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Zusammenfassung

Klassische = Organoazidopathien =~ (OAs) entstehen  durch einen  defekten
intramitochondrialen Abbau der verzweigtkettigen Aminosauren Leucin, Isoleucin und
Valin. Es ist bekannt, dass eine beeintrachtigte Mitochondrienfunktion zu der Entstehung
von oxidativem Stress, einer Akkumulierung ektopischer Fette in Leber und Skelettmuskel
und zu einer Insulinresistenz (IR) fihren kann. In der vorliegenden in vivo Studie
(MitoMRS) wurde untersucht, ob Patienten mit OAs, aufgrund einer krankheitsassoziierten
sekundaren Stérung der Mitochondrienfunktion und des Energiestoffwechsels,
diesbezuglich Auffalligkeiten aufweisen. Konkret wurde untersucht, ob eine vermehrte
ektopische Lipidakkumulation, eine IR, kardiometabolische Risikofaktoren oder ein dem
metabolischen Syndrom (MetS) ahnlicher Phanotyp auftreten. 34 Kinder und junge
Erwachsene mit Propionazidamie (PA), Methylmalonazidamie @ (MMA) und
Isovalerianazidamie (IVA) sowie 33 gesunde Kontrollprobanden wurden detailliert mittels
in vivo 3'P/'H-Magnetresonanzspektroskopie von Leber und Skelettmuskel,

Leukozytenrespirometrie und oralem Glukosetoleranztest metabolisch phanotypisiert.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass Patienten mit PA trotz einer Energiezufuhr gemaf der
alters- und geschlechtsbezogenen Ernahrungsempfehlungen, einen MetS-ahnlichen
Phanotyp mit abdomineller Adipositas (71%), erhoéhter Nuchternglukose (50%), IR,
sonografische Leberfetterhdhung (38%) und Hypertriglyzeridamie (67%) aufweisen.
Patienten mit PA hatten auRerdem eine erhohte Lipidperoxidation und einen niedrigeren
Gehalt an anorganischem Phosphat im Skelettmuskel. Patienten mit MMA zeigten
hingegen einen anderen Phanotyp mit Hepatomegalie und erniedrigtem ATP-Gehalt des
Skelettmuskels, jedoch keine Steatose oder IR. Zwischen den OA-Gruppen konnte kein
Unterschied bei hepatischem ATP und anorganischem Phosphat gefunden werden.
Patienten mit IVA zeigten keinen auffalligen Phanotyp und keine Veranderungen des

Energiestoffwechsels.

Es lasst sich schlussfolgern, dass die PA mit einem vorher nicht beschriebenen MetS-
ahnlichen Phanotyp, mit abdomineller Adipositas und ektopischer Lipidakkumulation,
assoziiert ist. Die Ursachen bleiben spekulativ, jedoch koénnte bei der PA
krankheitsspezifisch vermehrt anfallender oxidativer Stress und ein geringerer
Energiebedarf sowie —verbrauch ursachlich sein. Unsere Ergebnisse unterstreichen die
Relevanz der Erkennung von Veranderungen im Energiestoffwechsel fir die langfristige
Behandlung der Patienten mit OAs. Ein frihes Screening auf kardiometabolische
Risikofaktoren und entsprechende Therapiemallnahmen kdnnten das langfristige

Outcome bei Patienten mit PA glnstig beeinflussen.



Summary

Classic organic acidemias (OAs) are caused by a defective mitochondrial catabolism of
the branched-chain amino acids leucine, isoleucine and valine. It is well known, that an
abnormal mitochondrial function can lead to an increase in oxidative stress, ectopic lipid
deposition in skeletal muscle and liver and insulin resistance (IR). Thus, the current in vivo
study (MitoMRS) investigated whether patients with OAs, with disease-associated
secondary alterations of mitochondrial function and energy metabolism, are prone to
develop ectopic lipids, IR, cardiometabolic risk factors and a phenotype reflecting
metabolic syndrome (MetS). In the MitoMRS case control study we examined 34 children
and young adults with propionic acidemia (PA), methylmalonic acidemia (MMA) and
isovaleric acidemia (IVA) and 33 healthy controls with in vivo *'P/'"H magnetic resonance
spectroscopy of liver and skeletal muscle, high-resolution respirometry of leukocytes and

oral glucose tolerance test for metabolic phenotyping.

