS im erweiterten
NGS konnte auch die CO-Konzentration als der primare Marker des CTD einfach
erfasst werden, sodass auch die technischen Voraussetzungen fur ein Screening
gegeben waren. Da der CTD bislang nicht im deutschlandweiten erweiterten
NGS enthalten war, sollte die Auswertung des bayerischen wissenschaftlichen
Begleitprogramms des NGS eine Bewertung beztglich einer deutschlandweiten

Erweiterung oder Beendigung des CTD-Screenings ermdglichen.

Vergleicht man die Parameter der analytischen Qualitat des NGS auf CTD mit
anderen Erkrankungen des erweiterten NGS, so war die Recall-Rate beim Scree-
ning auf CTD mit 0,02 % in einem ahnlichen Bereich wie die anderer Fettstoff-
wechselstérungen des NGS (MCADD 0,03 %, VLCADD 0,01 %) (Brockow, Blan-
kenstein et al. 2024). Das Ziel war, eine Recall-Rate zu erreichen, die einerseits
madglichst wenig falsch positive Befunde generiert (hoher PPW) und gleichzeitig
alle Erkrankten erkennt (hohe Sensitivitat). Jedoch war der ermittelte PPW zwi-
schen 1,67 und 2,17% deutlich niedriger als der PPW anderer Erkrankungen des
deutschlandweiten NGS mit einem Mittelwert von ca. 24 % (Spannweite 4 —
78 %) (Brockow, Blankenstein et al. 2024). Der sehr niedrige PPW eines niedri-
gen CO im NGS deckt sich weltweit mit den Ergebnissen anderer NGS-Pro-
gramme auf CTD, beispielsweise Taiwan (< 3%—4,3 %), Neuseeland (< 3 %),
Kalifornien (USA) (4,7 %) und China (1,93 %) (Lee, Tang et al. 2010, Niu, Chien
et al. 2010, Gallant, Leydiker et al. 2017, Wilson, Knoll et al. 2019, Lin, Xu et al.
2020). Somit schien ein niedriges CO im NGS in mehreren Screeningprogram-
men weltweit ein schlechter Pradiktor flr das Vorliegen eines CTD zu sein und

viele falsch positive Ergebnisse zu generieren.
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Sowohl intrinsische Einflussfaktoren durch die Schwangerschaft als auch extrin-
sische Faktoren beeinflussen die C0-Konzentration des Neugeborenen im NGS.
Carnitin wird wahrend der Schwangerschaft transplazentar mittels des OCTN2
zum Fetus transportiert, sodass der Fetus von den Carnitin-Spiegeln der Mutter
abhangig ist (Tamai, Ohashi et al. 1998, Longo, Frigeni et al. 2016, Manta-Vogli,
Schulpis et al. 2020). Die Schwangerschaft als dynamischer, anaboler Zustand
(King 2000) fuhrt bei der Mutter wahrend dem zweiten und dritten Trimenon zu
einem signifikanten Abfall der CO-Konzentration im Plasma (Novak, Monkus et
al. 1981, Winter, Linn et al. 1995, Cho and Cha 2005, Shanmuganathan, Bogert
et al. 2023). Am Ende der Schwangerschaft, wenige Tage vor Abnahme des
NGS, beeinflusst der Geburtsmodus mafR3geblich die maternale Carnitin-Konzent-
ration. Vermutlich bedingt durch die starke korperliche Anstrengung war die CO-
Konzentration von Muttern nach vaginaler Entbindung signifikant reduziert, nach
einem Kaiserschnitt hingegen blieb die CO-Konzentration stabil zum Ausgangs-
zustand vor der Entbindung. Diese Veranderung war nicht nur im Blut der Mutter,
sondern auch im arteriellen Nabelschnurblut der Neugeborenen zu finden (Schul-
pis, Papakonstantinou et al. 2008). Zusatzlich wird die C0-Konzentration des
Neugeborenen durch Gestationsalter und Geburtsgewicht beeinflusst. So hatten
sowohl Frihgeborene (Gestationsalter < 37 Wochen), Ubertragene Neugeborene
(Gestationsalter > 42 Wochen) und Neugeborene mit einem zu geringen Ge-
burtsgewicht (< 10. Perzentile) verglichen mit reifen, normalgewichtigen Neuge-
borenen eine signifikant hohere C0-Konzentration im NGS (Crefcoeur, de Sain-
van der Velden et al. 2020, Manta-Vogli, Schulpis et al. 2020).

Ein gut beschriebener extrinsischer Einflussfaktor auf die Carnitin-Konzentration
sind Medikamente. So wurde bereits in den 1990er Jahren unter langfristiger
Therapie mit dem Antibiotikum Pivmecillinam mehrfach ein sekundarer Carnitin-
Mangel beobachtet. Ursachlich ist die Bindung von Carnitin durch das Antibioti-
kum, wodurch sich die Ausscheidung von Carnitin erhdht (Holme, Greter et al.
1989, Diep, Bohmer et al. 1993). Da Pivmecillinam ein haufig bei Blasenentzin-
dungen wahrend der Schwangerschaft verwendetes Antibiotikum ist, wurden in
den Auswertungen der NGS-Programme in Schweden und Norwegen mehrere
falsch positive Screenings auf CTD aufgrund dieses Antibiotikums berichtet

(Sérensen, von Ddbeln et al. 2020, Tangeraas, Saeves et al. 2020). Auch weitere
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in der Schwangerschaft angewendete Medikamente wie Omeprazol und Antibio-
tika der R-Lactam-Klasse kdénnen die Carnitin-Spiegel beeinflussen (Hirano,
Yasuda et al. 2006, Pochini, Scalise et al. 2009, Hu, Lancaster et al. 2012, El-
Hattab and Scaglia 2015). In dem Patientenkollektiv der vorliegenden Arbeit
konnte allerdings kein Zusammenhang zwischen einer Medikamenteneinnahme

und einem falsch positiven NGS auf CTD festgestellt werden.

