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1 Einleitung

1.1 Einfihrung

1976 wurde erstmals ein Patient mit Medium chain acyl-CoA — Dehydrogenase (MCAD)- Mangel be-
schrieben. Derzeit liegt die Pravalenz bei 1:10000- 1: 20000 (Wilcken et al. 2003, Waddell et al. 2006,
Rhead 2006). Es handelt sich dabei um einen Defekt in der mitochondrialen B- Oxidation, der bewirkt,
dass keine mittelkettigen Fettsduren mehr abgebaut werden kénnen. Folglich stauen sich Metabolite
vor dem Defekt an und sind schlieBlich in Blut und Urin nachweisbar (z.B.: als Acylcarnitine,
Acylglycin, Dicarbonsauren).

Der Defekt ist auf Chromosom 1 |okalisiert. Eine krankheitsauslésende Mutation wurde zum ersten
Mal 1991 identifiziert (Gregersen et al. 1991). Dabei handelt es sich um einen Austausch von Adenin
gegen Guanin an Position 985 d es MCAD- Gens. 80% der Patienten sind homozygot und 18%
heterozygot fiir diese Mutation, weshalb man sie auch als pravalent bezeichnet. Vor allem seit Einflih-
rung des Neugeborenen- Screenings im Jahr 2002 in Deutschland (seit 2005 Regelleistung der ge-
setzlichen Krankenkassen) wurden weitere Mutationen entdeckt. Im Screening fallen MCAD- Patien-
ten durch ein erhéhtes Octanoylcarnitin (C8:0) auf.

Das klinische Bild dieser Erkrankung vor der Screening Ara war sehr heterogen und reichte von
asymptomatischen bis hin zu letalen Verlaufen. Durch bestimmte Ausldser (z.B. Fasten, Infektionen),
die zu einer katabolen Stoffwechsellage fihren, kommt es zu Hypoglykdmien. Langzeitfolge schwerer
oder protrahierter Hypoglykdmien kdnnen Enzephalopathie, Epilepsie und Entwicklungsverzégerung
sein. Durch Vermeidung dieser Ausldser haben die Patienten in der Regel eine gute Langzeitprogno-
se. Die wichtigste Therapieoption ist demnach langere Nahrungskarenzen zu unterbinden. Eine Supp-
lementierung der Patienten mit Carnitin zur Therapie eines moglichen sekundaren Carnitin-Mangels ist

umstritten.



1.2 Biochemie

Die Medium chain acyl-CoA Dehydrogenase ist ein Enzym der mitochondrialen (3- Oxidation, bei der
Fettsduren mit dem Ziel der Energiegewinnung zu Acetyl- CoA abgebaut werden. Wahrend des Fas-
tens kommen 80- 90% der zelluldren Energie aus der (- Oxidation (Sim et al. 2002). Da ihre
Glykogenreserven noch nicht so grof sind, sind vor allem Neugeborene bei langerer Niichternperiode
auf diesen Stoffwechselweg angewiesen (Sim et al. 2002).

Da Fettsauren relativ reaktionstrage Verbindungen sind, missen sie zuerst in einer ATP- abhangigen
Reaktion, die sowohl extra- als auch intramitochondrial ablaufen kann, aktiviert werden. Der grofte
Teil des Acyl- CoA entsteht im Cytosol. Der Uberwiegende Teil der Enzyme der 3- Oxidation ist aller-
dings im mitochondrialen Matrixraum lokalisiert, so dass ein Transport des Acyl- CoAs durch die nor-
malerweise nicht passierbare Innenmembran erforderlich ist. Dazu wird die langkettigen Fettsaure
unter Freisetzung von CoA an Carnitin gebunden. Das Acyl- Carnitin kann mit Hilfe einer Translokase
in den mitochondrialen Matrixraum gelangen, wo Coenzym A erneut auf den Fettsaurerest tbertragen
und Carnitin regeneriert wird (Abbildung 1).

Sl

= TEeualorfouwn
- COOOS00eE000000000 cudese T
Mﬁ“"*‘mlh S perose. A CoA-SH Ao.ak—
c.mw‘ﬂus— |- Syl hu aanese remle i
#‘d -T—ml,okp&-e. - i Cosuatin

A
. ‘\_/l
,q%ct—s:»sgauscz. /"_\

Abbildung 1: Carnitin als Carrier im Transport langkettiger Fettsauren durch die mitochondriale Innen-

membran (modifiziert nach Loffler, Petrides, 2003)

Anschliefend durchlauft das Acyl- CoA einen Kreislauf mit vier Reaktionsschritten (erste Oxidation,
Hydratisierung, zweite Oxidation, thiolytische Abspaltung des Acetyl- CoA vom [(3-C-Atom), an dessen
Ende Acetyl- CoA und ein um zwei C-Atome verklrztes Acyl- CoA stehen, welches erneut in den
Kreislauf eintritt (Abbildung 2). Das erste Enzym dieser Reaktionskette ist die Acyl-CoA- Dehydroge-
nase.
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Abbildung 2: Abbau geradzahliger Fettsauren durch die B- Oxidation (modifiziert nach Loffler, Petrides
, 2003)

Je nach Lange der aktivierten Fettsdure existieren verschiedene Enzyme, die sich jedoch in ihrer Sub-

stratspezifitat Gberlappen.

SCAD — C4-C6

MCAD — C4- C12

LCAD — C8-C18

VLCAD — C12- C16 (Coates and Tanka 1992)

In peripheren Geweben wird das Acetyl- CoA in den Citratzyklus eingeschleust. In der Leber wird es
Uber den HMG- CoA- Weg in Ketone umgewandelt, die wasserldslich sind und ins Blut abgegeben
werden, so dass sie peripheren Geweben als Energiequelle dienen. Acetyl- CoA ist ein geeignetes
Substrat zur Deckung des Energiebedarfs vieler extrahepatischer Gewebe.

Bei einem Mangel an MCAD stauen sich die mittelkettigen Fettsauren vor diesem Reaktionsschritt an.
An Carnitin gebunden kénnen die akkumulierenden Acyl- Gruppen die Mitochondrien verlassen und
sind schlieBlich im Blut nachweisbar. Diese werden zum Teil in Acylglycine, Acylcarnitine und
Dicarbonsauren umgewandelt. Auf diese Weise wird eine héhere Ldslichkeit erreicht und eine Aus-
scheidung im Urin moéglich gemacht (Coates and Tanka, 1992). Weiterhin besteht auch eine gewisse
Toxizitat der Fettsauren, die durch die beschriebenen Ausscheidungsvorgange verringert werden kann
(Duran 1986).



1.3 Molekulargenetik

Das MCAD- Gen ist auf dem kurzen Arm des Chromosom 1 in der Region 31 lokalisiert (Matsubara et
al. 1986) und 38kbp grol® (Gregersen et al. 2004). Die Nukleotidsequenz wurde erstmals von Kelly et
al. 1987 beschrieben. Die kodierende Region besteht aus 1263 Nukleotiden gegliedert in 12 Exone
und kodiert flir 421 Aminosauren. Das entstehende Flavoenzym ist 42- 43kDa grof3 (Kelly et al. 1987).
Mutationen kdénnen sowohl im Bereich der Exone als auch in den Intronregionen liegen. Erstmalig
wurde 1991 eine krankheitsverursachende Mutation beschrieben (Gregersen et al., 1991). Dabei han-
delt es sich um einen Austausch von Adenin gegen Guanin an der Stelle 985 der DNA. Die Mutation
bewirkt einen Austausch von Lysin gegen Glutamat an Position 304 des Enzyms. Dieser Austausch
liegt weder in der Substrat- noch in der FAD- bindenden Region, so dass eine Stérung der tetrameren
Struktur wahrscheinlich ist (Coates and Tanka 1992), die zu Instabilitdt und Funktionseinschrankung
fuhrt (Gregersen et al. 2004). In den folgenden Jahren zeigte sich, dass diese Mutation sehr haufig bei
MCAD- Patienten vorkommt. 80 % der Patienten sind homozygot und 18% heterozygot fiir diese pra-
valente Mutation (Carpenter et al. 2001, Gergersen et al. 2004). Des Weiteren fand man ein Uberwie-
gen bei Kaukasiern (Coates and Tanka 1992) bei bestehendem Nord- West- Gefalle der Erkrankung
(de Vries 1996).

Seitdem wurden allerdings auch andere Mutationen identifiziert, die — ausgehend von klinischen Be-
obachtungen- teilweise zu milderen Krankheitsverlaufen zu fihren scheinen (Waddell et al. 2006). Zu
diesen seit Beginn des Screenings neu entdeckten Mutationen gehéren unter anderem 199T>C,
245insT, 157C>T, 347G>T, 1137T>A, 1140insG, 799G>A, 616C>T, 504A>C, 155C>T, 127G>A,
583G>A, 608T>G, 797A>G, 1124T>C, 842G>C, 433A>T, 1001G>A, 730T>C, 698T>C,
1012insTAGAATGAGTTAC, 1067T>C, 447G>A, 387delG, 1001G>A, 472T>C, 387+1delG del1102—
1105, 583G>A, 742A>G, 850-2A>G, 583G>A, 311A>G, 1237C>A, 1203delA, 577A>G, 1191delT,
817G>A, 742A>G, 850—-2A>G, 734C>T, 617G>A, IVS6+7A>G, 1067T>C, 984A>G, 253G>T, 250C>T,
IVS3+5G>T, 890A>G und 694C>T (Rhead et al. 2006).

1.4 Neugeborenen- Screening

Im Englischen bedeutet das Wort Screening ,Sieben®. Es handelt sich also um die Untersuchung einer
grof3en Population, bei der diejenigen, die krank sind, herausgefiltert werden sollen. Voraussetzungen
fur eine solche Art von Untersuchung ist 1., dass es einen einfachen Test gibt, mit dem man die ein-
zelnen Erkrankungen schon im asymptomatischen Stadium erkennen kann, und 2., dass ein Nutzen,
namlich die Mdglichkeit einer friihzeitigen Therapie und daraus folgend eine Minimierung der Folge-
schaden und Komplikationen, entsteht (Screening Kriterien von Wilson und Jungner 1968). Beim
Neugeborenen- Screening handelt es sich also um eine PraventionsmalRnahme zur Friherkennung
von Erkrankungen in der Neugeborenenperiode.
Das erste flichendeckende Screening wurde in der Bundesrepublik Deutschland zwischen 1969 und
1970 fur die PKU (Phenylketonurie) eingefiihrt. 1997 wurde die Untersuchung ausgeweitet: PKU,
Galaktosamie, Biotinidasemangel, Hypothyreose, Adrenogenitales Syndrom (Richtlinien zur Organisa-
tion und Durchfiihrung des Neugeborenenscreenings auf angeborene Stoffwechselstérungen und
9



Endokrinopathien in Deutschland, Deutsche Gesellschaft fir Neugeborenenscreening e.V., 1997).
Durch die Entwicklung der Tandem- Massenspektrometrie, die seit 2002 von der Standigen Screening
Kommission (Screening- Richtlinien 2002, Deutsche Gesellschaft flir Neugeborenenscreening e.V.)

empfohlen wird, konnte das Spektrum der Zielkrankheiten erweitert werden (Tabelle 1).

Seitdem werden die Neugeborenen auf folgende Krankheiten untersucht:

Tabelle 1: Ubersicht liber die im Neugeborenen- Screnning erfassten Erkrankungen

Endokrinopathien Angeborene Hypothyreose

Adrenogenitales Syndrom

Stoffwechselerkrankungen Biotinidasemangel

Klassische Galaktosamie

Aminoazidopathien und Harn- PKU

stoffzyklusdefekte , ,
Ahornsirupkrankheit (MSUD)

Fettsaurenoxidationsdefekte MCAD- Mangel
VLCAD- Mangel
LCHAD- Mangel

mTFP- Mangel

Carnitinzyklusdefekte Carnitin- Palmitoyl- Transferase
I/ll Defekt

CACT- Mangel

Organoazidurien Glutarazidurie Typ |

Isovalerianazidurie

Seit 1.4.2005 ist das erweiterte Neugeborenen- Screening durch einen Beschluss des gemeinsamen
Bundesausschusses der Arzte und Krankenkassen eine Regelleistung der gesetzlichen Krankenversi-
cherungen.

Untersucht wird kapillares Fersen- oder vendses Blut, welches auf eine Filterpapierkarte getropft wird.
Die Abnahme sollte zwischen der 49. und 72. Lebensstunde erfolgen. Allerdings gilt auch eine Ab-
nahme ab der 37. Lebensstunde als regelrecht. Bei Friihgeborenen < 32. SSW muss in jedem Fall ein
zweites Screening erfolgen.

Bei MCAD- Patienten findet sich im Blut eine erhéhte Konzentration von Octanoylcarnitin (C8:0). Bei
der Urinanalyse lasst sich eine erhéhte Ausscheidung von Hexanoylglycin und Dicarbonsauren fest-
stellen. Als Konfirmationsdiagnostik erfolgen Molekulargenetik oder Enzymatik (,Konfirmationsdiag-
nostik bei Verdacht auf angeborene Stoffwechselkrankheiten aus dem Neugeborenenscreening®,
AWMF Leitlinie, 2010).
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Eine Evidenz der klinischen Effektivitat des Screenings fehlt jedoch weiterhin, da man dazu randomi-
sierte kontrollierte Studien bendétigen wiirde, deren Design aber auf Grund der niedrigen Inzidenz sehr

schwierig ist. Dass Screening sinnvoll ist, zeigt die klinische Erfahrung (Wilcken et al. 2003).