Our results demonstrate that patients with PA, although following a dietary energy intake
within recommendations for age and sex, presented with a MetS-like phenotype,
exhibiting abdominal adiposity (71%), fasting hyperglycemia (50%), IR, sonographic liver
fat accumulation (38%) and hypertriglyceridemia (67%). Patients with PA furthermore
showed increased lipid peroxidation and a lower inorganic phosphate level in skeletal
muscle. Patients with MMA however exhibited a different phenotype including
hepatomegaly and lower skeletal muscle ATP content, but no steatosis nor IR. There was
no difference found in hepatic ATP and inorganic phosphate concentrations between all

groups of OAs. Patients with IVA did not exhibit abnormalities in energy metabolism.

In conclusion PA is associated with a previously unknown MetS-like phenotype presenting
with abdominal adiposity and ectopic lipid depositions. Causes remain unclear, however
disease specific increased accumulation of oxidative stress and reduced energy demand
and expenditure could be causative. Our results emphasize the relevance of detecting
alterations in energy metabolism for long-term management of OAs. Early screening for
cardiometabolic risk factors could be beneficial for the long-term outcome in patients with
PA.
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1. Einleitung

1.1 Mitochondrialer Katabolismus der verzweigtkettigen Aminosauren

Organoazidopathien (OA) sind eine Gruppe hereditarer Erkrankungen des Stoffwechsels,
die aufgrund unzureichender Aktivitat spezifischer Enzyme oder Kofaktoren im
Katabolismus von Aminosauren (AS), Kohlenhydraten oder Lipiden entstehen [1, 2].
Diese Enzymdefekte fihren zu einer Akkumulation von verschiedenen Metaboliten im
Kérper und zu einer charakteristischen Ausscheidung spezifischer organischer Sduren im
Urin.

Propionazidamie (PA), Methylmalonazidamie (MMA) und Isovalerianazidamie (IVA).
werden als klassische OAs bezeichnet. Sie entstehen durch genetisch bedingte
Enzymdefekte im Katabolismus der verzweigtkettigen AS (branched-chain amino acids,
BCAA) Leucin, Isoleucin und Valin (Abb. 1) [2].

A B c
o) CH, O CH, O
H.C OH HGC\/\H-LOH HC™ ™~ TOH
CH3 NHz NHZ NH2

Abb. 1: Strukturformeln der verzweigtkettigen Aminosauren. (A) Leucin, (B) Isoleucin und (C)
Valin.

Die BCAA durchlaufen zunachst einen gemeinsamen Abbauweg, der hauptsachlich im
Skelettmuskel stattfindet (Abb. 2) [3]. Leucin wird zu Acetoacetat und Acetyl-CoA
katabolisiert. Letzteres fliel3t in den Citratzyklus ein. Isoleucin wird zu Acetyl-CoA und
Propionyl-CoA abgebaut, welches dann zu Methylmalonyl-CoA carboxyliert wird. Dieses
wird zu Succinyl-CoA isomerisiert und flie3t auch in den Citratzyklus ein. Valin wird
ebenfalls zu Propionyl-CoA katabolisiert. Acetyl-CoA und Succinyl-CoA kénnen zudem flr

die Lipogenese verwendet werden [3].