Wiederholt wurde die Ernahrungsform als extrinsischer Einflussfaktor auf den
Carnitin-Haushalt diskutiert. Bei einer streng vegetarischen oder veganen Ernah-
rung ist die Zufuhr von Carnitin stark eingeschrankt, da das Molekul bis auf ein-
zelne Ausnahmen nur in tierischen Produkten vorkommt (Evans and Fornasini
2003, Elmadfa and Leitzmann 2019). Allerdings waren nach sechs Monaten ve-
getarischer Ernahrung keine Veranderungen der CO-Konzentrationen messbar
(Blancquaert, Baguet et al. 2018). Bei einer langanhaltenden vegetarischen Er-
nahrungsweise wurde eine geringe Reduktion der CO-Konzentration im Plasma
von ca. 10 % (ca. 3-5 pmol/L) bei anhaltend normwertigen Konzentrationen in der
Muskulatur beobachtet (Lombard, Olson et al. 1989, Novakova, Kummer et al.
2016). Dass sich auch bei langfristig ausbleibender externer Carnitin-Zufuhr
keine manifeste Carnitin-Defizienz entwickelt, wird mit der ausreichenden endo-
genen Synthese bei gleichzeitig hocheffizienter renaler Resorption begriindet
(Lombard, Olson et al. 1989, Vaz and Wanders 2002, Evans and Fornasini 2003).
In der vorliegenden Arbeit wurde unter den falsch positiven NGS-Ergebnissen
ein geringer Anteil sich vegetarisch (1/12 = 8,3 %) oder flexitarisch (1/12 = 8,3 %)
ernahrender Mutter beobachtet. Dies war gut mit der Haufigkeit von Vegetarie-
rinnen unter den 18 bis 29-Jahrigen in einer deutschlandweiten Studie aus dem
Zeitraum von 2008 bis 2011 in Einklang zu bringen. Der Anteil an Vegetarierinnen
lag in dieser Studie bei 9 % (95 %-KI: 6,5-12,5 %) und der Anteil an Flexitarierin-
nen wurde deutlich hdher eingeschatzt (Mensink, Barbosa et al. 2016). Zusatzlich
war auch in der vorliegenden Arbeit bei der Gruppe von CTD-Betroffenen der
Anteil von Muttern mit vegetarischer (0/12) bzw. flexitarischer (2/12) Ernahrungs-
form ahnlich. Somit wurde weder in dieser Arbeit noch in Ubersichtsarbeiten ein
Zusammenhang zwischen einer vegetarischen oder veganen Ernahrungsweise
der Mutter und falsch positiven NGS auf CTD nachgewiesen (El-Hattab and
Scaglia 2015, Longo, Frigeni et al. 2016).
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Die Vielzahl an Einflussfaktoren auf den Carnitin-Haushalt des Neugeborenen
bei gleichzeitiger Abhangigkeit vom Carnitin-Haushalt der Mutter liefert plausible
Erklarungen fir den hohen Anteil unspezifischer, falsch positiver NGS-Ergeb-
nisse und dem daraus folgendem sehr niedrigen PPW. Doch selbst bei einem
auffalligem NGS mit anhaltendem Verdacht auf CTD lag oftmals die Stoffwech-
selstorung nicht bei dem Neugeborenen, sondern bei der Mutter vor. Diese Kons-
tellation wurde in NGS-Auswertungen auch flr andere Stoffwechselstérungen
und den Vitamin-B12-Mangel beschrieben (Crombez, Cederbaum et al. 2008,
Eichhorst, Alcorn et al. 2010, McGoey and Marble 2011, Kor, Mungan et al. 2015,
Cho, Kim et al. 2016, Tangeraas, Saeves et al. 2020). In der vorliegenden Arbeit
wurde neben mehreren Muttern mit der Zielerkrankung CTD eine asymptomati-
sche Mutter (CTD-34) mit sekundarem Carnitin-Mangel, verursacht durch eine
GA Typ |, diagnostiziert. In mehreren Publikationen wurde anhand des vermin-
derten CO im NGS des Kindes sowohl mehrere Falle einer asymptomatischen
maternalen GA Typ | als auch vereinzelte Falle von maternalem MCADD und
Cobalamin-C-Defizienz diagnostiziert (Crombez, Cederbaum et al. 2008, Garcia,
Martins et al. 2008, Lin, Neidich et al. 2009, Gallant, Leydiker et al. 2017). Insge-
samt wurde in dem Patientenkollektiv der vorliegenden Arbeit bei der Abklarung
auffalliger NGS-Befunde doppelt so haufig eine maternale Stoffwechselstérung
als Ursache festgestellt wie ein primarer CTD des Kindes. Dies deckt sich mit
den Ergebnissen von multiplen NGS-Studien Uber den CTD, in denen vielfach
ein maternaler CTD als Ursache des auffalligen NGS des Kindes festgestellt
wurde (Vijay, Patterson et al. 2006, Schimmenti, Crombez et al. 2007, El-Hattab,
Li et al. 2010, Lee, Tang et al. 2010, Lund, Hougaard et al. 2012, Gallant, Leydi-
ker et al. 2017, Wilson, Knoll et al. 2019, Tangeraas, Saeves et al. 2020).

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die C0-Konzentration des Neugebore-
nen kurz nach der Geburt eher die CO-Konzentration der Mutter als seine eigene
widerspiegelt (Scaglia and Longo 1999, Wilcken, Wiley et al. 2001, Gallant, Ley-
diker et al. 2017). Als weiterer Hinweis auf die starke Beeinflussung durch den
mutterlichen Stoffwechsel wurde in der vorliegenden Arbeit eine signifikante (p =
0,015) negative Korrelation (r =-0,502) der CO-Konzentration in der Erstkarte des
NGS mit dem Abnahmezeitpunkt innerhalb der ersten 36-72 Lebensstunden fest-
gestellt. Dies ist mit den Ergebnissen von Peng, Tang et al. (2020) vereinbar, die

bei der Untersuchung des Screening-Zeitpunktes in einer Stichprobe von 29.000
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NGS-Proben einen deutlichen Abfall der CO-Konzentration bis zur 48. Lebens-
stunde mit einem anschlielienden geringen Anstieg nachwiesen. Erganzend zu
diesen Daten fanden Gallant, Leydiker et al. (2017) eine signifikante positive Kor-
relation der CO-Konzentration der falsch positiven Neugeborenen mit zunehmen-
dem Abstand zur Geburt uber einen Zeitraum von mehreren Wochen. Somit liegt
auch bei gesunden Neugeborenen zum Zeitpunkt der Geburt oftmals eine nied-
rige CO-Konzentration vor, die wahrend der ersten 48-72 Stunden noch gering-
gradig absinken kann, sich jedoch im Verlauf der ersten Lebenswochen normali-

siert.

Bei Neugeborenen mit CTD hingegen sinkt die CO-Konzentration mit zunehmen-
dem zeitlichem Abstand zur Geburt progredient ab. Die defizitare renale Resorp-
tion fuhrt dazu, dass die bei der Geburt bestehenden residualen Carnitin-Spiegel
nicht erhalten werden kdnnen. Dies war bei zwei Neugeborenen der vorliegenden
Arbeit zwischen der Erst- und der Zweitkarte deutlich zu beobachten (Abb. 8) und
konnte auch in anderen Arbeiten gezeigt werden (Pasquali and Longo 2013, Ras-
mussen, Hougaard et al. 2017). Fir gestillte Neugeborene von Mattern mit CTD
vermutet man hingegen eine gleichbleibend verminderte CO0-Konzentration.
Diese Neugeborenen kénnen bei mangelnder Zufuhr von ihrer Carnitin-defizien-
ten Mutter ihre Carnitin-Spiegel nicht aufbauen, aber erhalten (Pasquali and
Longo 2013, Rasmussen, Hougaard et al. 2017). Dies war bei der Mehrzahl der
Neugeborenen von Muttern mit CTD des vorliegenden Kollektivs zu beobachten
(Abb. 8). Die dargelegten Aspekte erklaren, weshalb sich in den ersten Tagen
postnatal anhand der CO-Konzentration Neugeborene mit CTD nicht von Neuge-
borenen von Muattern mit CTD unterscheiden lieRen. Auch im NGS der Farder-
Inseln mit der weltweit hochsten CTD-Inzidenz von 1:300 war im NGS wenige
Tage nach der Geburt keine Differenzierung zwischen den Neugeborenen mit
CTD und den Neugeborenen von Muittern mit CTD mdglich. Hieraus lasst sich
schlussfolgern, dass der Abnahmezeitraum des deutschen NGS zwischen 36
und 72 Lebensstunden ungeeignet ist, um mithilfe der CO-Konzentration auf ei-

nen CTD des Neugeborenen zu untersuchen (Steuerwald, Lund et al. 2017).