1.5 Klinisches Bild

Das klinische Bild des MCAD- Mangels vor der Screening- Ara war sehr heterogen und reichte von
asymptomatischen bis zu letalen Verlaufen (Gregersen et al. 2004). Vor Einfihrung des Neugebore-
nen- Screenings betrug die Mortalitat 25%. Eine Entwicklungsverzdgerung trat bei 30-40% der Patien-
ten auf (Wilcken et al. 2003). Das mittlere Alter bei einem unerwarteten Tod betrug 18,5 Monate
(Wang et al. 1999). Die Prognose ist nach Diagnosestellung gunstig (Sim et al. 2002), sodass die
Sterblichkeit bei den fiir die pravalente Mutation homozygoten Patienten nach Einfihrung des Scree-
nings auf <7% gesunken ist (Rhead 2006).

Allgemein kénnen sich Stérungen der Fettsaureoxidation ahnlich prasentieren wie ein Reye- Syndrom.
Pathologisch finden sich hier Ahnlichkeiten wie eine fettige Infiltration der Organe, v. a. Leber, Niere
und Myokard, und ein Hirnédem (Howat et al. 1985).

Beim Reye- Syndrom handelt es sich um ,eine akute, nicht- entziindliche Enzephalopathie unklarer
Genese mit Entwicklung eines akuten Leberversagens unter dem histologischen Bild einer
mikrovesikludren Fettinfiltration der Leber* (B. Rodeck, 2007, Gastroenterologie und Hepatologie,
Reye- Syndrom, In: E. Mayatepek, Hrsg., Padiatrie, 1. Auflage, Miinchen: Elsevier, S.592). Auslésend
kann ein viraler Infekt oder auch die Therapie mit Acetylsalicylsdure sein. In der Folge kommt es zu
Erbrechen, Krampfanfallen, zunehmendem Bewusstseinsverlust und Symptomen der Leberdysfunkiti-
on.

Meist manifestiert sich ein MCAD- Mangel zwischen dem 3. Lebensmonat und dem 6. Lebensjahr.
Patienten kénnen aber bereits in der Neugeborenenperiode symptomatisch werden (Carpenter 2001).
In der Regel ist ein auslésendes Ereignis flr die Symptomatik erforderlich; z.B.: Fasten, Infektionen/
Krankheiten und Impfungen (Wang et al. 1999). Es kénnen folgende Phanomene auftreten: Hypogly-
kamie (mit 90% das haufigste Symptom), Hypoketonamie, H ypocarnitindmie, Transaminasenerho-
hung, Hepatomegalie, milde Hyperammonamie, Lethargie, Enzephalopathie, Apnoe, Herz- und/oder
Atemstillstand, Epilepsie, plotzlicher Tod (Wang et al. 1999). Die Entwicklung einer Kardiomyopathie
und Skelettmyopathie - wie von Stérungen der Oxidation langkettiger Fettsduren bekannt - ist nicht
beschrieben (Coates and Tanka 1992, Gregersen et al. 2004, Wilcken et al. 1994). Als Langzeitfolgen
kénnen Entwicklungs- und Verhaltensdnderungen, chronische Muskelschwache, Wachstumsverzége-
rung, Aufmerksamkeitsdefizit und Zerebralparalyse auftreten. (Wang et al.1999). Hoheres Alter bei
Diagnosestellung und hohe Frequenz vorangegangener Stoffwechselentgleisungen stellen nach Wang
et al. Risikofaktoren fiir die Entwicklung derartiger Langzeitkomplikationen dar. Beschrieben werden
zudem Faktoren, die die Wahrscheinlichkeit fiir ein Aufmerksamkeitsdefizit erhéhen: Epilepsie, Enze-
phalopathie, Hyperammonamie und héheres Alter bei Erstdiagnose. Sermon et al. beschrieben 2000
ein follow- up mit einem Spektrum von geringgradigen Leistungseinschrankungen in der Schule bis

hin zu ernsthaften Beeintrachtigungen wie Epilepsie, Hemiplegie und Entwicklungsriuckstand. Haufig
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wirden sich Spat- bzw. Langzeitschaden dadurch entwickeln, dass sich schon vor Diagnosestellung
eine Enzephalopathie entwickelt habe (Pourfarzam et al. 2001) bzw. es zu einer metabolischen De-
kompensation gekommen sei (Hsu et al. 2008). Deshalb ist ein Screening so enorm wichtig.

Neben den schon beschriebenen finden sich auch noch weitere Laborveranderungen: metabolische
Azidose, niedrige Plasma- und Gewebsspiegel von Carnitin (Coates and Tanka 1992) und eine cha-
rakteristische Ansammlung verschiedener Metabolite im Plasma. Die Akkumulation von C8:0- Carnitin

ist weitgehend wegweisend (Roe et al. 1985).

1.6 Therapie

Durch schnelle Diagnosestellung und konsequente Behandlung Iasst sich eine gute Langzeitprognose
erzielen (Uberlebensrate nach Diagnosestellung fast 100% (Gregersen et al. 2000)). Grundpfeiler der
Therapie sind die Vermeidung von Fasten bzw. metabolischem Stress und eine adaquate Kalorienzu-
fuhr (Coates and Tanka 1992). Besonders im Rahmen von Infektionen (z.B. der Atemwege oder des
Gastrointestinaltrakts) ist dies sehr wichtig (Carpenter et al. 2001). Auf diese Weise konnten Morbiditat
und Mortalitat gesenkt werden (Carpenter et al. 2001), so dass sich hieraus ein klarer Benefit des
Screenings ergibt. Haufig erhalten die Eltern einen Managementplan, aus dem hervorgeht, wie lang
Fastenperioden sein durfen und was im Falle einer langeren Nahrungskarenz zu tun ist (Waddell et al.
2006). Einige Programme bieten den Eltern ein Blutzucker- Messgerat fur zu Hause an (Rhead 2006).
Notfallplane sehen eine intravendse Gabe von Glukose vor (Rhead 2006), welche meist zu einer
schnellen Normalisierung des Allgemeinzustandes flhrt.

In den 70er Jahren wurde erstmals die Rolle des Carnitins fir diese Stoffwechselerkrankungen unter-
sucht. Es wurde ein erniedrigter Carnitin-Spiegel im Muskel und Plasma gemessen. Daraus ergab sich
ein Interesse an einer Behandlung mit Carnitin zur Unterstlitzung der Ausscheidung der nicht
metabolisierten Fettsauren als Ester, wobei sich dies in ersten Beschreibungen als nicht effektiv er-
wies (Kelley et al. 1994). Andere Fallbeispiele (Roe et al. 1985) zeigten, dass durch die Supplemen-
tierung von Carnitin normale Plasmaspiegel erreicht werden kénnen. Nach Rhead 2006 wird eine
Carnitin- Dosis von 20- 100 mg/ kg Kdérpergewicht als empfohlene Therapie angegeben. In anderen
Studien ist diese Behandlung nicht Routine (Wilcken et al. 2007). Nach Sim et al. 2002 ist die Carnitin-
Substitution umstritten. Auch laut Schulze et al. 2003 ist es nicht sicher, ob eine spezifische Behand-

lung des MCAD- Mangels erforderlich ist.

1.7 Historische Entwicklung und aktueller Stand der Literatur

Der erste MCAD- Patient wurde 1976 von Gregersen et al. beschrieben, zwischen 1982 und 1984
folgten 200 weitere Fallbeschreibungen (Wang et al. 1999). Matsubara et al. gelang es 1986, das
MCAD- Gen auf Chromosom 1 zu lokalisieren. Eine Sequenzierung erfolgte 1987 durch Kelly et al..
Bereits 1985 beschrieben Roe et al. eine fir den MCAD- Mangel typische Akkumulation von
Octanoylcarnitin (C8:0). 1990/ 91 wurde erstmals eine krankheitsverursachende Mutation, namlich

g.985A>G, von vier unanhangigen Forschungsgruppen, unter anderem Kelly et al. und Gregersen et

12



al., identifizert (Gregersen et al. 2000). De Vries et al. zeigten 1996, dass diese Mutation tiberwiegend
bei Kaukasiern vorkommt.

Erstmals wurde 1989 die Tandem- Massenspektrometrie als Screeningmethode flir metabolische Er-
krankungen von Millington et al. entdeckt. In Teilen Australiens existiert das Screening bereits seit
1998 (Wilcken et al. 2003). In Deutschland ist das Neugeborenen- Screening seit 2003 etabliert. Die
Inzidenz des MCAD- Mangels ist seit Einflhrung des Screenings etwa 2-3mal so hoch wie vor der
Screening- Ara (Rhead 2006). Weiterhin konnten Morbiditat und Mortalitét seitdem deutlich gesenkt
werden. Durch das Screening fallen nun auch jene Patienten auf, die friher einer rein klinischen Di-
agnostik aufgrund eines mdglicherweise lebenslang asymptomatischen Verlaufs entgangen waren
(Wilcken et al. 2003). Fir die in diesem Rahmen entdeckten Mutationen wurde deshalb der Begriff
»milde“ Mutationen gewahlt (Derks et al. 2007).

Derzeit wird die Pravalenz auf 1: 10000- 1: 20000 geschatzt (Wilcken et al. 2003, Waddell et al. 2006,
Rhead 2006).

1.8 Fragestellungen

Folgende Fragestellungen liegen der vorliegenden Studie zugrunde:
13



Haben alle Kinder mit MCAD- typischem Acylcarnitinprofil im Neugeborenen- Screening

tatsachlich genannten Enzymdefekt?

2. Welche Methode ist die geeignete Konfirmationsdiagnostik bei Verdacht auf einen MCAD-

Mangel im Neugeborenen- Screening?
3. Wie viele Patienten haben in welchem Lebensalter ein erniedrigtes freies Carnitin?

4. Wie viele Patienten sind symptomatisch? Gibt es Unterschiede zwischen den Kindern, die im
Neugeborenen- Screening aufgefallen sind, und denen, die vor der Screening- Ara geborenen

wurden?

5. Gibt es eine Korrelation zwischen Mutation und Enzymatik, klinischem Phanotyp oder Carnitin-

Werten?

2 Patienten, Material und Methoden

2.1 Patienten
14



Es wurden Patienten in die Studie eingeschlossen, die entweder im Neugeborenenscreening oder im
Rahmen eines Familienscreenings aufgrund eines pathologischen Acylcarnitinprofils auffallig wurden.
Zur Konfirmation der Verdachtsdiagnose erfolgten: Sequenzierung des MCAD Gens, Analyse der
Ausscheidung organischer Sauren im Urin und Umsatzmessung des Enzyms Medium-chain acyl-CoA

Dehydrogenase in Lymphozyten.

Ein Votum der Ethikkommission fiir vorliegende Studie war nicht notwendig, da es sich bei den diag-
nostischen MaRnahmen um das festgelegte diagnostische Follow- up bei pathologischem Befund im

Neugeborenenenscreening handelte (AWMF Leitlinien zum Neugeborenen Screening 2010).

Die Patienten befanden sich in Behandlung in der Universitatskinderklinik Diisseldorf. Die klinischen

Daten im Verlauf der Erkrankung wurden aus den Patientenakten erhoben.

2.2 Molekulargenetik

2.2.1 DNA-Extraktion aus EDTA- Vollblut

Material: QIAamp® DNA Mini Kit (250), QIAGEN GmbH, Hilden

Die DNA- Extraktion aus vendsem, mit EDTA versetztem Vollblut der Patienten erfolgte nach der An-
weisung der Firma Qiagen mittels DNA Mini Kit. Zur Kontrolle der DNA- Reinheit und Bestimmung der
Konzentration wurde eine Extinktionsmessung bei einer Wellenldnge von 260nm- 280nm mit Hilfe
eines Photometers durchgefihrt (DU® 640B Spectrophotometer, Beckmann Coulter™, USA; Prazisi-
ons Kivetten aus Quarzglas SUPRASIL®, Hellma®, Mullheim).

2.2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Material: REDTag® ReadyMix™ PCR Reaction Mix with MgCI2, Sigma, Saint Louis, Missouri, USA
Primer (100 pmol/ ul), MWG- Biotech AG, Ebersberg

Es wurde eine PCR der Patienten- DNA mit dem Ziel, die einzelnen Exone und angrenzenden
Intronbereiche des MCAD- Gens zu amplifizieren, durchgefihrt. Dazu wurden genspezifische
Oligonukleotide mit einer Lange zwischen 18 und 23 Basenpaaren (bp) verwendet (Tabelle 2). Dabei
wurden Exon 3 und Exon 4 zuerst von gemeinsamen Primern amplifiziert. Im Verlauf wurde fir Exon 4
ein eigener Primer verwendet. Zu einem spateren Zeitpunkt wurden zur besseren Amplifikation auch
neue Primer fir Exon 8 verwendet, mit denen man ein kleineres Fragment erhielt. Der Reaktionsan-
satz mit einem Gesamtvolumen von 40ul enthielt 25ng/ul DNA, 1,5ul 5°-Primer, 1,5yl 3"-Primer, 20ul
PCR Reaction Mix, der die Tag- Polymerase und die dNTPs beinhaltet, und 13ul Puffer, welcher auch
zu dem REDTaq®ReadyMix™ gehdrt.

Tabelle 2: Primersequenzen

Exon Sequenz Primer Sense (5'-3') Sequenz Primer Antisense (5'-3') Schmelz
Temperatur,
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Nr.