Die zirkulierenden Konzentrationen an BCAA kénnen die Synthese von Neurotransmittern
und Fettsauren sowie die Proteinsynthese in verschiedenen Geweben beeinflussen [4].
Vor allem der Katabolismus von Leucin ist strikt reguliert [5]. Die AS aktiviert den
mammalian target of rapamycin complex 1 (mMTORC1), welcher die Translation von

Proteinen aktiviert, initiiert dadurch Zellwachstum und férdert den Proteinanabolismus [6].
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Abb. 2: Katabolismus der verzweigtkettigen Aminosduren. Die relevanten Enzyme der
beschriebenen Erkrankungen sind bunt dargestellt. Ketosdure-Dehydrogenase-Komplex (BCKD);
Isovaleryl-CoA-Dehydrogenase (IVD); Propionyl-CoA-Carboxylase (PCC); Methylmalonyl-CoA-
Mutase (MCM). Modifiziert nach Saudubray, Berghe und Walter, 2012, S. 246 [3]. Genehmigung

vermittelt durch Copyright Clearance Center, Inc.

1.2 Organoazidopathien: Spezifische Stérungen im mitochondrialen
Katabolismus der verzweigtkettigen Aminosauren

Die IVA entsteht durch einen Defekt des Flavoenzyms Isovaleryl-CoA-Dehydrogenase
(IVD) im Abbau von Leucin. Die IVD katalysiert die Dehydrogenierung von Isovaleryl-CoA
(Abb. 3) zu  3-Methylcrotonyl-CoA und Ubertragt Elektronen auf das

elektronentransferierende Flavoprotein [7]. Aus dem Defekt resultiert eine Akkumulation

2
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Abb. 3: Isovaleryl-CoA

PA und MMA entstehen durch Enzymdefekte im Katabolismus von Isoleucin und Valin
Bei der PA liegt ein Defekt der Propionyl-CoA-Carboxylase (PCC) vor [9], welche
intramitochondrial Propionyl-CoA (Abb. 4) Adenosintriphosphat (ATP)-abhangig zu D-
Methylmalonyl-CoA reversibel carboxyliert und dabei Biotin als Kofaktor nutzt. Die PCC
besteht aus einer PCCA- und einer PCCB-Untereinheit (UE). Ein Defekt in einer der
beiden UE, kann zu einer PA fihren [10] und es akkumulieren Propionsadure sowie

Propionylcarnitin, 3-Hydroxypropionat und Methylcitrat [3, 10]. D-Methylmalonyl-CoA wird
anschlielRend zu L-Methylmalonyl-CoA racemisiert.

0

OH o, o o, o
H C\)k N X 0 =N
3 N\ j(\/ W \ / /\QAN/\
NH
/ DH N
HO—p A

/\\
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Abb. 4: Propionyl-CoA

Die MMA wird durch einen Defekt des homodimeren Apoenzyms Methylmalonyl-CoA-
Mutase (MCM) oder der Methylmalonyl-Epimerase verursacht. Die MCM katalysiert die

Umwandlung von L-Methylmalonyl-CoA (Abb. 5) zu Succinyl-CoA [11]. Dieser Schritt
erfordert Adenosylcobalamin (AdoCBL) als Kofaktor [12].
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Abb. 5: Methylmalonyl-CoA

Bei Defizienz der MCM oder des AdoCBL akkumuliert Methylmalonsaure in hohen
Mengen [13]. Durch eine sekundare Inhibierung der PCC akkumulieren zudem
Propionsdure und deren Metabolite [3]. Es wurden zwei Subgruppen der MCM-
Defizienzen beschrieben: Bei einem mut-Defekt besteht eine residuale Restaktivitat des
Enzyms, wahrend bei einem mut®-Defekt ein vollstidndiger Verlust der Enzymaktivitat

vorliegt [12].

Eine MMA kann aufRerdem durch eine gestorte Synthese des AdoCBL, so wie sie bei den
Defekten CblA und CbIB vorliegt, entstehen und wird dann als MMA durch
Cobalaminsynthese-Defekt (MMA CBL) bezeichnet. Ein weiteres Enzym im menschlichen
Korper, welches Cobalamin als Kofaktor bendtigt, ist die Methionin-Synthase. Sie
verwendet Methylcobalamin (MeCBL), um Homocystein zu Methionin umzuwandein.
Besteht ein Defekt des MeCBL, kommt es zu einer Homocystinurie [13]. Bei den
kombinierten Defekten CbIC, CbID und CbIF liegen eine MMA und eine Homocystinurie

zugleich vor [14].