Die Vermutung des fiir die CO-Konzentration unpassenden Screeningzeitpunktes
wird untermauert durch die grof3e Diskrepanz zwischen der im NGS festgestell-
ten und der anhand von Variantenfrequenzen errechneten Inzidenz des CTD. Die

in der vorliegenden Arbeit bestimmte Inzidenz des CTD in Bayern lag bei
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1:303.000 Geburten und stimmte somit gut mit der im NGS in Baden-Wurttem-
berg ermittelten Inzidenz von 1:250.000 Uberein (Schulze, Lindner et al. 2003).
Auch die CTD-Inzidenzen der NGS-Programme in Australien (1:120.000), USA
(1:142.236), Neuseeland (1:290.000), Japan (1:199.000) und Norwegen
(1:153.000) waren durchweg niedrig (Wilcken, Wiley et al. 2003, Therrell, Lloyd-
Puryear et al. 2014, Shibata, Hasegawa et al. 2018, Wilson, Knoll et al. 2019,
Tangeraas, Saeves et al. 2020). Im Gegensatz dazu wurden anhand von Varian-
tenfrequenzen aus Datenbanken deutlich hohere Inzidenzen, zwischen 1:16.000
in Neuseeland und 1:59.465 in den USA, errechnet (Frigeni, Balakrishnan et al.
2017, Wilson, Knoll et al. 2019). In der Auswertung des norwegischen NGS
wurde eine Allelfrequenz von 4% allein der pathogenen Grinder-Variante der
Farder-Inseln festgestellt, so dass die im NGS gefundene CTD-Inzidenz in Frage
stellt werden muss (Tangeraas, Saeves et al. 2020). Die beschriebene Diskre-
panz legt nahe, dass ein erheblicher Anteil von CTD-Patienten womaoglich nicht
im NGS erkannt wird (Schimmenti, Crombez et al. 2007, Longo 2016, Gallant,
Leydiker et al. 2017, Steuerwald, Lund et al. 2017, Wilson, Knoll et al. 2019, Tan-
geraas, Saeves et al. 2020). Ubertragen auf die vorliegende Arbeit hatte das bay-
erische NGS auf CTD trotz des hohen Anteils falsch positiver Screenings einen
relevanten Anteil von Patienten mit CTD nicht diagnostiziert (falsch negative
Falle). Gegen diese Hypothese spricht, dass Uber den gesamten Studienzeit-
raum kein gescreenter CTD-Patient mit symptomatischer Prasentation dem Dr.
von Haunerschen Kinderspital oder dem LGL bekannt wurde. Daraus ergibt sich
die Frage, ob alle Individuen mit dem Genotyp eines CTD (zwei Varianten im
SLC22A5-Gen) einen klinisch relevanten Phanotyp entwickeln (Crefcoeur, Ferdi-
nandusse et al. 2023).

Die Frage nach der klinischen Relevanz der im NGS detektierten biochemischen
und molekulargenetischen Auffalligkeiten war insbesondere aufgrund der grof3en
Anzahl asymptomatischer Matter mit CTD essentiell. Die Erfassung im NGS hatte
die Identifizierung der potentiell schwer verlaufenden kindlichen Verlaufsform ei-
nes CTD zum Ziel. Die viel haufigere, milde, meist bis ins Erwachsenenalter
asymptomatische Verlaufsform des CTD war ein unerwartetes Ergebnis des
NGS (El-Hattab 2012). In dem Review von Crefcoeur, Visser et al. (2022) wurde
ein Groliteil der bislang bekannten CTD-Patienten analysiert und die Daten nach

Erkrankungsgruppen systematisch ausgewertet. Matter mit einer CTD-Diagnose

53



uber das NGS ihres Kindes (n=102) waren zu 83,3 % asymptomatisch, 8,8 %
hatten unspezifische, schwangerschaftsassoziierte Symptome, 3 % hatten eine
kardiale Symptomatik, 4 % muskulare Symptomatik, 2 % metabolische Symp-
tome und 1 % hepatische Manifestationen. Keine der Mutter war verstorben und
nur zwei Mutter weltweit hatten ein potenziell letales kardiales Ereignis (Kammer-
flimmern) erfahren (Crefcoeur, Visser et al. 2022). Die prozentuale Verteilung der
Symptomatik stimmt gut mit den in dieser Arbeit gefundenen Symptomen bei ma-
ternalem CTD Uberein: drei Mutter mit gelegentlicher Fatigue und eine Mutter mit
fraglich vom CTD ausgehender muskularer Symptomatik. Der kardiologische Ne-
benbefund eines verschlossenen Vorhofaneurysmas der Mutter CTD-14 ist nicht
mit dem CTD in Verbindung zu bringen. Und auch die bei CTD-10 nachgewiese-
nen supraventrikularen Extrasystolen mit Notwendigkeit einer Katheterablation
waren wahrscheinlich nicht auf den CTD zurlckzuflhren, da sie keine der bislang
berichteten, typischen kardialen Manifestationen darstellen und unter langjahri-

ger Carnitin-Supplementierung aufgetreten waren.

Die Neugeborenen der vorliegenden Arbeit hatten allesamt keine symptomati-
sche Manifestation eines CTD. Die bei CTD-05 beobachteten transienten EKG-
Veranderungen in Form eines Rechtsschenkelblocks und linksventrikularer Hy-
pertrophiezeichen, wurden von den Kollegen der Kardiologie aufgrund des Auf-
tretens unter Supplementierung und fehlendem Korrelat in UKG-Untersuchungen
als nicht CTD-typisch bzw. nicht manifest beurteilt. Auch bei CTD-03 wurden im
Rahmen der mehrfachen prophylaktischen, stationaren Aufnahmen keine Anzei-
chen einer metabolischen Dekompensation nachgewiesen. Dies deckt sich mit
den Ergebnissen von Crefcoeur, Visser et al. (2022), die bei Uber das NGS ge-
fundenen Neugeborenen mit CTD in 90 % der Falle einen asymptomatischen
Verlauf und nur bei jeweils ca. 2 % eine kardiale oder metabolische Manifestation
und bei 4% ein breites Spektrum unspezifischer Symptome beschrieben fanden.
Allerdings wurden auch drei Todesfalle (1,2 %) von Neugeborenen mit CTD nach
Beendigung der Carnitin-Supplementierung berichtet, welche in der bislang grof3-
ten CTD-NGS-Studie in der Zhejiang-Provinz in China aufgetreten waren (Lin, Xu
et al. 2020, Crefcoeur, Visser et al. 2022).

Eine naheliegende Erklarung fur die sehr niedrige Anzahl an symptomatischen
Fallen unter den Patienten mit im NGS detektiertem CTD ware ein protektiver

Effekt durch die frGhe Therapieeinleitung (Crefcoeur, Visser et al. 2022). Eine
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andere mogliche Erklarung ware jedoch, dass im NGS in hoher Zahl auch an-
dere, mildere Phanotypen identifiziert wurden, die keiner klinischen Intervention
bedurfen (,non-disease®) (Hoffmann, von Kries et al. 2004, Crefcoeur, Visser et
al. 2022).