3/4

8neu

10

1

12

GGGAGTATGTCAAGGC

CGTG

GGTCAAACCAGTTGCTGTAC

GTCTGAGTTTCTGATAATCAAGG

CTTCTAGTATCCAGTCCC

CACATGTAGATATTATATTGC

CATTTTGAATTATAGCATCTCTGA

CAATCCTGTTTCCAAACAGTCA

GCATTCACCATGTGTTATTTGCC

GATATTATCACCATTATCCGG

GGTAATTGCAGAAAGTCATG

GTACACTCCCTAACATAGAC

GCAAGCCCGTCACTATAAAAATG

ATTACAACACACCTTATGCTACTG

CCACAATACCCATGTTCCAGC

ACAGTGGACTGGTTCTACTC

CTTACTCATATGCATTCCAG

CTTACTCATTAGCATTCC

CCAACTTCTTCAGGAGTAAC

TGAAAAGGAATAGCACCT

GGCCTTCCAGGTCCACAAAC

(C%)

61; 60

57

57; 53
54; 49
50; 55
54; 54

57; 61

CAAACAAATGTTTTTATTAAAGGAAAG 59; 54

TAATATTTGGGGCCCTAATC

GAGAAACACACTGAACATAC

CCACATTATCTTCTTGCTATC

GGCTCACAGCCATATATGACAG

AGTAAAGTGGTAAAGAAAC

54; 53

53

55; 54

59; 60

58; 53

Die einzelnen Schritte der PCR wurden im T3-Thermocycler der Firma Biometra®, Goéttingen, wie aus
Tabelle 3 ersichtlich, durchgefiihrt.

Tabelle 3: einzelne Schritte der PCR

Exon Anzahl der Zyk- Dauer (min.) Temperatur (°C)
len

1und 12 1 5 96 Denaturierung
40 0,75 94 Denaturierung

0,5 53 Annealing

0,75 72 Elongation
1 10 72 Nachelongation
2,3/4,4,5,6,7,8,9,10, 1 5 96 Denaturierung

16




11
30 0,75 94 Denaturierung
0,75 50 Annealing
0,75 72 Elongation
1 10 72 Nachelongation

Fur die jeweiligen Primer wurde eine individuelle Anlagerungstemperatur (T,,) mit der Formel

Tm= G/C- Anteil (%) x 0,41 + 69,3°C- 650/ Primerlange (bp) ermittelt.

2.2.3 Gelelektrophorese

Material: my- Budget Universal Agarose, Bio- Budget Technologies GmbH, Krefeld
100bp- Leiter, Invitrogen®, Karlsruhe

Zur Auftrennung der einzelnen DNA- Fragmente diente die Gelelektrophorese. Das dazu verwendete
Gel enthielt Agarose in einer 2%- Konzentration in 100ml 1x TBE- Puffer (110mM Tris-HCL, 89mM
Borsaure, 2mM Na-EDTA) geldst. Der fiir diese Methode erforderliche Laufpuffer war bereits im PCR
Reaction Mix enthalten. Als Langenstandard diente eine 100bp- Leiter, die am Rand des Gels mitlief.
Bei 200mA lief das Gel mit max. 120 Volt fur 60- 120 Minuten und wurde danach in einem
Ethidiumbromidbad (0,5ug/l) fir 10- 15 Minuten gefarbt. Ethidiumbromid interkaliert mit der DNA, so
dass die unterschiedlichen Banden unter UV-Licht von 365nm beurteilt werden konnten (UV-
Transluminator GE-FLX- 20L, AGS, Heidelberg). Zur Dokumentation wurde ein Foto des Gels angefer-
tigt (Polaroid- Kamera- System- DS- 34, AGS, Heidelberg).

2.2.4 Gel- DNA-Extraktion

Material: QIAquick® Gel Extraction Kit (250), QIAGEN GmbH, Hilden

Die in den einzelnen Banden des Agarosegels enthaltene DNA der jeweiligen Exone wurde gemaf

der Anweisung des Herstellers aus dem Gel extrahiert und aufgereinigt.

2.2.5 Sequenzierungs- PCR

Material: Big Dye® Terminator Kit, Applied Biosystem, Darmstadt

Um die einzelnen DNA- Fragmente beurteilen zu kénnen wurde eine ,Cycle®- Sequenzierung durch-

gefuhrt, die mit der sogenannten Dye- Terminator- Methode arbeitet. Dabei werden dNTPs
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(Desoxyribonukleosidtriphosphate) verwendet, die mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen ver-
sehen sind. Diese werden bei der Amplifikation in die jeweiligen DNA- Strangen eingebaut und kénnen
so vom Sequenziergerat gemessen werden. Auf diese Weise ist es moglich die Basenabfolge der

einzelnen Exone zu ermitteln.

Die Sequenzierungs- PCR hatte das Ziel die 3'- und 5°- Strange der Exone zu amplifizieren und die
fluoreszenzmarkierten dNTPs einzubauen.
Der Ansatz mit einem Volumen von 20ul enthielt 2pl Big Dye®, 3ul Puffer, 2ul DNA, 1ul des 5°- oder

3’- Primers und 12ul Wasser.

Die einzelnen Schritte der PCR erfolgten im T3-Thermocycler der Firma Biometra® in Géttingen nach

folgenden Schema:

Heizdeckel 95°C

1 Zyklus 96°C fir 40 Sekunden (Denaturierung)

25 Zyklen bestehend aus jeweils drei Teilen 96°C fiir 15 Sekunden (Denaturierung)
53°C fir 5 Sekunden (Annealing)

60°C fur 4 Minuten (Elongation)

2.2.6 Aufreinigung
Material: DyeEx™ 2.0 Spin Kit (250), QIAGEN GmbH, Hilden

Die Produkte der Sequenzierungs- PCR wurden nach den Angaben des Herstellers aufgereinigt.

2.2.7. ABI PRISM™ Genetic Analyzer
Material: Formamid (500ml), Calbiochem, San Diego, Californien, USA
ABI PRISM™ Genetic Analyzer, Applied Biosystem, Darmstadt
POP-6™ Applied Biosystem, Darmstadt

Zur Auswertung der Proben mit Hilfe des ABI PRISM™ 310 Genetic Analyzer wurden 10ul des Eluats

(aus der Aufreinigung) mit 10ul Formamid versetzt.

Uber eine Kapillare wurden die einzelnen Proben injiziert und schlieBlich mittels Kettenabbruchmetho-
de analysiert. Der ABI wertete die Bruchstiicke aufgrund ihrer Fluoreszenz aus. Die Daten waren Uber
ein Computersystem zuganglich. Auf diese Weise entstand eine vollstandige Darstellung der

Basenabfolge jedes der 12 Exone sowohl in 3'- als auch in 5~ Richtung.
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2.2.8 sonstige Materialien

Biofuge fresco, Heraeus, Hanau

Nuclease- free water, Promega, Madison, USA

2.3 Acylcarnitine

Die Acylcarnitinbefunde aus dem Neugeborenenscreening wurden von den verschiedenen Screening-
Laboren Ubermittelt. Die Bestimmung der Acylcarnitine im Verlauf erfolgte aus Trockenblut mittels
Tandem- Massenspektrometrie (Zytkovicz et al. 2001) im Labor der Kinderklinik der Universitatsklinik
Dusseldorf. Die Daten wurden mir fur vorliegende Arbeit zur Verfigung gestellt. Von Interesse fur die
vorliegende Studie waren das freie Carnitin (C0), Octanoylcarnitin (C8:0), Decanoylcarnitin (C10:0)
und der Quotient aus C8:0 und C10:0.

2.4 Organische Sauren im Urin

Die Bestimmung der organischen S&uren im Urin wird ebenfalls routinemaRig in der Universitatsklinik
Dusseldorf durchgefuhrt. Hierbei wird ein gering modifiziertes Verfahren der von Hoffmann et al. 1989
beschriebenen Methode mittels Gaschromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (GCMS)
durchgefiihrt. Es werden unter anderem die Metabolite Hexanoylglycin, Suberinsaure und Adipinsaure

begutachtet. Diese Ergebnisse waren fiir die Arbeit zuganglich.

2.5 Enzymaktivitat

Die Bestimmung der residualen Enzymaktivitat der Medium- chain acyl- CoA Dehydrogenase erfolgte
aus Lymphozyten. Diese werden aus EDTA- Blut der Patienten mittels Zentrifugation und Zugabe
verschiedener Puffer (ter Veld et al. 2009) gewonnen und mit spezifischen Substraten (C8:0H-CoA,
C8:1-CoA and C8:0-CoA) versetzt (ter Veld et al. 2009) Die Messung der Octanoyl- CoA- Oxidation
erfolgte mittels High Pressure Liquid Chromatographie (HPLC) und Tandem- Massenspektrometrie.

Die Ergebnisse wurden fir diese Studie zur Verfligung gestellt.

3 Ergebnisse

Es wurden 41 P atienten in die Studie aufgenommen. Einen Uberblick gibt Abbildung 3. 39 waren
durch ein pathologisches Acylcarnitinprofil im Neugeborenenscreening auffallig geworden. Zwei Pati-
enten wurden im Rahmen des Familienscreenings bei Diagnose eines MCAD- Mangels bei einem

Geschwisterkind diagnostiziert. Zur weiteren Diagnostik und vor allem zur Konfirmation des
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Screeningbefundes wurde eine molekulargenetische Analyse durchgefiihrt. Bei 5 Kindern wurde hier-
bei nur eine Mutation gefunden. Besonders in diesen Fallen war eine Bestimmung der residualen En-
zymaktivitat entscheidend. Auch bei 13 Patienten mit zwei Mutationen wurde die Octanoylcarnitin-
Oxidation gemessen.

Abbildung 3: Uberblick Uber Patientenkollektiv, welches durch Screening, Molekulargenetik und
Enzymatik charakterisiert wurde

41 Patienten

Screening Familienscreening
39 2

Molekulargenetik Molekulargenetik
2 Mut. 1 Mut. 1 Mut. 2 Mut.

34 5 0 2

13 untersucht * 5 untersucht *
Enzymatik

13 pos. 5 pos.

|

41 Patienten

* Bestimmung der Enzymaktivitat aus Lymphozyten

3.1 Mutationen

Von 41 Patienten waren 22 homozygot fur die pravalente Mutation 985A>G und weitere 8 wiesen ne-
ben dieser noch eine weitere Mutation auf (Tabelle 4). Drei Patienten waren homozygot fir 157C>T,
einer fir 799G>A und einer fir 245insT. Ein Kind wies den Genotyp 199T>C/1140insG auf. Des Weite-
ren konnte bei 5 Kindern nur eine Mutation gefunden werden (3 x 985A>G, 2 x 245insT).
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AuBerdem fanden sich bei 8 Patienten einige Mutationen in den an das jeweilige Exon grenzenden
Intronbereichen (Tabelle 4).

Bei einigen Kindern fanden sich Polymorphismen.
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Nr

O © 0 N O a & W N =

Allel 1
g.985A>G
g.985A>G
g.985A>G
g.985A>G
g.985A>G
g.985A>G
g.985A>G
g.985A>G
g.985A>G
g.245insT
g.245insT
g.985A>G
g.157C>T
g.985A>G
g.985A>G
g.985A>G
g.985A>G
g.985A>G
g.985A>G
g.985A>G
g.985A>G
g.157C>T
g.157C>T
g.985A>G
g.985A>G
g.199T>C
g.985A>G
g.985A>G
g.245insT
g.985A>G
g.985A>G
g.985A>G
g.985A>G
g.985A>G
g.799G>A
g.985A>G
g.985A>G
g.985A>G
g.985A>G
g.985A>G
g.985A>G

Allel 2
9.985A>G

9.985A>G
9.985A>G
9.985A>G
9.985A>G
9.985A>G
9.985A>G

9.985A>G
g.157C>T
9.985A>G
9.199T>C
9.985A>G

g.347G>T
g.985A>G
g.985A>G
g.985A>G
g.157C>T
g.157C>T
g.1137T>A
g.985A>G
g.1140insG
g.245insT
g.985A>G
g.245insT
g.985A>G
g.199T>C
g.985A>G
g.199T>C
g.985A>G
g.799G>A
g.616C>T
g.985A>G
g.985A>G
g.985A>G
g.985A>G
g.199T>C

Intronmutationen

IVS 2-32C>G he, IVS 3+10T>C he,IVS 5+32 C>G he, IVS 6-14 A>G he,IVS 7-22 C>A he

IVS 2-32C>G he, IVS 3+10T>C he,IVS 5+32 C>G he, IVS 6-14 A>G he,IVS 7-22 C>A he
IVS 2-32C>G he, IVS 3+10T>C he, IVS 5+32C>G he, IVS 7-22C>A he, IVS 9+2T>C he
IVS 2-32C>G he, IVS 3+10T>C he, IVS 5+32C>G he, IVS 7-22C>A he, IVS 9+2T>C he

IVS 1-34T>C he, IVS 3-20T>C he, IVS 3+10 T>C he, IVS 5+32 C>G he

IVS 3+10T>C he
IVS 2-32C>G he, IVS 3+10T>C he, IVS 5+32C>G he, IVS 7-22C>A he, IVS 8+32G>C he

IVS 2-9 T>A he

Tabelle 4: Ergebnis der molekulargenetischen Untersuchung

Polymorphismen

V387V heterozygot

V387V heterozygot
V387V heterozygot
V387V heterozygot

Thr351Thr hetero

V387V heterozygot

V387V heterozygot
V387V heterozygot
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3.2 Enzymatik

Von 18 der 41 Kinder wurde eine Analyse der residualen Aktivitdt des MCAD- Enzyms durchgeflhrt.
Es zeigten sich Aktivitaten zwischen 0,34% und 13,19%.

Am bedeutsamsten war diese Analyse bei den 5 Kindern, bei denen in der genetischen Analyse ledig-
lich eine Mutation gefunden wurde. Es zeigte sich bei allen eine niedrige residuale Aktivitat des
MCAD- Enzyms, so dass die Diagnose eines MCAD- Mangels gestellt werden konnte (2 Patienten mit
245insT/ -: 0,57% und 1,19%, 3 Patienten mit 985A>G/ -: 5%, 5,99% und 5,44%).