Durch die beschriebenen Enzymdefekte im Abbau der BCAA wird vermindert Acetyl-CoA
bzw. Succinyl-CoA produziert, weshalb weniger Substrate Uber anaplerotische
Reaktionen in den Citratzyklus einflieRen. Dies flihrt zu einer verminderten
Energiegewinnung uber die oxidative Phosphorylierung (OXPHOS) [15]. Succinyl-CoA ist
zudem ein wichtiges Substrat der Glukoneogenese [16]. Sowohl bei PA als auch bei MMA

inhibiert die Akkumulation von Propionyl-CoA den Citratzyklus und Harnstoffzyklus [17].



1.3 Klassische Organoazidopathien: Klinischer Verlauf und Therapien

1.3.1 Manifestation der Erkrankung

Die klinischen Erscheinungsformen einer OA sind sehr variabel und kénnen unspezifisch
sein [18]. Neugeborene konnen sich bereits mit schwerer metabolischer Azidose
prasentieren (Early Onset) [19]. Spater im Leben manifestieren sich OAs oftmals im
Rahmen einer katabolen Stoffwechsellage oder Proteinbelastung, wie zum Beispiel
Fieber, Infekte mit reduzierter Nahrungsaufnahme oder eine sehr proteinreiche Nahrung
[19].

Symptome koénnen Nahrungsverweigerung, Erbrechen und Gewichtsverlust sein.
Neurologisch weisen die Patienten Hypotonien, Lethargien, Enzephalopathien sowie
Krampfanfalle bis hin zum Koma auf. Unbehandelt kénnen innerhalb weniger Tage
schwere Hirnschaden entstehen oder die Erkrankung kann letal verlaufen [19].
Laborchemisch hinweisend sind Hyperammonamie, Ketoazidose, Laktatazidose, eine

erhdhte Anionenliicke und gegebenenfalls eine Hypoglykamie [20].

In der spateren Kindheit und im Erwachsenenalter (Late Onset) fallen manche Patienten
durch Bewegungsstorungen, geistige Retardierung, Epilepsien oder psychiatrische
Beschwerden auf. Es wird vermutet, dass das Alter der Manifestation positiv mit der

enzymatischen Restaktivitat korreliert [21].

Die klinische Prasentation bei der IVA kann sehr variabel sein und von schwer morbiden
Patienten mit akuter Stoffwechselentgleisung bis hin zu einer Entwicklungsverzégerung
oder asymptomatischen Individuen reichen [22, 23]. Ein Korpergeruch, der aufgrund des
vermehrten Anfalls von lIsovaleriansaure in Korperfllissigkeiten, "kasig" riecht und an

"Schweil3flie" erinnert, kann wegweisend sein [8].

Bei Verdacht auf eine OA beruht die Diagnostik auf einem spezifischen Acylcarnitinprofil
und dem Nachweis charakteristischer organischer Sauren im Urin. Eine genetische oder
enzymatische Bestatigung sollte zusatzlich erfolgen [24]. PA, MMA und IVA werden
autosomal-rezessiv vererbt. Pranataldiagnostik kann bei allen drei OAs durchgefiihrt

werden [14, 25]. Die jeweiligen Pravalenzen liegen zwischen 1: 50.000- 1: 100.000 [24].

1.3.2 Komplikationen der klassischen Organoazidopathien
Chronische Komplikationen sind variabel und teilweise krankheitsspezifisch [24].
Unspezifische Komplikationen kdénnen Entwicklungsrickstande, muskulare Hypotonie,

Pankreatitiden [26, 27], Optikusneuropathie [28] und rezidivierende metabolische
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Entgleisungen [24] sein. Hyperammonamien konnen zu Hirnédem und Enzephalopathie
fhren [24]. Epilepsien, Lasionen der Basalganglien und Bewegungsstérungen sind
zudem als neurologische Schaden beschrieben [29]. Ebenfalls wurden Panzytopenien
berichtet [10, 30, 31]. Einige Symptome bei OAs sind ungeklarter Genese [21, 22, 32, 33],
generell scheinen Patienten mit PA und MMA im Vergleich zu IVA ein schlechteres
Langzeit-Outcome zu haben [20, 34, 35].