Neben der fehlenden klinischen Symptomatik findet sich ein weiterer Hinweis auf
ein milderes Spektrum an Phanotypen im Variantenspektrum der im NGS identi-
fizierten Falle. Sowohl bei den Neugeborenen als auch den Muttern ist der Anteil
von pathogenen Nonsense-, Frameshift- und Splice-Site-Varianten deutlich ge-
ringer als bei CTD-Patienten nach symptomatischer Prasentation (Crefcoeur,
Visser et al. 2022). Von den maternalen Fallen der vorliegenden Arbeit war der
sehr hohe Anteil von Missense-Varianten (85 %) bei zwei In-Frame-Deletionen
(10%), einer Splice-Site-Variante (5 %) und fehlenden Nonsense- oder Frame-
shift-Varianten kongruent zu Review-Arbeiten zu maternalem CTD (Rose, di San
Filippo et al. 2012, Crefcoeur, Visser et al. 2022). Bei den Neugeborenen mit CTD
lag hingegen im Vergleich zu den Muttern mit CTD ein héherer Anteil von patho-
genen Varianten vor, ebenso vergleichbar mit anderen Studien (Crefcoeur, Vis-
ser et al. 2022).

Die haufigste Variante der Mutter war mit 45 % aller mutierten Allele die Mis-
sense-Variante ¢.136C>T (p.P46S). Sie wurde in der vorliegenden Arbeit bei
neun von zwolf Muttern und keinem Neugeborenen mit CTD nachgewiesen. In
der Literatur wurde diese Variante bislang hauptsachlich bei asymptomatischen
Mdattern oder seltener bei minimalsymptomatischen Muttern mit Symptomen wie
leichter Ermudbarkeit, Muskelschmerzen bei Belastung und Fastenintoleranz be-
schrieben (Schimmenti, Crombez et al. 2007, Li, El-Hattab et al. 2010, Longo,
Frigeni et al. 2016). DarUber hinaus ist bei Vorliegen der Variante selbst in Kom-
bination mit einer pathogenen Variante eine signifikante Restaktivitat des Carni-
tin-Transporters nachweisbar (Frigeni, Balakrishnan et al. 2017). Bei homozygo-
tem Vorliegen der Variante betrug die Restaktivitat 16 — 20 % (Ferdinandusse,
Te Brinke et al. 2019). Mehrere Publikationen schlussfolgerten aus dem Uberpro-
portional haufigen Nachweis der Variante bei asymptomatischen Muittern bei
gleichzeitig signifikanter Restaktivitat des Carnitin-Transporters, dass die Vari-
ante vor einer frihen klinischen Manifestation des CTD schitzt (Rose, di San
Filippo et al. 2012, Longo, Frigeni et al. 2016, Frigeni, Balakrishnan et al. 2017).

Als Argument fur eine mogliche Pathogenitat der ¢.136C>T-Variante wird jedoch
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der Fall einer jungen Frau herangezogen, die nach mehreren kardialen Synkopen
einen Defibrillator erhielt. Bei dieser Frau lag die Variante allerdings in Kombina-
tion mit der pathogenen Grinder-Variante der Farder-Inseln vor (De Biase,

Champaigne et al. 2012).

Neben den aus der Literatur bekannten Varianten wurden in der vorliegenden
Arbeit vier bislang nicht publizierte Varianten nachgewiesen (Stand 10.10.2024,
Quelle ClinVar-Datenbank). Die Trager der Varianten waren zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung klinisch asymptomatisch und blieben unter Therapie mit Carni-
tin asymptomatisch. Die Pathogenitat dieser neuen Varianten soll im Folgenden

beurteilt werden.

Bei der Variante ¢.351G>A (p.W117X) in Exon 1 handelt es sich um eine Non-
sense-Variante, die zu einem vorzeitigen Stopcodon an der Aminosaureposition
117 und somit zu einem Translationsabbruch innerhalb der langen extrazellula-
ren Schleife zwischen Transmembrandomane 1 und 2 flhrt. Die Veranderung auf
Proteinebene wurde bereits als pathogen beschrieben, allerdings verursacht
durch den Nukleotid-Austausch ¢.350G>A (Li, El-Hattab et al. 2010). Bei der Pa-
tientin CTD-01 der vorliegenden Arbeit war zudem keine Restaktivitat des Carni-
tin-Transports in Fibroblasten nachweisbar, womit die funktionelle Beeintrachti-
gung des Carnitin-Transporters durch die Variante bestatigt wurde. Von einer Pa-
thogenitat der Variante c.351G>A (p.W117X) ist daher auszugehen.

Die Variante ¢.769-786del18 (p.A257-262) verursacht den Verlust von 18 Basen-
paaren und damit der sechs Aminosauren von den Positionen 257 bis 262. Sie
fuhrt jedoch nicht zu einer Verschiebung des Leserasters (in-Frame-Deletion).
Die deletierten Aminosauren liegen in einer kurzen extrazellularen Schleife vor
der Transmembrandomane 6. Fur die betroffenen Aminosaurepositionen waren
mehrere Missense-Varianten in der ClinVar-Datenbank zu finden, die mit einer
Ausnahme als Variante unbekannter Signifikanz (VUS) eingestuft wurden (Land-
rum, Lee et al. 2014). Die Ausnahme war die als wahrscheinlich pathogen einge-
stufte Variante ¢.769C>T (p.R257W). Sie wurde bei einer asymptomatischen
Mutter nach auffalligem NGS des Kindes nachgewiesen und war mit einem deut-
lich verminderten Carnitin-Transport (7,65 %) assoziiert (Li, EI-Hattab et al. 2010,
Frigeni, Balakrishnan et al. 2017). Die Patientin CTD-12 trug die oben genannte
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in-Frame-Deletion in Kombination mit der Variante c.136C>T und hatte eine di-
agnostisch verminderte Restaktivitat des Carnitin-Transporters von 1,9 %. Somit
ist von einer Pathogenitat der Variante ¢.769-786del18 (p.A257-262) auszuge-

hen.

Daruber hinaus wurden zwei neue Missense-Varianten in der vorliegenden Arbeit
beschrieben. Da die Tragerinnen keine Messung des Carnitin-Transports durch-
fuhren lieRen, war allein eine deskriptive Einordnung der Varianten moglich. Die
Missense-Variante ¢.98G>T (p.G33V) tauscht das neutrale, unpolare Glycin ge-
gen ein neutrales, unpolares Valin aus und ist innerhalb der ersten Transmemb-
randomane lokalisiert. Die Mutter CTD-20 trug diese Variante kombiniert mit der
Variante ¢.136C>T und zeigte keine klinischen Symptome; die biochemischen
Parameter, wie die renale Resorption von 87,5 % und die durchschnittliche CO-
Konzentration im Plasma von 17,9 pymol/L unter Carnitin-Substitution, waren ver-
glichen mit den anderen maternalen CTD-Fallen héher. Der Aminosaureaus-
tausch liegt direkt benachbart zu der pathogenen Grinder-Variante
c.95A>G (p.N32S) der Farder-Inseln (Rasmussen, Lund et al. 2014). Fur eine
Pathogenitat der c.98G>T (p.G33V) Variante spricht die Nahe zu der nachgewie-
sen pathogenen Variante der Farber-Inseln, die Ahnlichkeit der ausgetauschten
Aminosauren und die geringe Affektion der Patientin sprechen fir eine VUS. Eine
abschliefende Einordnung war mit dem gegenwartigen Wissensstand nicht mog-
lich.