Korrelation der Residualaktivitit mit dem Genotyp:

Bei den Ubrigen 13 Patienten, von denen Lymphozyten zur Messung der Restaktivitat isoliert wurden,
fiel eine Korrelation der Enzymaktivitat mit dem jeweiligen Genotyp auf (Abbildung 4). Bei den Patien-
ten, die homozygot fir die pravalente Mutation waren, wurden Aktivitaten unter 3% gemessen (0,34%-
2,14%).

Die beiden Patienten, die den molekulargenetischen Befund 985A>G/199T>C aufwiesen, hatten eine
Enzymaktivitdt von 9,7% bzw. 11,17%. Die hdchste Restaktivitdt fand sich bei Patient 26
(199T>C/1140insG) mit 13,19%.

Der Patient, der homozygot fir 799G>A war, wies eine Restaktivitdt von 7,14% auf, bei Patient 13
(157C>T homozygot) fanden sich 8,78%. Patient 18 (985A>G/ 347G>A) zeigte eine Aktivitat von
1,03%.

9.199T>C / g.1140ins G —

g.985A>G / g.199T>C ]

9.985A>G / g.199T>C

g.157C>T/g.157C>T | —

9.799G>A/ g.799G>A |

g.985A>G / - ]

g.985A>G / - ]

g.985A>G / - ]

9.985A>G / g.985A>G

Genotyp

9.985A>G/ g.985A>G
9.985A>G / g.985A>G

g.245insT / -

g.985A>G / g.347G>A

9.985A>G / g.985A>G

g.245insT / -

9.985A>G / g.985A>G

9.985A>G / g.985A>G

]|

9.985A>G / g.985A>G

0% 2% 4% 6% 8% 10% 12%
Enzymaktivitat

Abbildung 4: Korrelation Enzymaktivitat/ Genotyp
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Farbenerklarung (gultig fir die gesamte Arbeit):

grau: 985A>G/985A>G

rot: 157C>T/157C>T

grin: 799G>A/799G>A

gelb: 985A>G/199T>C

blau: 199T>C/1140insG

orange: 985A>G/ sonstige

weild: nur eine Mutation gefunden
turkis: 245insT/ 245insT

3.3 Acylcarnitine

Screening:

Von 30 Patienten lagen die Befunde aus dem Neugeborenen- Screening vor. Die Daten waren teilwei-
se unvollstandig.

C8:0 - n=30

C10:0 - n=28

CO0 —n=26

Freies Carnitin im Screening
Der Messwert fiir das freie Carnitin befand sich bei allen Patienten im Normbereich mit einer mittleren
Plasmakonzentration von 36,1 umol/l. Es zeigte sich keine Korrelation zwischen dem CO-

Plasmaspiegel und dem Genotyp der Patienten wie aus Abbildung 5 hervorgeht.

70
60
50

40 =

20 A

9.985A>G / -
g.245insT / -
g.245insT / -
g.985A>G / -

CO0- Plasmaspiegel in umol/l
=) > 8
g.985A>G / g.985A>G
]
|
J
|
]
|
]
|
]
]
|
g.157¢c>T/g.157C>T [

g.985A>G / g.199T>C
g.985A>G / g.616C>T
g.985A>G / g.985A>G
g9.985A>G / g.245ins T
9.985A>G / g.985A>G
g.985A>G / g.985A>G
g.985A>G / g.199T>C
g.985A>G / g.985A>G
9.985A>G / g.985A>G
g.985A>G / g.985A>G
g.985A>G / g.985A>G
9.985A>G / g.985A>G
9.985A>G / g.985A>G
g.985A>G / g.985A>G
0.985A>G / g.985A>G
9.985A>G / g.199T>C
g.245insT / g.245insT
9.985A>G / g.1137T>A
g.985A>G / g.985A>G
g.985A>G / g.199T>C

@
]
3
]
-~
3
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Abbildung 5: Korrelation CO- Plasmaspiegel/ Genotyp

Bei der Zusammenstellung der residualen MCAD- Enzymaktivitat der Patienten und deren CO- Plas-

maspiegel zeigte sich ebenfalls keine Beziehung (Abbildung 6).

70

60 1

50

40 A

CO in pmol/l

30

20 A

0% 2% 4% 6% 8% 10% 12%
Enzymaktivitat in %

Abbildung 6: Korrelation CO- Plasmaspiegel/ Enzymaktivitat

Octanoyl- Carnitin im Screening

Das C8:0 Carnitin war bei allen Patienten im Screening erhoht. Es fiel eine sehr grof3e Spannbreite auf
(C8:0 lag zwischen 0,9umol/l und 35,65umol/l). Die mittlere C8:0- Konzentration im Trockenblut betrug
8,55umol/l.

Bei der Korrelation der C8:0- Werte mit den Ergebnissen der genetischen Analyse zeigte sich, dass flr
die pravalente Mutation homozygote Patienten tendenziell ein hdheres C8:0 hatten als Patienten mit
als mild beschriebenen Genotypen (Abbildung 7). Alle Kinder mit einem Octanoylcarnitin > 8umol/l
waren entweder homozygot fir die pravalente Mutation, wiesen eine Nullmutation homozygot
(245insT/245insT) oder eine Compound Heterozygotie fir 985A>G/245insT auf. Die Patienten mit
dem Genotyp 985A>G/199T>C zeigten ein C8:0 unter 5umol/l. In diesem Bereich fanden sich auch
die Kinder mit 799G>A/799G>A, 157C>T/157C>T und 985A>G/616C>T.
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Decanoyl- Carnitin im Screening

Die vorliegenden C10:0- Werte lagen zwischen 0,4pmol/l und 2,88umol/l (mittlerer C10:0- Plasma-
spiegel 0,98umol/l). Auch hier wurde der Zusammenhang des C10:0 mit den Resultaten der moleku-
largenetischen Untersuchung und den Messungen der Octanoylcarnitin- Oxidation untersucht (Ab-
bildung 9). Hierbei zeigte sich, dass zwar alle Neugeborenen ein erhdhtes C10:0 aufwiesen, dass es
aber zwischen den Genotypen und den C10:0- Plasmacarnitinspiegeln keinen deutlichen Zusammen-
hang gibt. Die héchsten C10:0- Werte fanden sich bei Kindern mit dem Genotyp 985A>G/985A>G,
allerdings gab es auch Patienten mit diesem molekulargenetischem Befund, die sich im mittleren und
unteren Bereich der Range fanden. Die Patienten mit 799A>G/799A>G, 157C>T/157C>T und
985A>G/616C>T wiesen Werte im unteren Bereich auf. Kinder mit der 199T>C- Mutation zeigten

C10:0- Werte im mittleren und oberen Teil des gemessenen Spektrums.
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Abbildung 9: Korrelation C10:0- Plasmaspiegel/ Genotyp
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Bei der Korrelation der C10:0- Plasmaspiegel mit der residualen MCAD- Enzymaktivitdt war kein Zu-

sammenhang erkennbar (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Korrelation C10:0- Plasmaspiegel/ Enzymaktivitat

C8:0/ C10:0 im Screening

12%

Aus den vorhandenen C8:0- und C10:0- Werten konnte fir 28 Kinder der Quotient C8:0/C10:0_be-

rechnet werden.

Alle Patienten mit einem C8:0/C10:0 > 7 waren entweder homozygot fir die pravalente Mutation oder
wiesen eine Nullmutation auf (985A>G/245insT, 245insT/245insT). Allerdings lagen auch drei der Pa-
tienten, bei denen nur eine Mutation gefunden wurde, in diesem Bereich. lhre Restaktivitdten betrugen
0,57%, 1,19% und 5%. Alle Patienten mit 985A>G/199T>C hatten eine C8:0/C10:0- Ratio unter 4 (Ab-

bildung 11).
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Abbildung 11: Korrelation C8:0/C10:0- Ratio/ Genotyp
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g.985A>G / g.985A>G

Bei der Betrachtung der Restaktivitdt des MCAD- Enzyms in Zusammenhang mit dem Quotienten aus

Octanoylcarnitin und Decanoylcarnitin zeigte sich, dass Patienten mit einer héheren residualen Aktivi-

tat niedrigere Quotienten aufwiesen und minimale MCAD- Aktivitdten mit hohen Quotienten einhergin-

gen (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Korrelation C8:0/ C10:0- Ratio/ Enzymaktivitat
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Acylcarnitine im zeitlichen Verlauf:

Die Acylcarnitine wurden ebenfalls im Verlauf betrachtet. Dabei wurden ein Wert am Ende des vollen-
deten ersten Lebensjahres erhoben und alle Messungen darlber hinaus bis zum Ende des Betrach-
tungszeitraums im Oktober 2008 (Alter der Patienten zu diesem Zeitpunkt ein Monat bis 12 Jahre) in

eine Kategorie ,>1. Lebensjahr* zusammengefasst.

Octanoyl- Carnitin im zeitlichen Verlauf

Dabei lie3 sich feststellen, dass das C8:0 nicht bei allen Patienten konstant erhdht war. 8 Kinder zeig-
ten im betrachteten Zeitraum (von Geburt bis zum Ende des Betrachtungszeitraums im Oktober 2008
(Alter der Kinder 1 Monat — 12 Jahre)) eine Normalisierung des C8:0. 4 dieser Patienten waren
homozygot fiir die pravalente Mutation. AuRerdem zeigten zwei Kinder den Genotyp 157C>T/157C>T,
einer 985A>G/199T>C und einer 199T>C/1140insG.

Im ersten Lebensjahr wiesen die Kinder, die pravalent flr die homozygote Mutation waren, C8:0- Wer-
te zwischen 0,85umol/l und 7,24umol/l auf. Bei einem Patienten dieser Gruppe konnte ein Wert im
Normbereich erhoben werden. Dagegen fand sich bei den Patienten mit der 199T>C- Mutation eine
Erhéhung des C8:0 lediglich im Bereich von 0,45umol/l und 0,9umol/l. Die Kinder mit den milden Mu-
tationen 799G>A, 157C>T und 616C>T zeigten Werte zwischen 0,44umol/l und 2,57umol/l (Tabelle 5,
Abbildung 13 und 14).

Tabelle 5: C8:0-Plasmaspiegel im ersten Lebensjahr

Nr Allel 1 Allel 2 cs8 pmol/l Median
1 g.985A>G  g.985A>G

2 g.985A>G - 2,51 1,72 094 27 1,97
3 g.985A>G  g.985A>G 4,55 4,55
4 g.985A>G  g.985A>G

5 g.985A>G  g.985A>G 1,42 2,16 1,06 1,55
6 g.985A>G  g.985A>G 2,30 3,04 0,53 1,96
7 c.985A>G  c.985A>G 7,24 2,09 4,67
8 g.985A>G  g.985A>G 3,05 3,05
9 g.985A>G - 1,48 0,88 1,18
10 g.245insT - 1,60 0,68 1,14
11 g.245insT -

12 g.985A>G  g.985A>G 1,48 1,48
13 g.157C>T  g.157C>T 1,65 0,9 0,79 1,11
14 g.985A>G  g.985A>G 3,40 3,5 3,5 52 3,9
15 g.985A>G  g.199T>C

16 g.985A>G  g.985A>G 2,80 2,52 2,66
17 g.985A>G - 1,59 1,59
18 g.985A>G  g.347G>A 4,76 1 2,88
19 g.985A>G  g.985A>G 3,13 1,29 2,21
20 g.985A>G  g.985A>G 0,85 0,85
21 g.985A>G  g.985A>G 1,10 1,1

22 g157C>T  g.157C>T
23 g.157C>T  g.157C>T

24 g.985A>G  g.1137T>A 1,28 2,2 2,18 1,89
25 g.985A>G  g.985A>G 2,92 2,92
26 g.199T>C g.1140insG 0,48 0,58 0,53
27 g.985A>G  g.245insT 2,50 2,5 4,02 3,01
28 g.985A>G  g.985A>G 2,18 3,29 3,8 3,09
29 g.245insT g.245insT

30 g.985A>G  g.985A>G 2,64 7,1 4,87
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31 g.985A>G  ¢.199T>C 0,45 0,45

32 g.985A>G  g.985A>G 08 115 2,78 1,6
33 g.985A>G  g.199T>C

34 g.985A>G  g.985A>G n 2,91 2,91
35 c.799G>A  c.799G>A 2,57 2,57
36 .985A>G  g.616C>T 082 044 0,63
37 g.985A>G  g.985A>G 2,80 340 3,1
38 g.985A>G  .985A>G

39 g.985A>G  g.985A>G 1,82 272 2,27
40 g.985A>G  g.985A>G 6,30 475 5,53
41 g.985A>G  g.199T>C 054 09 09 0,78

n= normwertig

Der Mittelwert wurde aus den pathologisch erhéhten Werten errechnet.

Mittelwert der fur die pravalente Mutation homozygoten: 2,86umol/l

Mittelwert der Patienten mit milden Mutationen: 1,01umol/|



C8:0- Plasmacarnitin in pmol/l
[
®

1. Lebensjahr

Abbildung 13: C8:0 im 1. Lebensjahr bei fir die pravalente Mutation homozygoten Kindern

(bei Vorliegen mehrerer Messwerte eines Patienten wurde der Mittelwert verwendet)

C8:0- Plasmacarnitin in pmol/l
w

1. Lebensjahr

Abbildung 14: C8:0 im 1.Lebensjahr bei Kindern mit milden Mutationen (199T>C, 799G>A, 157C>T,
616C>T)

(bei Vorliegen mehrerer Messwerte eines Patienten wurde der Mittelwert verwendet)
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Uber das erste Lebensjahr hinaus wurden fiir die Patienten mit dem Genotyp 985A>G/985A>G Werte
zwischen 0,47umol/l und 4,81umol/l gemessen. Drei Kinder zeigten an einem der Messpunkte ein
C8:0 im Normbereich (Tabelle 6, Abbildung 15). Bei Patienten mit milderen Mutationen wie 799G>A,
157C>T, 616C>T und 199T>C zeigte sich ein C8:0 zwischen 0,41umol/l und 2,28umol/l (Tabelle 6,
Abbildung 16). Auch in dieser Gruppe fiel eine Normalisierung des C8:0 bei drei Patienten auf.