Spezifisch fur die PA sind kardiologische Komplikationen, wie das Long-QT-Syndrome
und Kardiomyopathien [10, 36]. Die Prognose bei PA gilt insbesondere neurologisch als
ungunstig [35]. Wahrend eine frihe Diagnose mdglicherweise die Mortalitat reduziert,
schien diese bislang keinen Vorteil fur den klinischen Verlauf, die Entwicklung und

Langzeitkomplikationen zu bringen [37].

Von den klassischen OAs hat die IVA die beste neuropathologische Prognose [34]. Eine
frihe Diagnose zeigte einen positiven Einfluss auf die neurologische und kognitive
Entwicklung und senkte die Mortalitat bei Neugeborenen [34]. Seitdem die IVA Bestandteil
des Neugeborenenscreenings ist, werden auch vermehrt Klinisch milde oder

asymptomatische Formen der IVA detektiert [38-40].

Bei Patienten mit klassischer MMA zeigen sich durch die erhdhte Ausscheidung von
Methylmalonsaure vor allem renale Komplikationen, die mit einer Hyperurikamie,
tubulointerstitiellen Nephritiden und progressivem Nierenversagen in der zweiten
Lebensdekade einhergehen. Im Verlauf werden Hamodialyse und Nierentransplantation
oftmals erforderlich [3]. Die klinische Prasentation bei MMA CBL und einer klassischen
MMA ist meist &hnlich. Bei einem mut- und CBL B-Defekt sind die renalen
Komplikationen am schwerwiegendsten [10] und die Mortalitat hoher als bei Patienten mit
mut- und CblA-Defekt [12]. Patienten mit CbIC-Defekt sind vermehrt von
ophtalmologischen Komplikationen, wie der pigmentaren Retinopathie oder einer
Makulopathie betroffen [14].

1.3.3 Therapie der klassischen Organoazidopathien

Eine umgehende Therapie ist noch vor abgeschlossener Diagnostik erforderlich, da die
Schwere der Entgleisung (Dauer des Komas; Hohe des Ammoniakspiegels) bei der
initialen metabolischen Entgleisung die langfristige neurologische Entwicklung beeinflusst
[10]. Ziel der Akuttherapie ist die umgehende Anabolisierung des Patienten durch eine
sofortige Proteinrestriktion und ausreichende Glukose- und Flissigkeitszufuhr [10]. Eine

Hamodialyse zur Entfernung der Toxine kann erforderlich sein [41].



Ziel der Langzeittherapie ist die Akkumulation toxischer Metabolite zu reduzieren. Ein
ausreichender Ernahrungszustand muss gewahrleistet sein, um eine katabole
Stoffwechsellage zu verhindern und eine normale korperliche Entwicklung zu ermdglichen
[3]. Die individuelle Proteintoleranz wird getestet und ein Diatplan mit reduzierter
Proteinzufuhr und ausreichender Kalorienzufuhr erstellt. Die dauerhafte Ernéhrung utber
ein Gastrostoma kann erforderlich sein. L-Carnitin wird aufgrund der vermehrten
Ausscheidung von Acylcarnitinen empfohlen, um einen Carnitinmangel zu vermeiden.
Metronidazol kann bei Patienten mit PA und MMA verabreicht werden, um die mikrobielle
Propionat-Produktion zu reduzieren. Natriumbenzoat kann zudem die Hyperammonamie
verbessern [3, 41]. Die Supplementierung von Citrat als anaplerotische Therapie konnte in
einer Studie bei drei Patienten mit PA die Ausscheidung von a-Ketoglutarat, Succinat und
Fumarat, als Intermediate des Citratzyklus, erhéhen und langfristig die
Hospitalisierungsrate senken und koénnte somit nach weiterer Testung ein zuklnftiges

Therapiekonzept darstellen [17].