Bei der zweiten Missense-Variante ¢.1531G>C (p.E511Q) wird ein saures, pola-
res Glutamat an Position 511 am C-Terminus kurz hinter der zwdlften Transmem-
brandomane durch ein neutrales und polares Glutamin ersetzt. Die grundlegende
Struktur der Aminosauren ist sehr dhnlich, wobei in Glutamin die zweite Saure-
Gruppe des Glutamats durch eine Aminogruppe ersetzt ist. Ein Austausch der-
selben Aminosaureposition durch Asparaginsaure ¢.1533G>C (p.E511D) ist in
der ClinVar-Datenbank bei einem residualen Carnitin-Transport in Fibroblasten
von 72,35 % als VUS bewertet worden. Weitere Missense-Varianten im C-Ter-
minus hatten im Vergleich zu anderen Positionen seltener einen negativen Effekt
auf die Transporter-Funktion (Koleske, Mclnnes et al. 2022). Die Mutter CTD-16
und ihre Uber das Familienscreening diagnostizierte Schwester CTD-17 trugen
beide die Variante ¢.1531G>C (p.E511Q) in Kombination mit der Variante

c.136C>T. Ihre Laborwerte sowohl in der Initialdiagnostik als auch im Rahmen
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der Nachsorge unter Supplementierung bewegten sich im Bereich der anderen
maternalen CTD-Falle. In Zusammenschau all dieser Faktoren ist bei der Vari-
ante ¢.1531G>C (p.E511Q) von einer VUS auszugehen.

Neben diesen Patientinnen mit bislang nicht bekannten Varianten lagen in dem
untersuchten Patientenkollektiv auch mehrere Falle vor, bei denen nur eine oder
keine Variante im SLC22A5-Gen nachgewiesen wurde. So wurde bei einem Neu-
geborenen und vier Muttern nur eine Variante sowie bei zwei Patientinnen keine
Variante im SLC22A5-Gen gefunden. In einer Ubersichtsarbeit wurde festge-
stellt, dass in der Sequenzanalyse des SLC22A5-Gens zur Diagnosesicherung
eines CTD in 20% der Falle nur eine heterozygote Variante und in 6 % der Falle
keine Variante im SLC22A5-Gen nachweisbar waren (Frigeni, Balakrishnan et al.
2017). Im Jahr 2019 wurde mit der Variante c.-149G>A eine neue Variante be-
schrieben, die sich in der 5‘-untranslatierten Region (5’UTR) des Gens befindet
(Ferdinandusse, Te Brinke et al. 2019). Durch ihre Lokalisation in der 5’UTR des
Gens wurde diese Variante durch die bis dahin in der Routine durchgefiihrte Me-
thode einer Sequenzierung der kodierenden Bereiche (Exone) und unmittelbar
angrenzenden Intronsequenzen nicht erfasst. In einem Kollektiv von 236 Patien-
ten mit Verdacht auf CTD wurde die Variante c.-149G>A bei 24,2 % der Patienten
festgestellt. Damit war sie in der untersuchten Gruppe mit Abstand die haufigste
Variante und wurde Uberdurchschnittlich haufig bei Neugeborenen oder Muttern
nach Abklarung eines auffalligen NGS nachgewiesen (Ferdinandusse, Te Brinke
et al. 2019). Da homozygote Trager der Variante eine hohe Restaktivitat des Car-
nitin-Transports von durchschnittlich 31 % aufwiesen und bislang keine sympto-
matischen Patienten mit dieser Variante berichtet wurden, gingen die Autoren
davon aus, dass schwerwiegende klinische Manifestationen mit der Variante un-

wahrscheinlich sind (Ferdinandusse, Te Brinke et al. 2019).

Die Variante c.-149G>A konnte durch die molekulargenetischen Untersuchungen
der vorliegenden Arbeit nicht erfasst werden. Insbesondere fur die Falle von
CTD-09 und CTD-10 stellt die Variante c.-149G>A bei bislang unauffalliger
SLC22A5-Sequenzanalyse eine plausible Erklarung des auf 24,5 % bzw. 32,1 %
reduzierten Carnitin-Transports in kultivierten Fibroblasten dar. Ebenso ware das
Vorliegen dieser Variante denkbar bei denen als milder, funktioneller CTD einge-
ordneten heterozygoten Varianten-Tragerinnen CTD-28, CTD-30 und CTD-32.
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Bei den zwei anderen Fallen mit nur einer nachgewiesenen Variante, dem Neu-
geborenen CTD-05 sowie der Mutter CTD-26, ist die Variante c.-149G>A wegen
der bei den Patienten sehr niedrigen bzw. nicht nachweisbaren Restaktivitaten

des Carnitin-Transports in kultivierten Fibroblasten unwahrscheinlich.

Aufgrund der oftmals unklaren pathogenetischen Relevanz der identifizierten Va-
rianten, fehlender funktioneller Diagnostik aus Fibroblasten und unspezifischer
klinischer Symptomatik stellte sich die Frage nach der Therapiebedurftigkeit der
uber das NGS identifizierten Falle. Crefcoeur, Ferdinandusse et al. (2023) kate-
gorisierten in ihrer Ubersichtsarbeit retrospektiv die im niederlandischen NGS ge-
fundenen CTD-Patienten bezlglich ihrer mutmalilichen individuellen Krankheits-
schwere. Dafur unterteilten sie die Varianten in klassische Varianten von Patien-
ten nach symptomatischer Prasentation und Screening-Varianten von Patienten,
die Uber das NGS diagnostiziert wurden. Unter Berucksichtigung der beobachte-
ten klinischen Symptome gruppierten sie die CTD-Falle in schwer, wahrschein-
lich benigne und unbekannt. Alle maternalen CTD-Falle wurden dabei, sofern
keine schwerwiegende Symptomatik oder der bekannte Genotyp eines sympto-
matischen CTD-Falles vorlag, als wahrscheinlich benigne eingestuft (Crefcoeur,
Ferdinandusse et al. 2023). Im Folgenden wird versucht, die Einordnung anhand
der mutmalRlichen Krankheitsschwere dieser Arbeit auf das Patientenkollektiv der
vorliegenden Arbeit zu Ubertragen, wobei im Anschluss die Grenzen dieser Ein-

ordnung aufgezeigt werden.