Tabelle 6: C8:0- Plasmaspiegel > 1. Lebensjahr

Nr Allel 1 Allel 2 Ccs8 pmol/l Median
1 g.985A>G  g.985A>G 1,55 n 1,55
2 g.985A>G -

3 g.985A>G  g.985A>G

4 g.985A>G  g.985A>G 1,79 1,79
5 g.985A>G  g.985A>G

6 g.985A>G  g.985A>G 0,6 0,6
7 c.985A>G  c.985A>G

8 g.985A>G  g.985A>G

9 g.985A>G -

10 g.245insT -

11 9.245insT - 2,55 1,64 6,44 3,54
12 g.985A>G  g.985A>G 1,81 3,23 1,37 n 0,77 1,79
13 g.157C>T  g.157C>T 0,41 n 0,41
14 g.985A>G  g.985A>G 2,98 2,98
15 g.985A>G  @.199T>C

16 g.985A>G  g.985A>G 1,6 2,59 1,64 1,86 0,94 1,72
17 g.985A>G - 1,13 1,13
18 g.985A>G  g.347G>A 5,57 5,57
19 g.985A>G  g.985A>G

20 g.985A>G  g.985A>G

20 g.985A>G  g.985A>G

21 g.985A>G  g.985A>G

22 g.157C>T  g.157C>T n 0,66 0,66
23 g.157C>T  g.157C>T 0,68 0,68
24 g.985A>G  g.1137T>A

25 g.985A>G  g.985A>G

26 g.199T>C  g.1140insG 0,54 n 0,54
27 9.985A>G  g.245insT 1,81 1,81
28 g.985A>G  g.985A>G 3,54 3,54
29 g.245insT  g.245insT

30 g.985A>G  g.985A>G 1,48 1,48
31 g.985A>G  ¢.199T>C

32 g.985A>G  g.985A>G 0,47 0,47
33 g.985A>G  g.199T>C

34 g.985A>G  g.985A>G

35 ¢.799G>A  c.799G>A 1,9 1,08 1,49
36 g.985A>G  g.616C>T 2,28 2,28
37 g.985A>G  g.985A>G 4,81 3,9 1,49 n 3,4
38 g.985A>G  g.985A>G

39 g.985A>G  g.985A>G 1,24 2,88 4,43 2,85
40 g.985A>G  g.985A>G 1,58 1,58
41 g.985A>G  g.199T>C 0,45 0,45

n= normwertig

Der Mittelwert wurde aus den pathologisch erhéhten Werten errechnet.

Mittelwert der fur die pravalente Mutation homozygoten: 1,98umol/l

Mittelwert der Patienten mit milden Mutationen: 0,93umol/|
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C8:0- Plasmacarnitin in pmol/l
N
)

> 1. Lebensjahr

Abbildung 15: C8:0 nach dem 1. Lebensjahr bei fir die pravalente Mutation homozygoten Kindern

(bei Vorliegen mehrerer Messwerte eines Patienten wurde der Mittelwert verwendet)

C8:0- Plasmacarnitin in pmol/l
N
)

> 1. Lebensjahr

Abbildung 16: C8:0 nach dem 1. Lebensjahr bei Kindern mit milden Mutationen (199T>C, 799G>A,
616C>T, 157C>T)

(bei Vorliegen mehrerer Messwerte eines Patienten wurde der Mittelwert verwendet)
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Zusammenfassend fiel auf, dass es im Verlauf zu einer Normalisierung des C8:0 kommen konnte und

dass tendenziell Patienten mit mildem Genotyp einen niedrigeren C8:0- Plasmaspiegel aufwiesen.

Decanoyl- Carnitin im zeitlichen Verlauf

Das C10:0 wurde bei 31 Kindern in einem Intervall von 2-3 Wochen nach der Geburt erneut bestimmt
und lag bei drei Patienten im Normbereich. Alle anderen Patienten wiesen ein erhéhtes C10:0 auf. Im
ersten Lebensjahr und dartiber hinaus wurde das Decanoylcarnitin ebenfalls bestimmt und war bei der

Mehrheit der Patient unabhangig vom molekulargenetischen Befund erhoht.

Freies Carnitin im zeitlichen Verlauf
Die Messwerte fur das freie Carnitin wurden ebenfalls im weiteren Verlauf quantitativ betrachtet. Dabei
wurden zudem klinischen Daten hinzugezogen. Hier war vor allem von Bedeutung, ob eine Supple-

mentierung mit Carnitin erfolgte.

Von 39 der 41 Patienten lagen Messwerte des CO vor. Dabei war das freie Carnitin bei 25 Kindern im
gesamten betrachteten Zeitraum im Normbereich. Folglich fand sich bei 14 Kindern ein erniedrigtes
freies Carnitin. 9 dieser Patienten waren homozygot fir die pravalente Mutation. Aullerdem fanden
sich in dieser Gruppe folgenden Genotypen: 985A>G/-, 245insT/-, 157C>T/157C>T, 985A>G/347G>A,
199C>T/1140insG (Tabelle 7).

Von diesen 14 erhielten 3 Kinder eine Substitution.

1.) Bei Patient 11 (245insT/-) wurde im Alter von 2 Jahren und 5 Monaten eine niedriges Carnitin fest-
gestellt und daraufhin mit einer Substitutionsbehandlung begonnen. Die Dosis lag bei 32mg pro kg

Kdrpergewicht pro Tag. Funf Monate spater lag das freie Carnitin wieder im Normbereich.

2.) Bei Patient 16 (985A>G/985A>G) wurde die Supplementierung nach einem Wert unterhalb der
Norm im 6. Lebensmonat mit einer Dosis von 30mg/ kg Kérpergewicht (KG)/ Tag begonnen. Hier al-
lerdings blieb das Carnitin trotz Substitution niedrig. Erstmals im Normbereich lag es im Alter von 3
Jahren. Ab diesem Zeitpunkt wurde das Carnitin nur noch bei Bedarf gegeben. Im 5. Lebensjahr wur-

de es erneut erniedrigt gemessen.

3.) Das dritte Kind war homozygot fir die pravalente Mutation. Eine Carnitin-Supplementierung in
einer Dosis von 30- 40mg/ kg wurde prophylaktisch ohne Vorliegen eines erniedrigten freien Carnitins
begonnen. Nach Beendigung der Substitutionsbehandlung im flnften Lebensjahr wurde erstmals ein

erniedrigtes freies Carnitin gemessen. Klinisch zeigten sich keine Auffalligkeiten.

Bei den anderen 11 Patienten, die eine erniedrigtes freies Carnitin aufwiesen und keine Substitution
erhielten, trat der Abfall zwischen dem 9. Lebenstag und 6. Lebensjahr auf. In zwei Fallen wurde wie-
derholt eine Erniedrigung gemessen (Abbildung 17). Bei vier der Patienten lag das freie Carnitin bei
der nachsten Messung auch ohne Substitutionsbehandlung wieder im Normbereich (Pat. 2 mit

985A>G/ -, Pat. 18 985A>G/ 347G>A, Pat. 20 985A>G/985A>G, Pat. 32 985A>G/ 985A>G).
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Abbildung 17: Freies Carnitin im Verlauf bei Patienten ohne Substitutionsbehandlung, bei denen ein

erniedrigtes CO gemessen wurde.

Insgesamt erfolgte die Therapie mit Carnitin in 7 Fallen, von denen 2 — wie oben bereits beschrieben-
ein erniedrigtes CO vor Therapiebeginn aufwiesen. Bei 5 Patienten lag der CO- Wert bei Therapiebe-
ginn im Normbereich. Bei einem Patienten wurde nach Absetzen der Therapie ein erniedrigtes CO

gemessen (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Uberblick freies Carnitin

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in der Gruppe der Patienten, die homozygot fiir die prava-

lente Mutation waren, von insgesamt 21 Kindern nur bei 9 ein erniedrigtes freies Carnitin gemessen
wurde (entspricht 42,8%). Von den Patienten (insgesamt 9), die milde Mutationen (157C>T, 799G>A,

199T>C, 616C>T) aufweisen, konnte bei zweien ein erniedrigter Wert gemessen werden (entspricht

22,2%).

Tabelle 7: Freies Carnitin im Verlauf in umol/|

Nr. Allel 1
1 .985A>G
2 0.985A>G
3 g.985A>G
4 9.985A>G
5 .985A>G
6 9.985A>G

Allel 2

.985A>G

9.985A>G

9.985A>G

.985A>G

9.985A>G

Sub

14 43 31 16

g 22 32 24 19 7 15
4] 41 33 14

(6] 11

14 42 16 15 26 8

%] 36 12 18 5 3
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7 g.985A>G  g.985A>G @ 19 19

g.985A>G - 41,2

g.245insT -

13 g.157C>T  g.157C>T

g.985A>G  g.199T>C

17 g.985A>G -
19 g.985A>G  g.985A>G @ 31

g.985A>G g.985A>G 40

23 g.157C>T  g.157C>T

g.985A>G g.985A>G @ 30

27 g.985A>G g.245insT

g.245insT g.245insT

g.985A>G  g.199T>C

33 g.985A>G  g.199T>C

9.799G>A  g.799G>A @ 20



37 g.985A>G g.985A>G 28 25 24 26 8 5

38 9.985A>G  g.985A>G
39 9.985A>G  g.985A>G 14 51 21 12 15 17
40 9.985A>G  Qg.985A>G @ 28 23 50 40 9

41 g.985A>G  @.199T>C @ 66 44 62 62 31

Sub= Substitution mit Carnitin; @= keine Substitution erfolgt; V= Carnitingabe erfolgt
Rot markiert — erniedrigtes freies Carnitin

Von Patient 23 und 38 lagen keine Werte vor

3.4 Organische Sauren

Von 31 der 41 Patienten wurden die organischen Sauren im Urin bei einer der Vorstellungen in der
Stoffwechselambulanz bestimmt. Die Kinder waren zum Zeitpunkt der Analyse zwischen 8 Tage und 8
Jahre alt. Es wurde besonders auf die MCAD- typischen Metabolite Suberinsdure, Adipinsdure und

Hexanoylglycin geachtet. Die Daten wurden qualitativ und nicht quantitativ ausgewertet.

Keiner der drei Metabolite war bei allen Patienten erhoht. 4 Patienten wiesen einen Normalbefund auf
(Patient 22 mit 157C>T/157C>T, Patient 23 mit 157C>T/157C>T, Patient 24 mit 985A>G/1137T>A und
Patient 26 1140insG/199T>C).

Eine Erhdhung aller drei organischen Sauren im Urin wurde bei 6 Patienten gefunden. Davon waren 4
homozygot fur die prévalente Mutation. Ein Patient hatte den Genotyp 985A>G/616C>T und einer war
homozygot fur 157C>T (Patient 13). Von den 15 Patienten, die eine Erh6hung zweier Metabolite zeig-
ten, waren 10 homozygot fur 985A>G. Bei den verbliebenen 6 Patienten konnte lediglich der Anstieg
eines Metaboliten festgestellt werden (3 mit dem Genotyp 985A>G/985A>G).

Bezogen auf die einzelnen Mutationen kann man sagen, dass von den drei Patienten mit dem Geno-
typ 157C>T/157C>T zwei einen Normalbefund aufwiesen, wohingegen bei dem dritten Patienten alle
drei Metabolite im Urin erhoht waren. Von drei Patienten mit der milden 199C>T- Mutation lagen Be-
funde vor, in einem Fall handelte es sich um einen Normalbefund. Ein Kind wies eine einfache Erho-
hung von Adipinsdure und Hexanoylglycin auf, der dritte Patient eine einfache Erhéhung der

Adipinsaure.