Bei allen von einer MMA betroffenen Patienten muss die Cobalamin-Responsivitat in vivo
getestet werden. Bei vorhandener Responsivitat wird Hydroxycobalamin supplementiert
[14]. Neben der Nierentransplantation bei Patienten mit MMA, wurden bei einigen
Patienten mit PA und MMA Lebertransplantationen durchgefiihrt. Es zeigte sich dadurch
eine metabolische Stabilisierung, welche an einer signifikanten Reduktion der Laktat- und
Methylmalonsaure-Werte im Serum gemessen wurde sowie eine Verminderung von

Folgeerkrankungen [42].

1.4 Mitochondriale Dysfunktion und oxidativer Stress bei Organoazidopathien

1.4.1 Entstehung von oxidativem Stress

Mitochondrien sind Zellorganellen, die Uber den Citratzyklus und Uber die in der
Atmungskette stattfindende OXPHOS Energie in Form von ATP gewinnen. Gewebe mit
hohem Energiebedarf sind somit bei gestorter Mitochondrienfunktion besonders
vulnerabel. Die OXPHOS ist aulerdem die Hauptquelle reaktiver Sauerstoffspezies
(ROS) [43, 44], und es konnte ein Zusammenhang zwischen abnormer

Mitochondrienfunktion und ROS gezeigt werden [1, 45].

ROS entstehen durch fortlaufende Reduktion von molekularem Sauerstoff (Oz). Zu ihnen
gehdren Hyperoxidanionen, Wasserstoffperoxid und Hydroxyl-Radikale. Sie sind
chemisch instabil und haben eine starke Tendenz mit biologischen Molekilen zu

reagieren und diese zu schadigen [43]. Antioxidative Systeme, wie die
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Superoxiddismutase, Katalase und Glutathionperoxidase kénnen ROS abfangen. Als
oxidativer Stress wird eine Imbalance zwischen Produktion und Degradierung von ROS
bezeichnet [43]. ROS sowie reaktive Stickstoffspezies kdénnen Schaden an
intramitochondrialen Lipiden, Proteinen und mitochondrialer DNA (mtDNA) verursachen

und so Uber die Zerstdérung des Membranpotentials zum Zelltod flhren [43, 44, 46].

In den letzten Jahren gab es zunehmend Hinweise, dass bei OAs durch die Akkumulation
spezifischer toxischer Metabolite, eine mitochondriale Dysfunktion und vermehrt ROS

entstehen und dadurch die Pathophysiologie der Erkrankungen beeinflussen [44].

1.4.2 Veranderte zellulare Morphologie in Organoazidopathien

Die Morphologie der Mitochondrien bei Patienten mit OAs weist auf eine mitochondriale
Dysfunktion hin. Es konnte eine veranderte mitochondriale Ultrastruktur im Skelettmuskel
von zwei Patienten mit PA gefunden werden [47]. Wilnai und Kollegen beschrieben
zudem Mitochondrien variabler GréRe mit abnormaler Ultrastruktur in den Hepatozyten
von fiinf MMA-Patienten mit mut®-Defekt. In der Elektronenmikroskopie beobachteten sie
aullerdem eine stark ausgedehnte innere Matrix und sehr kleine, nicht

zusammenhangende Cristae [30].

Auch in den renalen Tubuluszellen von mut-Mausen sowie in Nierenbiopsaten von drei
Patienten mit MMA wurden Megamitochondrien und eine veranderte mitochondriale
Ultrastruktur beobachtet [48]. Dies stimmt mit den Ergebnissen von Chandler und
Kollegen Uberein, die an einem Mut-knock-out-Mausmodell Megamitochondrien in
Hepatozyten, exokrinem Pankreas und proximalen Tubuli der Niere fanden. Die
Hepatozyten eines Patienten mit MMA wiesen ebenfalls eine ahnliche Morphologie auf
[49].