Aus dem Patientenkollektiv der vorliegenden Arbeit waren nur die beiden Neuge-
borenen CTD-01 und CTD-03 als schwerer CTD-Verlauf einzustufen, da sie Ge-
notypen symptomatischer CTD-Patienten trugen (Dobrowolski, McKinney et al.
2005, Roussel, Labarthe et al. 2016). Die Neugeborenen CTD-05, CTD-07 und
CTD-09 waren Trager von Screening-Varianten oder wiesen keine SLC22A5-Va-
rianten auf und zeigten keine schwerwiegende Symptomatik. Somit waren sie als
wahrscheinlich benigner Krankheitsverlauf einzuordnen. Alle maternalen CTD-
Falle waren ebenfalls als wahrscheinlich benigne einzustufen, da die Mutter we-
der schwerwiegende Symptome gezeigt hatten noch Tragerinnen klassischer
SLC22A5-Varianten waren.
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Allerdings ergaben sich einige Inkongruenzen zwischen den Beobachtungen aus
den beiden Kollektiven. In der Ubersichtsarbeit wurde ein signifikanter Unter-
schied der residualen Carnitin-Transporter-Aktivitat in kultivierten Fibroblasten
zwischen den als schwer und wahrscheinlich benigne eingestuften Fallen be-
schrieben. So wurde in der Gruppe des schweren CTD eine Restaktivitat von 4 %
(Spannweite 3,5 — 5,0 %) und bei wahrscheinlich benignem CTD eine Restakti-
vitat von 26,0 % (Spannweite 9,5 — 42,5 %) im Median gemessen (Crefcoeur,
Ferdinandusse et al. 2023). Im Patientenkollektiv der vorliegenden Arbeit stin-
den damit der diagnostisch reduzierte Carnitin-Transport der Matter CTD 12 (1,9
%) und CTD-26 (nicht nachweisbare Aktivitat) sowie des Kindes CTD-05 (8,5 %)
in Widerspruch zu einer Einordnung als wahrscheinlich benigne. Auch die Falle
von CTD-09 und ihrer Mutter CTD-10 waren schwer in dem publizierten Schema
zu erfassen, da das Ereignis eines plotzlichen Kindstodes des altesten Ge-
schwisterkindes atiologisch unklar blieb. Ware der plotzliche Kindstod auf den
CTD zurlckzufuhren gewesen, so waren beide Falle als schwerer CTD einzuord-

nen.

Wie aus diesem Versuch einer Kategorisierung der Krankheitsschwere ersicht-
lich wurde, ist die pathogenetischen Relevanz eines im NGS diagnostizierten
CTDs bei Neugeborenen und Muttern schwer zu beurteilen. Die Haufigkeit und
der naturliche Krankheitsverlauf der im NGS gefundenen Genotypen und der da-
raus resultierenden Phanotypen war bei Aufnahme des CTD in die NGS-Pro-
gramme nicht bekannt, was einem der grundlegenden Prinzipien des NGS wider-
spricht (Wilson and Jungner 1968). Durch das NGS auf CTD werden Patienten
identifiziert, die ,fur langere Zeit unter arztlicher Aufsicht zwischen Krankheit und
Gesundheit [...] schweben, zwischen Pathologie und einem undifferenzierten Zu-

stand der ,Normalitat™. Dieser Zustand wird mit dem Begriff ,patients-in-waiting*
(deutsch: Patienten im Wartestand) betitelt (Timmermans and Buchbinder 2010).
Diese Unsicherheit stellte eine erhebliche psychische Belastung fur die Betroffe-
nen dar und reduzierte die Compliance bezuglich der Carnitin-Supplementierung,
der Bestimmung des Carnitin-Transports in Fibroblasten und auch ambulanter
Verlaufsuntersuchungen, vor allem bei den erwachsenen Patientinnen der vor-

liegenden Arbeit. Eine dhnlich geringe Compliance wurde auch in anderen CTD-
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NGS-Programmen beobachtet und wurde fur andere asymptomatische Patholo-
gien, wie Bluthochdruck und Hypercholesterindmie, gut untersucht (Phan,
Gomez et al. 2014, Abegaz, Shehab et al. 2017, Wilson, Knoll et al. 2019).

Die Diagnose eines CTD im NGS und dadurch fruhzeitige Behandlung war fir
die Patienten und Behandlungsteams nicht wie erwartet die einfache Erfassung
und weitgehend nebenwirkungsfreie Therapie einer schwerwiegenden, mdglich-
erweise letalen Erkrankung. Sie stellte sich vielmehr als ein schwer aufzuldésen-
des Dilemma zwischen der méglichen Ubertherapie einer benignen Stoffwech-
selalteration bei sehr geringem Risiko eines schweren Verlaufes und dem plotz-
lichen Todesfall bei unterlassener Supplementierung heraus. Die bekannten Ne-
benwirkungen einer Carnitin-Supplementierung, veranderter Kérpergeruch und
gastrointestinale Beschwerden, traten bei mehreren Patienten der vorliegenden
Arbeit auf. Vor allem die erwachsenen Patientinnen storten sich an dem ,fischar-
tigen“ Kérpergeruch, der durch ein intestinales Abbauprodukt des Carnitins, das

Trimethylamin (TMA), verursacht wird.

Zudem wurden in den letzten Jahren Abbauprodukte des TMA als potenzieller
Risikofaktor fur kardiovaskulare Erkrankungen beschrieben und stellen somit die
lange vermutete Unbedenklichkeit einer lebenslangen Carnitin-Supplementie-
rung zunehmend in Frage (Wilson, Knoll et al. 2019). Nicht resorbiertes Carnitin
wird im Darm bakteriell in y-Butyrobetain und TMA zersetzt, letzteres enteral re-
sorbiert und zu Trimethylamin-N-oxid (TMAQO) metabolisiert (Evans and Fornasini
2003, Koeth, Lam-Galvez et al. 2019). In mehreren rezenten Studien wurde eine
erhohte TMAO-Konzentration als Risikofaktor fur atherosklerotische Veranderun-
gen beschrieben (Koeth, Wang et al. 2013, Tang, Wang et al. 2013, Fernandez-
Prado, Esteras et al. 2017, Zhu, Wang et al. 2017, Koeth, Lam-Galvez et al.
2019). Zwei grol’e Metaanalysen zeigten eine erhdhte Gesamtmortalitat bei er-
héhter TMAO-Konzentration (relatives Risiko von 1,63 (95 %-Kl: 1,36 — 1,95)
(Heianza, Ma et al. 2017) bzw. Hazard Ratio von 1,91 (95 %-Kl: 1,40 — 2,61)
(Schiattarella, Sannino et al. 2017)). In beiden Metaanalysen wurde auch eine
dosisabhangige Erhéhung des relativen Risikos flir schwerwiegende kardiovas-
kulare Ereignisse von 1,02 (95 %-Kl: 1,01 — 1,03) je 1 umol/L TMAO-Anstieg
(Heianza, Ma et al. 2017) sowie fur die Gesamtmortalitat von 1,07 (95 %-Kl 1,04
- 1,11) je 10 yM TMAO-Anstieg nachgewiesen (Schiattarella, Sannino et al.
2017). Die Erhohung der TMAO-Konzentration unter Carnitin-Supplementierung
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wurde bislang bei Patienten mit Stoffwechselerkrankungen aus dem Bereich der
Organoazidopathien und mitochondrialen Erkrankungen untersucht. Bei beiden
Erkrankungsgruppen wurde unter langfristiger Carnitin-Supplementierung ein
ausgepragter Anstieg der TMAO-Konzentration auf durchschnittlich 43,26 bzw.
120 pmol/L — bei physiologischen Normwerten zwischen 3 — 4 ymol/L — nachge-
wiesen (Miller, Bostwick et al. 2016, Vallance, Koochin et al. 2018). Fir CTD-
Patienten wurde die Erhéhung der TMAO-Konzentration bislang nicht untersucht.
Da aber CTD-Patienten aufgrund der OCTN2-Defizienz nur 5 —18 % der oral
supplementierten Carnitin-Dosis enteral resorbieren konnen (Evans and For-
nasini 2003), kdnnte man postulieren, dass der TMAO-Anstieg bei Patienten mit
CTD sogar noch hoéher ist. Bei umstrittener Therapiebedurftigkeit asymptomati-
scher Mutter und milder im NGS identifizierter Phanotypen bei Neugeborenen
(Wilcken 2010, El-Hattab 2012) sollten auch die moglichen Nebenwirkungen von
TMAO bei langfristiger Carnitin-Supplementierung in den Abwagungen berlck-
sichtigt werden (Rasmussen, Lund et al. 2014, Wilson, Knoll et al. 2019).