Hexanoylglycin

Hexanoylglycin war bei 11 Kindern erhéht. Im Vergleich der drei untersuchten Metabolite zeigte sich
hier die geringste Ausscheidung. Die Werte waren im Vergleich zum Normwert nur einfach, bei einem
Patienten (Patient 3 985A>G/985A>G) sogar nur leicht erhoht. 8 dieser Patienten waren homozygot
fur die pravalente Mutation, 2 wiesen neben der pravalenten eine andere Mutation auf (199T>C bzw.
616C>T) und einer war homozygot fur 157C>T. Ein Zusammenhang zwischen der jeweiligen Mutation
und der HOhe der Ausscheidung dieses Metaboliten tber die Niere war nicht feststellbar. Darauf weist
auch die Tatsache hin, dass unter den 20 Kindern ohne eine Erhdhung dieses Metaboliten alle Geno-

typen vertreten waren (Abbildung 19).
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Genotyp

n.d.= nicht detektierbar
1= leicht erhéht, 2= einfach erhoht

Abbildung 19: Korrelation Hexanoylglycin im Urin/ Genotyp

Suberinsaure

Die deutlichsten Abweichungen vom Normwert fanden sich bei der Messung der Suberinsaure, wel-
che bis zu vierfach angestiegen war. Eine Erhéhung dieses Metaboliten fand sich bei 21 Kindern. Von
diesen waren 14 homozygot fir die pravalente Mutation. Die héchsten Werte fanden sich bei Patient
17 (985A>G/ -) und bei Patient 36 (985A>G/616C>T). Nur leicht erhéht war die Suberinsaure hinge-
gen bei 2 Patienten (985A>G/985A>G, 799G>A/799G>A). Es scheint kein Zusammenhang zwischen
dem Genotyp und dem Anstieg dieses Metaboliten im Urin zu bestehen, da sich Patienten mit dem
Genotyp 985A>G/985A>G sowohl unter denen mit dreifacher Erhéhung als auch bei den Kindern mit
nur leichtem Anstieg oder Normalbefund fanden. Des Weiteren zeigten zwei der Kinder mit
157C>T/157C>T einen Normalbefund, wahrend der dritte Patient mit diesem molekulargenetischen
Befund eine einfache Erhdhung zeigte. Alle Kinder mit 199T>C wiesen bei der Betrachtung dieses

Metaboliten normale Spiegel im Urin auf (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Korrelation Suberinsaure im Urin/ Genotyp

Adipinséure

Die Adipinsaure wurde bei 22 der 31 untersuchten Kinder im Urin vermehrt ausgeschieden. Davon
waren 13 homozygot fir die pravalente Mutation. Die hochsten Werte (das dreifache der Norm) zeig-
ten sich hier bei denselben Patienten, bei denen auch die Suberinsdure am starksten erhoht war (Pa-
tient 16 985A>G/-, Patient 36 985A>G/616C>T). Nur eine leichte Ausscheidung von Adipinsaure fand
sich hingegen im Urin von Patient 12 (985A>G/985A>G). Bei allen anderen Kindern zeigte sich eine
einfache Erhéhung (aulBer bei Patient 30 985A>G/985A>G — zweifach). Hierunter waren sowohl Kin-
der mit dem Genotyp 985A>G/985A>G als auch die mit 985A>G/199T>C, eins mit 157C>T/157C>T
und zwei weitere, die neben der pravalenten noch eine andere Mutation aufwiesen (245insT bzw.
347G>A). Zusammenfassend liel3 sich auch hier keine Zusammenhang zwischen molekulargeneti-

schem Befund und Ausscheidung von Adipinsaure feststellen (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Korrelation Adipinsaure im Urin/ Genotyp

3.5 Korperliche Entwicklung

Von 38 der insgesamt 41 untersuchten Kinder standen Daten beziiglich der kérperlichen Entwicklung
zur Verfugung. Die Informationen wurden aus den Ambulanzakten der Kinderklinik der Uniklinik Dus-
seldorf gewonnen. Zum Zeitpunkt der letzten Vorstellung waren die Patienten zwischen 1 Monat und
12 Jahren alt, davon 14 Madchen und 24 Jungen.

Geburt:

Informationen Uber das Gewicht bei Geburt lagen von 34 Patienten vor. Bei Geburt zwischen der 37.-
40.Schwangerschaftswoche lag es im Mittel bei 3481,9 g (2410- 47009g). Insgesamt lagen 22 Kinder
oberhalb der 50. Perzentile, davon waren 10 homozygot fur die pravalente Mutation. Am leichtesten
war Patient 33 (985A>G/199T>C) mit 2410g und am schwersten Patient 29 (245insT/ 245insT) mit
4700g. Patient 33 war damit auch das einzige Kind, welches sich auf der 3. Perzentile befand und
Patient 29 das einzige mit einem Gewicht Uber der 97. Perzentile. Es fiel auf, dass die Kinder, die
homozygot fiir die pravalente Mutation waren, iber den gesamten Gewichtsbereich bis zu 4010g ver-
treten waren. Auch in Bezug auf die vier Patienten mit dem Genotyp 985A>G/199T>C liel3 sich dies
feststellen (2410g, 3100g, 36609, 4150g).
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Es lasst sich abschlieRend sagen, dass kein Zusammenhang zwischen der Mutation und dem Ge-
burtsgewicht besteht (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Korrelation Geburtsgewicht/ Genotyp

Eine Angabe zur Geburtsldnge lag von 30 Patienten vor, wobei sie im Mittel 52cm betrug (46- 58cm).
26 Kinder lagen uber der 50. Perzentile, 14 davon waren homozygot fiir die pravalente Mutation. Nur
ein Kind lag unter- bzw. innerhalb der 3. Perzentile und war damit am kleinsten (Pat.33 985A>G/
199T>C). Am gréften war Patient 29 (245insT/ 245insT) mit 58cm. Bei Kind 29 wurde ein pranatal
nicht nachgewiesener Gestationsdiabetes der Mutter fur die Kérpermale verantwortlich gemacht. Wie
auch beim Gewicht gab es eine breite Verteilung der fir die pravalente Mutation homozygoten Patien-
ten bis hin zu 55cm (Abbildung 23) . Kinder mit dem Genotyp 985A>G/199T>C fanden sich im gesam-

ten Messbereich (46cm, 52cm, 56cm, 56¢cm).
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Abbildung 23: Korrelation Geburtslange/ Genotyp

Weiterer Verlauf:
Im weiteren Verlauf wurde die kdrperliche Entwicklung bei vollendetem erstem Lebensjahr und beim

Zeitpunkt der letzten Vorstellung erfasst.

Im_Alter von einem Jahr wurden 7 Kinder in der Ambulanz gewogen. Das mittlere Gewicht betrug
10144,3g (6540- 13200g), 6 Patienten lagen Uber der 50. Perzentile.

Auch die KérpergréBe wurde im Alter von einem Jahr nur bei 7 Kindern gemessen. Die mittlere Lan-
ge betrug 76,3cm (67- 81,8cm). Ein Verlauf oberhalb der 50. Perzentile zeigte sich bei 4 Patienten.

Mit Hilfe dieser Angaben lasst sich kein Zusammenhang zwischen den Genotypen und der koérperli-
chen Entwicklung der Kinder im ersten Lebensjahr herstellen.

Aktuell konnten von 36 Kindern Gewicht und von 35 die Lange erfasst werden. Da die Kinder derzeit
alle unterschiedlich alt sind, wurde bei der Auswertung nur auf die Perzentilen und deren Verlauf ge-
achtet.

Es lagen 27 Kinder beziglich des Gewichts und 25 bezogen auf die Lange Uber der 50. Perzentile.
Kein Kind lag unter der 3. Perzentile. Es lie® sich anhand der Angaben bei der letzten Vorstellung kein

Zusammenhang zwischen dem Genotyp der Kinder und der kdrperlichen Entwicklung herstellen.
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3.6 klinische und laborchemische Auffalligkeiten

Diese Informationen wurden den Akten entnommen. Besonderes Augenmerk wurde dabei auf die
Anzahl der stationaren Aufenthalte, Hypoglykdmien, Transaminasenerh6hungen, neurologische Ent-

wicklung und Carnitinsupplementierung gelegt. Bei zwei Kindern war eine Akteneinsicht nicht mdéglich.

Hypoqglykdmien

Von den 39 Kindern hatten 4 bisher eine manifeste Hypoglykamie, davon ein Kind mehrfach. Von den
4 Patienten waren 2 homozygot fiir 985A>G, einer homozygot flir 799G>A und einer wies eine Nullmu-
tation auf (985A>G/245insT). Das Kind, bei dem eine Unterzuckerung haufiger auftrat, hatte den Ge-
notyp 985A>G/985A>C.

Die Unterzuckerungen ereigneten sich in diesem gescreenten Patientenkollektiv im Rahmen von In-
fekten der oberen Atemwege oder des Gastrointestinaltrakts, in deren Folge es zu einer unzureichen-
den Nahrungsaufnahme kam. Bei Kind 35 (799G>A/799G>A) trat die Hypoglykdmie im Rahmen eine
E.coli- Sepsis auf. In zwei Fallen zeigten sich im Rahmen der Hypoglykdmie auch neurologische Auf-
falligkeiten (Apathie, von der Mutter beschreiben als ,komisches Zeug geredet®). Bei keinem Kind
wurden neurologische Folgeschaden beschrieben.

In einem weiteren Fall wurde eine fragliche Hypoglykdmie (da nicht nachgewiesen, hier nicht zu den
manifesten Hypoglykdmien gezahlt) von der Mutter beschrieben. Dieses Kind wies ebenfalls den mo-
lekulargenetischen Befund 985A>G/985A>G auf. Es starb im Alter von 8 Monaten offensichtlich wah-

rend einer zu langen Nuchternperiode.

35 Kinder zeigten keine hypoglykdmen Episoden, von diesen 35 waren 17 homozygot fir die prava-
lente Mutation. Auch die Kinder, die homozygot fur 157C>T waren, und die, deren Genotyp die Mutati-

on 199T>C enthalt, gehoérten in diese Gruppe.

Stationdre Behandlung

18 der 39 Kinder mussten im beobachteten Zeitraum stationar behandelt werden, 3 davon mehrfach.
Der haufigste Grund fir die stationare Aufnahme waren Infekte jeglicher Art, in deren Rahmen es oft
zu Nahrungsverweigerungen kam, die eine engmaschige Kontrolle der Stoffwechsellage erforderlich
machten. Wie oben beschrieben, traten in 4 Fallen Hypoglykdmien auf, wodurch eine Infusionsthera-
pie mit Glukose notwendig wurde. Bei anderen Kindern wurde diese rein prophylaktisch verabreicht.

Patient 29 (245insT/245insT) wurde wegen einer respiratorischen Anpassungsstérung 5 Tage nach

der Geburt aufgenommen. Eine Hypoglykdmie wurde allerdings nicht festgestellt.

10 der Patienten in stationarer Behandlung waren homozygot fiir die pravalente Mutation, zwei waren
homozygot flr 157C>T und einer fur 799G>A. Des Weiteren fanden sich die Genotypen mit den Null-
mutationen (245insT/ -, 985A>G/245insT, 245insT/245insT) und die mit der in der Literatur als mild
beschrieben Mutation 199T>C (985A>G/199T>C, 1140insG/199T>C).

Neurologische Auffilligkeiten
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Neurologische Auffalligkeiten zeigten sich in 2 Fallen (beide Patienten homozygot flir die pravalente
Mutation), wobei die Klinik im Zusammenhang mit einer Hypoglykamie auftrat (Patient 14 — Apathie,
Patient 16 — Somnolenz, ,komisches Zeug reden®). Neurologische Folgeschaden - wie bei nicht

gescreenten Patienten beschrieben -fanden sich in diesem Kollektiv nicht.

Allgemeine Besonderheiten

Bei der Durchschau der Akten wurde des Weiteren auf allgemeine Besonderheiten geachtet. Es fiel
auf, dass Eltern in 8 Fallen wahrend eines Infektes ihren Kindern Maltodextrin gaben und eine Gene-
sung zu Hause maoglich war. Bei drei Patienten erfolgte dies sogar mehrfach. Es kam in diesen Fallen

nicht zu einer Hypoglykamie. Fur die pravalente Mutation homozygot waren 5 Kinder.

Bei 5 anderen Kindern fanden sich Infekte in der Anamnese, die auch ohne Maltodextringabe prob-

lemlos abheilten. 2 dieser Patienten waren homozygot flr 985A>G.

Laborchemische Auffalligkeiten

AuBerdem wurde bei der Durchschau der Akten auf die Laborwerte, dabei besonders auf die Transa-
minasen, geachtet. Bei 11 Patienten wurden diese gemessen. In 5 Féllen zeigten sich pathologische
Werte zu einem der Messzeitpunkte. Bei einem Patienten (157C>T/157C>T) zeigte sich eine isolierte
Erhéhung der yGT, bei einem (985A>G/985A>G) eine isolierte Erhéhung der GOT und zweimal
(985A>G/985A>G, 245insT/245insT) ein alleiniger Anstieg der GPT. Bei Patient 16 waren GOT und
GPT erhoht. 3 der 5 Patienten waren also homozygot fiir die pravalente Mutation und ein Kind mit der

als mild beschriebenen Mutation 157C>T zeigte ebenfalls erhdhte Leberwerte.

4 Diskussion

Diese Studie hat gezeigt, dass als Konfirmationsdiagnostik flir den MCAD- Mangel bei auffalligem
Acylcarnitinbefund im Neugeborenen- Screening neben einer genetischen Analyse eine Bestimmung
der Enzymaktivitat aus Lymphozyten durchaus sinnvoll sein kann. Mit Hilfe der Charakterisierung des
Genotyps konnte in dieser Arbeit bei einigen erkrankten Patienten nur eine Mutation diagnostiziert
werden. Dies kann z.B. darin begriindet sein, dass eine weitere Mutation im Bereich des Introns liegt
und sich somit der Sequenzierung entzieht oder es sich um eine gréRere Deletion handelt, die nicht
erkannt werden kann. In diesen Fallen ist die enzymatische Analyse unerlasslich, um Patienten auch
als solche zu erkennen. Zudem konnen bereits Riickschliisse auf den Schweregrad der Erkrankung
geschlossen werden.

Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass Kinder mit als mild beschriebenen Mutationen sowohl
klinisch als auch biochemisch (Acylcarnitine, organische Sauren) nicht in jedem Fall unauffallig sind.
Auch in dieser Patientengruppe wurden erniedrigte Werte fir das freie Carnitin, eine erhéhte Aus-
scheidung der organischen Sauren im Urin und erhéhte Leberwerte gemessen. Ein Patient erlitt im

betrachteten Zeitraum im Rahmen einer Sepsis sogar eine Hypoglykamie.
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Eine Substitutionsbehandlung mit Carnitin, welche bei MCAD-Mangel kontrovers diskutiert wird, ist

nach den Ergebnissen dieser Arbeit als nicht notwendig anzusehen.

Die Ergebnisse der dargestellten Follow- up Studie sollten vor allem der Klarung der Frage dienen,
welche Untersuchung am sinnvollsten durchzufiihren ist, um einen fir den MCAD- Mangel positiven
Screeningbefund zu bestatigen. Zuerst ist dazu zu bemerken, dass alle Patienten aus diesem Kollek-
tiv mit positivem Befund im Neugeborenen- Screening auch tatsachlich an einem MCAD- Mangel lit-
ten. Entgegen der in der Literatur (Derks et al. 2007) beschriebenen Falle gab es also keine falsch
positiven Befunde. In der sich anschlieRenden molekulargenetischen Untersuchung fand sich bei 5
Kindern nur eine Mutation, sodass diese - bei alleiniger Bestatigung durch eine genetische Analyse —
als gesund diagnostiziert worden waren. Die Konsequenz daraus ist, dass sich eine molekulargeneti-
sche Untersuchung allein in einigen Fallen zur Konfirmationsdiagnostik nicht eignet. In einigen Studien
wurden die positiv gescreenten Kindern sogar nur auf die pravalente Mutation 985A>G untersucht, in
anderen wurde zuséatzlich noch nach der als mild beschrieben Mutation 199T>C gesucht. Hierbei di-

agnostiziert man laut Maier et. al. 2005 nur 58% der Patienten.

In diesem Patientenkollektiv fand sich die pravalente Mutation in 22 von 41 Fallen homozygot (53,6%).
Dies entspricht der in der Literatur (Leonard et al. 2009) beschriebenen Haufigkeit, die sich seit Beginn
der Screening- Ara verringert hat (von bis zu 80% vor Screening (=klinisch diagnostizierte Patienten)
auf ca. 55- 65% in einigen gescreenten Kollektiven, Rhead et al. 2006). Von Hsu et al. 2008 wurde fur
die Mutation 199T>C seit Screeningbeginn eine Tragerfrequenz von 1:500 beschrieben. Von Grosse
et al. wurde 2006 in einem Kollektiv in 16% der Falle diese Mutation gefunden. In dem hier dargestell-
ten Kollektiv wiesen 5 der 41 Patienten (12,2%) diese Mutation auf. Es fand sich also eine ahnliche
Pravalenz. Die Inzidenz scheint mit dem ethnischen Hintergrund der Bevodlkerung zu korrelieren
(Grosse et al. 2006).

Alle in diesem Kollektiv gefundenen Mutationen wurden bereits an anderer Stelle beschrieben (Rhead
2006, Derks et al. 2006, Smith et al. 2010). Eine Ausnahme davon bilden die Mutationen 1140insG
und 1137T>A.

Die auf die molekulargenetische Analyse folgende Bestimmung der residualen Enzymaktivitat erwies
sich als geeignete Konfirmationsdiagnostik. Hier konnten auch die 5 Kinder, bei denen nur eine Muta-
tion gefunden wurde, als Patienten identifiziert werden. Daraus lasst sich schlieRen, dass bei positi-
vem Screeningbefund und nicht eindeutiger genetischer Charakterisierung eine enzymatische Unter-

suchung folgen sollte.

Wie schon in der Literatur dargestellt zeigte sich eine Korrelation zwischen Genotyp und Restaktivitat.
Laut Grosse et al. 2006 handelt es sich bei Aktivitaten unter 5% um ein klassisches MCAD, bei Rest-

aktivitdten zwischen 5 und 35% um einen milden MCAD- Mangel.

Die Mutation 245insT wurde schon von Maier et. al. 2005 aufgrund der Klinik der Patienten als eine
der pravalenten Mutation in ihrem Schweregrad vergleichbare Mutation beschrieben. Dies konnte in
dieser Arbeit ebenfalls gezeigt werden.

Bei beiden Kindern mit dem Genotyp 245inT/- wurden sehr niedrige Restaktivitaten (0,57%, 1,19%)

gemessen.
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Die Mutationen 616C>T, 199T>C, 799G>A finden sich bei Rhead et al. 2006. Allerdings wird dort keine
Aussage Uber den jeweiligen Phanotyp gemacht. Maier et al. ordnen 616C>T und 79 9G>A einer
Gruppe zu, die in ihrem biochemischen Profil den Kindern mit der 199T>C- Mutation vergleichbar ist.
Auch Zschocke et al. beschreiben den Genotyp 799G>A/799G>A als mild.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten fur 799G>A/ 799G>A und 157C>T/ 157C>T Restaktivitdten von
7,14% bzw. 8,78% gemessen werden, was vermuten Iasst, dass es sich hierbei um milde Mutationen
handelt. Alle Kinder mit der 199T>C- Mutation hatten eine Enzymaktivitat >9%.

Dagegen fand sich bei einem Kind mit 985A>G/347G>A eine Aktivitat von 1,03%, was nahe legt, dass
es sich hierbei um eine Mutation handelt, die in ihrem Schweregrad der pravalenten Mutation ver-

gleichbar ist. Smith et al. beschrieben 2010 einen symptomatischen Patienten mit diesem Genotyp.

Welchen Einfluss die hier gefundenen Intronmutationen haben bleibt unklar. In der Literatur konnten
hierzu keine Aussagen gefunden werden. Interessant ist, dass von den 5 Kindern mit nur einer Mutati-

on 4 eine oder mehrere dieser Intronmutationen aufwiesen.

Die zusatzlich durchgefihrte Analyse MCAD- typischer organischer Sauren im Urin erwies sich als
nicht sinnvoll zur Bestatigung eines positiven Befundes im Neugeborenen- Screening. Es zeigte sich,
dass die drei betrachteten Metabolite Adipinsaure, Suberinsdure und Hexanoylglycin nicht bei allen
Patienten erhoht waren. Keiner der drei Metabolite wurde bei allen Patienten vermehrt ausgeschieden.
Im Gegensatz zu Beschreibungen in der Literatur war die krankheitsspezifische organische Saure
Hexanoylglycin am seltensten nachweisbar. Bei Derks et al. 2007 war das Hexanoylglycin bei Patien-
ten immer pathologisch verandert, Smith et al. und Hsu et al. beschrieben ebenfalls eine konstante
Ausscheidung dieses Metaboliten. In der Literatur wird beispielsweise neben den hier erfassten
Metaboliten auch noch 3- Phenylpropionylglycin aufgefihrt (Horvath et al. 2008). Dieser Metabolit
wurde hier nicht betrachtet. Des Weiteren lie3 sich kein Zusammenhang zwischen der Hohe der Aus-
scheidung der einzelnen Metabolite und dem Genotyp des jeweiligen Patienten nachweisen. Dies
steht im Gegensatz zur Studie von Waddell et al. 2006. Dort wurde gezeigt, dass Patienten mit
985A>G/985A>G eine hohere Hexanoylglycin- Ausscheidung zeigten als andere. Andere Studien
zeigten eine durchaus variable Ausscheidung der organischen Sauren (Horvath et al. 2008, Maier et.
al. 2005) oder stellten heraus, dass eine erhdhte Ausscheidung nur bei schlechtem Allgemeinzustand
des Kindes feststellbar war (Roe et al. 1985, Leonard et al. 2009). Dieser Annahme widersprachen
allerdings Wilcken et al. 1994 und Lee et. al. 2005. Dort wurde eine Ausscheidung von Hexanoylglycin

und Suberylglycin auch bei asymptomatischen Kindern nachgewiesen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass aufgrund der genannten Punkte die organischen Sauren
nicht zur Bestatigungsdiagnostik geeignet sind. Ein zweites wichtiges Ergebnis der Betrachtung der
organischen Saure ist, dass auch als mild beschriebene Genotypen eine erhdhte Ausscheidung orga-

nischer Sauren zeigen kénnen.

AbschlieRend bleibt festzustellen, dass das erste Ziel dieser Studie - eine geeignete Konfirmationsdi-
agnostik zu finden - erflllt ist. Es stellte sich heraus, dass, wenn die molekulargenetischen Untersu-
chung lediglich eine Mutation zeigt, die Analyse der Aktivitat der MCAD eine sichere Aussage ermog-
licht und bei molekularer Heterogenitat zudem einen Hinweis auf den mdglichen Schweregrad des

Enzymdefekts des jeweiligen Kindes zulasst.
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Bei genauer Betrachtung der Acylcarnitine im Screening lief3 sich feststellen, dass das C8:0 bei allen
Patienten erhéht war. Es zeigte sich ein Zusammenhang zwischen der Hohe der C8:0 Konzentration
im Neugeborenen- Screening und dem jeweiligen Genotyp. Tendenziell hatten Kinder, die homozygot
fur die pravalente Mutation waren, ein héheres C8:0 (wie auch von Hsu et al. 2008 beschreiben:
>5umol/l klassischer MCAD- Mangel, <5umol/l kein 985A>G mehr) als z.B. die Kinder mit der als mild
beschriebenen Mutation 199T>C. Dies zeigte sich ebenfalls im zeitlichen Verlauf und wurde bereits
von Horvath et al. 2008 und Zytkovicz et al. 2001 gezeigt. Auch die residuale Enzymaktivitat korrelier-
te mit der Hohe des C8:0 im Screening. Je niedriger die Restaktivitat, desto hdher die C8:0- Konzent-
ration. Daher kann von der Héhe der C8:0- Konzentration auf den mdglichen Schweregrad des En-

zymdefektes geschlossen werden. Allerdings muss dies im Verlauf nicht immer zutreffen.

Bei Verdacht auf einem MCAD- Mangel wird zunachst immer das C8:0 bestimmt. Als alleiniges Diag-
nostikum reicht dies allerdings vor allem bei Kindern, die in hdherem Lebensalter im Rahmen eines
Familienscreenings untersucht werden oder bei denen verspatet ein Neugeborenen- Screening
durchgefiihrt wird, nicht aus, da es im Verlauf zur Normalisierung der C8:0- Konzentration kommen
kann. In diesem Kollektiv wurden bei 8 Kindern im Verlauf Werte im Normbereich erhoben. 4 davon

waren sogar homozygot fur die pravalente Mutation, 4 wiesen einen milden Genotyp auf.
Ein Kind (985A>G/ 199T>C) zeigte bereits zwei Wochen nach der Geburt ein normales C8:0.

C10:0 korrelierte im Gegensatz zu C8:0 weder gut mit der Restaktivitat noch mit dem Genotyp und

wurde schon von Zytkovicz et al. 2001 als unzuverlassiger Marker beschrieben.

Dagegen fand sich beim Quotienten aus C8:0 und C10:0 ein guter Zusammenhang zur residualen
Enzymaktivitdt. Zum Beispiel hatten alle Patienten mit 985A>G/199T>C eine C8:0/C10:0- Ratio unter
4. Dies entspricht Smith et al., die beschrieben, dass Patienten, die nicht homozygot fiir die pravalente

Mutation sind, eine Ratio < 5 aufweisen.

Zusammenfassend I3sst sich folgendes sagen: C8:0 korreliert mit Enzymatik und Genotyp ebenso wie
C8:0/ C10:0. Dies fanden auch Waddell et al. 2006.

Bei der Betrachtung des CO sollte vor allem die Frage beantwortet werden, welche Kinder eine Ernied-
rigung des freien Carnitins in welchem Lebensalter und unter welchen Bedingungen zeigen und ob
eine Substitutionsbehandlung einen positiven Effekt bewirkt. In der Literatur wird Uber die Bedeutung
der Behandlung der MCAD- Patienten mit Carnitin kontrovers diskutiert. Laut Walter et. al. 2003 ga-
ben 39% der von ihnen befragten Zentren in der MCAD- Therapie Carnitin. Einige substituierten routi-
nemafig, andere bei Symptomen oder ab einem bestimmten Alter mit variierender Dosis zwischen 25
und 300mg/ kg Korpergewicht. Andere Autoren heben den Mangel an Nebenwirkungen der
Carnitingabe als Argument fir eine Substitutionsbehandlung hervor. Bei Winter 2003 zeigten 8 von 9
Kindern jedoch Symptome im Sinne von Nebenwirkungen (Krampfe, Muskelschmerzen, GIT- Be-
schwerden, Schweil3geruch). Allerdings wurden hier auch positive Effekte wie Erhohung von Muskel-
kraft, Widerstandsfahigkeit, Wachheit und Reduktion von Hypoglykdmien beschrieben. In anderen
Studien hingegen zeigten sich keinerlei Nebenwirkungen dieser Therapie (Lee et. al. 2005). Des Wei-
teren sind die Konsequenzen einer Carnitinerniedrigung bisher nicht klar und es gibt keine Evidenz,

dass Kinder mit Substitution ein besseres Outcome haben (Leonard et al. 2009).
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In dieser Studie zeigten alle Patienten im Screening ein CO im Normbereich.

Im weiteren Verlauf allerdings zeigten 14 Kinder ein erniedrigtes freies Carnitin. Neun Patienten waren
homozygot fiir die pravalente Mutation. 7 dieser Kinder wiesen bereits im ersten Lebensjahr einen
erniedrigten Carnitinspiegel auf.

Daraus lasst sich schlieRen, dass Patienten, die homozygot fiir die pravalente Mutation sind, friher
einen Abfall des freien Carnitins erleiden. Bei Patient 18 (985A>G/347G>A, Aktivitat 1,03%) wurde im
Alter von 5 Monaten ein erniedrigtes freies Carnitin gemessen. Hierbei scheint es sich - wie bereits
beschrieben- um einen Genotyp zu handeln, der mit dem Schweregrad der pravalenten Mutation ver-
gleichbar ist. Des Weiteren fiel auf, dass auch Patienten mit in der Literatur als mild beschriebenen
Mutationen Carnitinerniedrigungen aufwiesen, allerdings spater und grundsatzlich seltener (bei 22,2%
der Kinder mit milden Mutationen und 42,8% der mit der pravalenten Mutation wurde ein niedriges
freies Carnitin gemessen).