Neben der Uberwiegenden Identifikation von asymptomatischen, mutmalilich
nicht therapiebedurftigen Phanotypen steht auch der hohe Anteil an falsch posi-
tiven Screenings nicht im Einklang mit den Grundsatzen des NGS (Wilson and
Jungner 1968). Falsch positive Ergebnisse stellen eine psychische Belastung fir
die Familien der betroffenen, gesunden Neugeborenen und damit fur die ge-
sunde Bevdlkerung dar (Gurian, Kinnamon et al. 2006, Hewlett and Waisbren
2006). Verglichen mit Eltern von Neugeborenen mit unauffalligem Screening wa-
ren bei Eltern von Neugeborenen mit falsch positivem Screening signifikant er-
hohte elterliche Stress-Level und Auswirkungen in den Bereichen ,Eltern-Kind-
Dysfunktion®, ,schwieriges Verhalten des Kindes® sowie vermehrte Sorgen um
die Zukunft des Kindes nachweisbar (Waisbren, Albers et al. 2003, Gurian, Kin-
namon et al. 2006, Tu, He et al. 2012). Als Folge hatten Sauglinge nach einem
falsch positiven Screening-Ergebnis im Vergleich zu Sauglingen mit unauffalli-
gem NGS im ersten Jahr nach der Geburt doppelt bis dreimal so viele Kranken-
hausaufenthalte (Waisbren, Albers et al. 2003, Tu, He et al. 2012, Karaceper,
Chakraborty et al. 2016). Somit kdnnen falsch positive Screening-Ergebnisse ei-
nen nachhaltigen Einfluss auf die Eltern-Kind-Beziehung und auf das Stress-Le-
vel der Eltern haben, insbesondere wenn die Eltern unzureichende Informationen

erhalten (Gramer, Hoffmann et al. 2015). Deshalb ist die Vermeidung von falsch
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positiven Ergebnissen durch einen hohen PPW ein essentielles Ziel von Scree-

ninguntersuchungen.

Einen potentiellen Ansatz, das NGS auf CTD zu verbessern, stellt die Datenana-
lyse durch Einbindung postanalytischer Interpretationshilfen dar, wie bspw. Col-
laborative Laboratory Integrated Reports 2.0 (CLIR) oder Machine Learning
(Peng, Shen et al. 2019, Peng, Tang et al. 2020, Sérensen, von Ddébeln et al.
2020). Diese Programme kénnten zumindest partiell fur individuelle Einflussfak-
toren der CO-Konzentration, wie Schwangerschaftsalter, Geburtsgewicht oder
Geburtsart, korrigieren und dartber den Anteil falsch positiver Screenings redu-
zieren. So wurde mittels CLIR im schwedischen NGS ein PPW von 12 % fir den
CTD erreicht (Sérensen, von Débeln et al. 2020). Allerdings wurde auch dort das
NGS auf CTD als sehr herausfordernd und komplex beschrieben, da der PPW
fur den CTD weiterhin deutlich unter dem Durchschnitt anderer Erkrankungen
des schwedischen NGS lag und maternale CTD-Falle erfasst wurden (Sérensen,
von Ddbeln et al. 2020). Somit ware mit dieser Methode nur eine geringflgige
Verbesserung des Screenings zu erreichen und es wirden weiterhin wahrschein-

lich benigne Phanotypen erfasst werden.

Eine andere Verbesserungsoption ware die erganzende molekulargenetische
Untersuchung des SLC22A5-Gens aus der initialen TBK (2nd tier-Test), wie sie
in Norwegen und China nach unzureichenden Ergebnissen des NGS eingefluhrt
wurde (Lin, Xu et al. 2020, Tangeraas, Saeves et al. 2020). In dem norwegischen
NGS-Programm wurde laut den Autoren dadurch die Anzahl falsch positiver
Screenings und maternaler CTD-Falle deutlich reduziert (Tangeraas, Saeves et
al. 2020). Auch im deutschen NGS werden seit einigen Jahren molekulargeneti-
sche Methoden im Rahmen des NGS auf spinale Muskelatrophie, schwere kom-
binierte Immundefekte und Mukoviszidose durchgefiihrt (G-BA 2023). Die Se-
quenzierung eines kompletten Gens (Einzelgen-Analyse) ware jedoch mit hohen
Kosten und hohen regulatorischen Hurden verbunden. Dartber hinaus wirden

weiterhin Genotypen mit unklarer klinischer Relevanz identifiziert.

Die vielversprechendste, jedoch aufwendigste Verbesserungsmadglichkeit ware
ein Screening der CO-Konzentration zu einem spateren Zeitpunkt (Longo, Frigeni
et al. 2016, Gallant, Leydiker et al. 2017, Rasmussen, Hougaard et al. 2017,
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Steuerwald, Lund et al. 2017). So war auf den Fardern in einem zweiten, freiwil-
ligen Screening im Alter von mehr als 2 Monaten ein signifikanter Unterschied
zwischen den Neugeborenen mit CTD und den Neugeborenen von Muttern mit
CTD zu sehen (Rasmussen, Hougaard et al. 2017). In Deutschland werden die
Vorsorgeuntersuchungen fur Kinder zu uber 95% wahrgenommen, so dass man
mit einem zweiten Screening in diesem Rahmen einen Grolteil der Kinder erfas-
sen konnte (Schmidtke, Kuntz et al. 2018). Der Zeitraum der U3-Untersuchung
in der vierten bis funften Lebenswoche ware passend flur ein Screening auf CTD.
Allerdings ware der logistische, organisatorische und finanzielle Aufwand fur die
Etablierung eines zweiten Screenings fur eine einzelne Erkrankung enorm und
im Verhaltnis zu der sehr geringen Inzidenz von CTD in Deutschland von
1:250.000 bis 1:300.000 unverhaltnismafig.

Mit keiner der genannten Modifikationen des CTD-NGS ware die grundlegende
Frage, welche der identifizierten Genotypen bzw. biochemischer Phanotypen ei-
ner lebenslangen Therapie bedurfen, sicher geldst. Screening-Programme be-
wegen sich stets in einem Spannungsfeld zwischen dem Nutzen fur die erkrank-
ten Individuen und den negativen Auswirkungen auf die gesunde Bevdlkerung;
und sollten hierbei bezliglich der bendtigten Ressourcen verhaltnismalig bleiben
(Gray, Patnick et al. 2008). Uber einen Zeitraum von 19,5 Jahren wurden im wis-
senschaftlichen Begleitprogramm des bayerischen NGS drei Neugeborene mit
einer sehr wahrscheinlich behandlungsbedurftigen Krankheitsauspragung eines
CTD gefunden. Die pathogenetische Relevanz der ubrigen identifizierten Falle,
einschlieRlich der maternalen CTD-Falle, ist bis heute nur unzureichend verstan-
den, so dass ein positiver Effekt eines NGS auf CTD nicht eindeutig zu belegen
ist. Negative Begleiteffekte des NGS auf CTD bestanden auf Seiten der Neuge-
borenen in der groRen Zahl falsch positiver Befunde, die eine kdrperliche Belas-
tung durch die Konfirmationsdiagnostik und eine psychische Belastung fir die
Eltern-Kind-Beziehung darstellten sowie hohe Kosten fur das Gesundheitssys-
tem verursachten. DarUber hinaus wurden Mutter, die sich bis dahin als gesund
empfanden, mit einer beunruhigenden Diagnose ungewisser Bedeutung konfron-
tiert. Eine Fortfihrung des NGS auf CTD auf der Basis einer Bestimmung der CO-
Konzentration in den ersten Lebenstagen kann somit zum aktuellen Zeitpunkt

nicht empfohlen werden.
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5 Zusammenfassung

Die angeborene Stoffwechselerkrankung Carnitin-Transporter-Defekt (CTD) ist
potenziell lebensbedrohlich, in einem symptomfreien Stadium diagnostizierbar
und effektiv therapierbar. Sie wurde daher in vielen Neugeborenenscreening
(NGS)-Programmen weltweit untersucht. Die Erkrankung manifestiert sich kli-
nisch in Abhangigkeit des Alters als metabolische Dekompensation mit Koma,
Myopathien der Herz- und Skelett-Muskulatur sowie kardialen Arrhythmien. Als
Screening-Parameter im NGS dient die Konzentration des freien Carnitins (CO).
Diese Arbeit analysierte die Ergebnisse des wissenschaftlichen Begleitpro-
gramms des bayerischen NGS auf CTD sowie der langfristigen klinischen Be-
treuung der am Zentrum fir angeborene Stoffwechselerkrankungen des Dr. von
Haunerschen Kinderspitals behandelten Patienten aus dem Zeitraum Januar
1999 bis Juni 2018. Unter 1.816.000 bayerischen NGS-Proben wurden sechs
Neugeborene mit CTD diagnostiziert (Inzidenz 1:303.000). In dem Zeitraum Ja-
nuar 2008 bis Juni 2018 lag der positiv pradiktive Wert (PPW) eines auffalligen
NGS zwischen 1,63 und 2,17 %. Im Stoffwechselzentrum des Dr. von Hauner-
schen Kinderspitals wurden 24 Neugeborene zur Konfirmationsdiagnostik vorge-
stellt und parallel eine Diagnostik bei den Muttern initiiert. Ein CTD lag bei vier
Neugeborenen und sieben Muttern vor, bei einem Neugeborenen und vier Mut-
tern konnte der Verdacht auf CTD molekulargenetisch nicht verifiziert werden.
Bei einer Mutter wurde eine Glutarazidurie Typ | festgestellt. Bei den verbleiben-
den elf Neugeborenen und ihren Muttern ergab sich kein Anhalt fir eine angebo-
rene Stoffwechselerkrankung. Eine signifikante negative Korrelation zwischen
der CO-Konzentration der Neugeborenen im NGS und dem Abstand zur Geburt
(r=-0,502 (p = 0,015)) legte nahe, das externe Faktoren, insbesondere der ma-
ternale Stoffwechsel, den Screening-Parameter beeinflussten. In summiert 104,5
Patientenjahren hatten die Neugeborenen und Mutter mit CTD weder zum Zeit-
punkt der Diagnosestellung noch wahrend des Beobachtungszeitraums unter
Carnitin-Supplementierung schwerwiegende klinische Manifestationen. Der nied-
rige PPW flhrte zu einer hohen Anzahl falsch positiver Befunde und damit zu
einer hohen Belastung der gesunden Bevdlkerung. Gleichzeitig schlie3t die Dis-
krepanz zwischen der niedrigen beobachteten Inzidenz und einer molekularge-
netisch errechneten héheren Inzidenz falsch negative Ergebnisse nicht aus. Die

pathologische Relevanz der Diagnose eines CTD ist fur viele der Gber das NGS
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gefundenen Individuen, insbesondere fur die asymptomatischen Mutter, unge-
klart. Die Ergebnisse sind im Einklang mit anderen Studien, die gegen ein NGS
auf CTD sprechen, das auf einer Bestimmung der CO-Konzentration in den ersten

Lebenstagen beruht.
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6 Abstract

The inborn metabolic disease carnitine transporter deficiency (CTD) is potentially
life-threatening, can be diagnosed at a symptom free stage and can be treated
effectively. It has therefore been investigated in many newborn screening (NGS)
programs worldwide. Depending on age, the disease manifests clinically as me-
tabolic decompensation with coma, myopathies of the heart and skeletal muscles
and cardiac arrhythmias. The concentration of free carnitine (C0O) serves as the
screening parameter in the NGS, but is strongly influenced by maternal metabo-
lism. This study analyzed the results of the scientific program of the Bavarian
NGS for CTD as well as the long-term clinical outcome of patients treated at the
center for inborn metabolic diseases of the Dr. von Hauner Children’s Hospital
from January 1999 to June 2018. Six newborns were diagnosed with CTD among
1.816.000 Bavarian NGS samples (incidence 1:303,000). In the period of January
2008 untill June 2018, the positive predictive value (PPW) of an abnormal NGS
for CTD ranged from 1.63 to 2.17 %. At the metabolic centre of the Dr. von Hau-
ner Children’s Hospital, 24 newborns were presented for confirmation diagnostics
and parallel diagnostics were initiated on the mothers. A CTD was present in four
newborns and seven mothers, in one newborn and four mothers the suspicion of
CTD could not be verified genetically. One mother was diagnosed with glutaric
aciduria type I. In the remaining eleven newborns and their mothers, there was
no evidence of a congenital metabolic disorder. A significant negative correlation
(r=-0,502 (p =0,015)) between the newborn’s CO-concentration and the dis-
tance to birth suggested that external factors, particularly maternal metabolism,
influenced the values. In a total of 104.5 patient-years, the newborns and mothers
with CTD had no severe clinical manifestations either at the time of diagnosis or
during the observation period under carnitine supplementation. The low PPW led
to a high number of false positive findings and, thus, to a high burden on the
healthy population. At the same time, the discrepancy between the low observed
incidence and a calculated, higher incidence using molecular genetics does not
rule out false negative results. The pathological relevance of the diagnosis of CTD
is uncertain for many of the individuals found by NGS, especially for the asymp-
tomatic mothers. The results are consistent with other studies that argue against
NGS on CTD, which is based on determining the CO concentration in the first

days of life.
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CLIR Collaborative Laboratory Integrated Reports 2.0
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CPTI Carnitin-Palmitoyl-CoA-Transferase-|
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CTD Carnitin-Transporter-Defekt
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OCTN2 ,Organic cation transporter 2“
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