Insgesamt fanden sich zur Zeit der Erniedrigung des freien Carnitins bei 5 der 14 Kindern klinische
Auffalligkeiten. Es handelte sich um fieberhafte Infekte oder Diarrhoen. Patient 10 (245insT/ -) hatte 3

Monate zuvor eine eitrige Tonsillitis.

Daraus lasst sich schliefien, dass die Klinik allein nicht ausschlaggebend flir ein niedriges freies
Carnitin zu sein scheint und dass der Genotyp 985A>G/ 985A>G haufiger und friher mit einem Abfall
des CO assoziiert ist. Allerdings sollte auch bei Patienten mit mildem Genotyp eine Kontrolle des freien

Carnitins erfolgen.

10 der 14 Patienten mit erniedrigtem freien Carnitin erhielten keine Substitution. Bei vier Kindern (2 x
985A>G/985A>G, 985A>G/ -, 985A>G/347G>A) fand sich auch ohne Carnitin- Substitution bei der
nachsten Messung ein Wert im Normbereich. Da bei 7 Kindern der Carnitinabfall auf einen Wert un-
terhalb des Normbereichs erst bei der letzten betrachteten Messung auftrat, kann in diesen Fallen
nicht beurteilt werden, ob sich auch hier eine Normalisierung ohne Gabe von Carnitin eingestellt hatte.
3 Kinder mit einem erniedrigten Carnitin im betrachteten Zeitraum erhielten eine Substitutionsbehand-
lung. In allen drei Féllen lag die Dosis zwischen 30 und 40mg/kg Kérpergewicht/ Tag. Laut Rhead et
al. 2006 schreiben die meisten Follow- up- Programme eine Dosis zwischen 20 und 100mg/ kg/ Tag
vor. Der Verlauf zeigte, dass diese Behandlung bei einem Patienten nicht den gewilinschten Effekt
erzielte und das freie Carnitin trotzdem unterhalb des Normwerts blieb. Das Kind war homozygot fir
die pravalente Mutation. Warum die Substitution nicht den gewlinschten Effekt zeigte, bleibt unklar. Es
kdnnte an einer zu niedrigen Dosis oder der falschen Einnahme seitens des Patienten liegen.

Abschliefend muss man sagen, dass in diesem Patientenkollektiv eine Gabe von Carnitin nicht als
sinnvoll zu beurteilen ist, da es erstens durch die Substitution nicht immer zu einer Normalisierung des
Carnitinspiegels im Plasma kam, zweitens alle Kinder bis zum betrachteten Zeitpunkt das gleiche
Outcome hatten und drittens eine Normalisierung des freien Carnitins auch ohne Substitution zu be-
obachten war, selbst bei Patienten, deren Genotyp als schwerwiegend eingeordnet wird. Die Kinder,
die eine Erniedrigung des freien Carnitins zeigten und keine Substitution erhielten, entwickelten sich
im betrachteten Zeitraum genauso gut wie die, die die ganze Zeit Gber ein normales CO aufwiesen,
oder diejenigen, die eine erfolgreiche Supplementation erhielten. Aufgrund des kurzen Beobachtungs-
zeitraums ist die Aussagekraft diesbezlglich sicherlich stark eingeschrankt. Dies entspricht einer Stu-
die von Huidekoper et al. 2006, in der es zwischen einer Gruppe mit Supplementation von Carnitin

und einer ohne wahrend zweistiindiger moderater kérperlicher Anstrengung keine Unterschiede in der
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klinischen Symptomatik gab. Allerdings wurde dort postuliert, dass sich vermutlich Unterschiede bei
kurzen Hochstleistungen oder bei Anstrengungen > 2 Stunden zeigen wiirden. Beide Gruppen zeigten
keine klinischen Symptome. Nach Leonard et al. 2009 gibt es aber bislang keine Evidenz, dass Pati-

enten, die eine Carnitintherapie erhalten, ein besseres Outcome haben.

In der Arbeit wurden zuletzt auch klinische und laborchemische Auffélligkeiten betrachtet. Entschei-
dend war dabei, dass nur 4 der 39 Kinder Uberhaupt in dem betrachteten Zeitraum symptomatisch im
Sinne einer Hypoglykdmie waren. Dies entspricht der in der Literatur beschriebenen Tatsache, dass
seit Beginn des Screenings viel weniger Kinder klinisch manifest werden (Schatz et al. 2010). 2 dieser
Kinder waren homozygot fir 985A>G, ein Kind homozygot fir 799G>A und ein Kind hatte den Geno-
typen 985A>G/ 245insT. Die Mutation 799G>A ist von Maier et al. 2005 biochemisch als mild be-
schrieben. Allerdings fanden auch sie Patienten mit diesem Genotyp, die durchaus klinische Auffallig-
keiten zeigten. Dies weist abermals daraufhin, dass auch bei mit Hilfe des Acylcarnitinprofils oder der
Enzymaktivitatsmessung als mild erachteten Mutationen Vorsicht geboten ist. Dass Kinder, die homo-
zygot fir die pravalente Mutation sind, klinisch unauffallig waren, zeigt, dass es scheinbar noch ande-
re Trigger fir eine klinische Prasentation gibt. Smith et al. 2010 sprechen in diesem Zusammenhang
von Umweltfaktoren und Epigenetik. Im Gegensatz zu den Kindern, die vor der Screening- Ara mit
Hypoglykamien, haufig auch als erstes Symptom, auffielen, fanden sich hier keinerlei neurologische
Folgeschaden (1/10 der nicht gescreenten Kinder erleidet nach einer metabolischen Krise laut Grosse
et al. 2006 ernsthafte Spatschaden). AuRerdem verliefen die Hypoglykdmien milder. In zwei Fallen
wurde ein leichte Apathie und Verwirrtheit beschrieben. Es kam in keinem Fall zu Krampanfallen oder
Bewusstlosigkeit, welche bei Kindern vor Beginn des Screenings durchaus vorkamen (Wang et al.
1999). Wang et al. beschrieben 1999 als Langzeitschdden Entwicklungs- und Wachstumsverzdgerun-
gen. Insgesamt werden bei ungescreenten Kindern viel haufiger ernsthafte Dekompensationen und
Todesfalle beobachtet (Wilcken et. al. 2007). Allerdings konnten Wilcken et al. keinen Unterschied im
kognitiven Outcome feststellen.
Es fiel auch auf, dass insgesamt 18 der 39 Kinder im Verlauf stationar behandelt wurden. Haufigster
Grund waren Infekte jeglicher Art, in deren Rahmen die Kinder zu Hause nichts mehr gegessen hat-
ten. Da es nur in 4 Fallen zu einer manifesten, aber milden Hypoglykdmie kam, lasst sich daraus
schlielen, dass diese prophylaktischen Aufnahmen in die Klinik sinnvoll waren, da auf diese Weise
schwerwiegende Krankheitsmanifestationen verhindert werden konnten. Von Derks wurde 2007 fest-
gestellt, dass eine manifeste Hypoglykamie nicht unbedingt das erste Symptom einer Dekompensati-
on sein muss und dass die Fastentoleranz interindividuell durchaus sehr verschieden sein kann. Den
Eltern kommt also ebenfalls eine entscheidende Bedeutung zu, wie auch van Hove et. al. beschrie-
ben. Entscheidend ist eine gute Aufklarung Uber das Krankheitsbild (Therapie Guidelines van Hove
2009). In einigen Fallen konnten die Eltern eine stationdre Aufnahme durch Gabe von Maltodextrin
verhindern. Wie wichtig dieses ist, zeigte auch der Tod eines Kindes, welches offensichtlich wahrend
einer zu langen Nuchternperiode verstarb. In der Literatur werden seit Beginn des Screenings nur
noch sehr wenige Todesfalle beschrieben (nach Rhead 2006 Abfall der Mortalitat auf <7%).
Da diese prophylaktischen Malinahmen die Lebensqualitat kaum beeinflussen, sollte jeder Familie ein
Notfallplan zukommen unabhangig vom Genotyp des erkrankten Kindes (siehe auch Leonard et. al.
2009).
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Es gibt auch Falle, die sich erst im Erwachsenenalter manifestieren (wie zum Beispiel von Feillet et al.
2003 beschrieben). Ein solcher Fall war auch in diesem Patientenkollektiv zu finden. Der Vater eines
gescreenten Kindes wurde als Patient identifiziert. Es fand sich bei ihm der Genotyp 985A>G/
127G>A. Er hatte bis zu diesem Zeitpunkt keine klinischen Symptome bemerkt. Solche Falle finden
sich ebenfalls in der Literatur. Smith et al. beschrieben 2010 einen 36 Jahre alten Mann, der bis zur
Diagnosestellung nur an gelegentlichen Kopfschmerzen gelitten hatte. Eine MCAD- typische Klinik war
nicht bekannt. Man kann daraus schlief3en, dass es sich bei 127G>A um eine milde Mutation handelt.
Hsu et al. beschrieben 2008 ein Kind mit dem Genotyp 985A>G/127G>A, welches nach einem initial
erhohten C8:0 spater eine Normalisierung zeigte. Auch Smith et al. berichteten von asymptomatischen

Patienten mit diesem Genotyp, die ein niedriges Octanoylcarnitin aufwiesen.

In der Studie konnte gezeigt werden, dass auch Kinder mit milden Mutationen durchaus biochemische
(freies Carnitin, organische Sauren) und klinische Auffalligkeiten (Hypoglykamie bei Patient 35) zeigen
kdnnen, allerdings seltener als Kinder mit der pravalenten Mutation. Der Fall des Vaters von Kind 1
zeigt jedoch, dass die Bezeichnung ,mild“ durchaus ihre Berechtigung hat, da es hier nie zu klinischen

Auffalligkeiten gekommen ist.

5 Zusammenfassung

Der MCAD- Mangel ist eine Storung der Fettsdurenoxidation, bei der mittelkettige Fettsauren nicht
oder nicht vollstandig abgebaut werden kdénnen und sich vor dem Enzymblock anstauen. Gerade in
Fastenperioden oder im Verlauf von Infekten wird diese Erkrankung manifest, zum Beispiel in Form
von Hypoglykdmien. Seit der MCAD- Mangel in das Neugeborenen- Screening aufgenommen wurde,
werden deutlich weniger schwere Verlaufe beobachtet und nun auch andere Mutationen gefunden, die

vor der Screening-Ara nicht beschrieben wurden. Die Pathogenitat dieser Mutationen ist unbekannt.

Wenn ein Neugeborenes im Screening durch ein pathologisches Acylcarnitinprofil auffallt, das auf
einen MCAD Mangel hinweist, wird zunachst eine molekulargenetische Charakterisierung durchge-
fuhrt. In der vorliegenden Studie konnte bei 5 von 41 Kindern jedoch nur eine Mutation gefunden wer-
den. Erst durch Analyse der Restaktivitdt des Enzyms aus Lymphozyten konnten auch diese 5 Kinder
als Patienten identifiziert werden. Es gibt erste Hinweise, dass die Residualaktivitdt mit dem zu erwar-
tenden Phanotyp und Schweregrad der Erkrankung korreliert. Kinder mit einer Aktivitdt <3% waren
homozygot fir die prévalente Mutation oder wiesen andere als schwerwiegend zu beurteilende Muta-
tionen auf (245insT, 347G>A).

Die Bestimmung der organischen Sauren ist als Konfirmationsdiagnostik nicht geeignet, da sowohl
Patienten mit der pravalenten Mutation und erwartetem klassischen Phanotyp Normalbefunde als
auch Patienten mit mildem Genotyp pathologische Werte zeigten. Rickschlisse auf den Genotyp
konnten anhand der organischen Sauren nicht gezogen werden.

Die Bestimmung der Acylcarnitine eignet sich zur Konfirmationsdiagnostik ebenfalls nicht, da 8 Patien-

ten eine Normalisierung des C8:0 im Verlauf (ein Kind schon 2 Wochen nach der Geburt) zeigten.
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Allerdings gibt es Hinweise, dass Patienten mit deutlich erhéhten C8:0 Konzentrationen im Screening

in der Regel den klassischen Phanotyp mit pravalenter Mutation aufweisen.

Ein erniedrigtes freies Carnitin (CO) zeigten im Verlauf 14 Kinder, darunter auch Patienten mit als mil-
de klassifiziertem Genotyp. In diesem Kollektiv erhielten 3 Kinder eine Substitutionsbehandlung, ledig-
lich in einem Fall zeigte sich daraufhin eine Normalisierung des Carnitinspiegels. Bei 4 Patienten nor-
malisierte sich das CO auch ohne Therapie wieder. Zu bemerken ist, dass Kinder mit 985A>G/985A>G
scheinbar friher und haufiger ein niedriges freies Carnitin aufweisen, teilweise ohne ersichtlichen Aus-
I6ser (Infekt, etc.). Ein erniedrigtes Carnitin kann nach den Ergebnissen dieser Studie auch durch en-

dogene Biosynthese und alimentér ohne zusatzliche Supplementierung normalisiert werden.

Klinische Symptome in Form von Hypoglykamien waren in dem Kollektiv nur bei 4 Kindern zu be-
obachten. Dies ist in erster Linie dadurch zu erklaren, dass bei Diagnose im Screening prophylakti-
sche MalRnahmen eingeleitet werden, die eine metabolische Entgleisung auch bei klassischen Phano-
typen verhindern. Insgesamt beeinflussen exogene Faktoren (wie Krankheiten, verlangerte
Fastenperioden etc.) den klinischen Verlauf in betrachtlichem Male. Es ist aktuell unklar, welche im
Screening identifizierten Kinder mit neuen Mutationen tatsachlich ein erhdhtes Risiko einer metaboli-

schen Entgleisung tragen.
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