1.4.3 Gestorte Energiegewinnung in Organoazidopathien durch Veranderungen im
Citratzyklus und der Atmungskette

Schwab und Kollegen untersuchten den Einfluss von Propionyl-CoA auf den
mitochondrialen Energiestoffwechsel in Rinderherzen [47]. Es zeigte sich ein hemmender
Einfluss von Propionyl-CoA auf den Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex, welcher in der
Energiegewinnung aus Kohlenhydraten die Glykolyse mit dem Citratzyklus verbindet,
sowie auf den a-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex und den Komplex Il der
Atmungskette. Es wurde zudem beschrieben, dass die Aktivitat der Cytochrom-c-Oxidase

(COX) in den hepatischen Mitochondrien von zwei Patienten mit PA und einem Patienten
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mit MMA um bis zu 30% im Vergleich zu der Kontrollgruppe reduziert war [50]. An den
Herz- und Skelettmuskelzellen einer pldtzlich an Herzversagen verstorbenen achtjahrigen
PA-Patientin wurde die Abwesenheit der Cytochrom-c-Reduktase des ersten und dritten
Komplexes der Atmungskette festgestellt. Die anderen Komplexe waren in diesem Fall

unauffallig [51].

De Keyzer und Kollegen untersuchten die Atmungskette, Enzymaktivitdten des
Citratzyklus in verschiedenen Geweben und oxidativen Stress in Fibroblasten von zwei
Patienten mit PA und vier Patienten mit MMA in vitro. Es konnte eine OXPHOS-Defizienz
in Leber, Skelettmuskel, Herz und Niere bei einem Teil der Patienten gefunden werden.
Die Enzymaktivitat des Citratzyklus war normal, ROS waren hingegen bei zwei Patienten

erniedrigt [15].

Caterino und Kollegen analysierten und verglichen das hepatische Proteom von sechs
Patienten mit schwerwiegender MMA mit dem einer Kontrollgruppe [52]. Es wurde eine
Deregulierung der Expression verschiedener Enzyme im Energiestoffwechsel, welche im
Citratzyklus, der Atmungskette und der Glukoneogenese beteiligt sind, festgestellt. Vor
allem die anaplerotischen Reaktionen des Citratzyklus waren vermindert. Dies wurde als

eine mogliche metabolische Adaptation an eine mitochondriale Dysfunktion diskutiert [52].

In einem Mut-knock-out-Mausmodell wurde eine verminderte Aktivitat der COX, eine
verstarkte Citrat-Synthese in den Hepatozyten und eine reduzierte intrazellulare
Glutathionkonzentration beobachtet [49]. Eine reduzierte Aktivitdt der Natrium-Kalium-
ATPase sowie der Citrat-Synthase wurde in synaptischen Membranen des zerebralen
Kortex von Ratten gemessen, nachdem dieser mit Isovaleriansaure inkubiert wurde. Als
Ursache wurde die Bildung freier Radikale vermutet. Das Hinzugeben verschiedener
Antioxidantien, wie z.B. Kreatin und Trolox, konnte diese Inhibierung verhindern, was die

Hypothese untermauerte [53, 54].

1.4.4 Vermehrte ROS-Produktion und Wirksamkeit von Antioxidantien in der
Therapie der Organoazidopathien

Bei der Untersuchung der in vitro Effekte von Methylmalonsaure auf das zerebrale

Synaptosom junger Ratten zeigte sich, dass Methylmalonsaure Lipidperoxidation sowie

oxidative Schaden an Proteinen induzieren kann und die Glutathionperoxidase hemmt.

Diese Effekte konnten durch die Gabe von Antioxidantien vermindert werden [55].

An einem weiteren PA-Mausmodell wurde festgestellt, dass die Antioxidantien MitoQ und

Resveratrol eine Reduktion des oxidativen Stresses sowie eine Zunahme antioxidativer
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Proteine in der Leber, und Resveratrol ebenfalls im Herzen, bewirken kénnen. Zudem
konnte das bei PA erhdhte B-natriuretische Peptid, ein Marker fir kardiale Hypertrophie,
sowohl durch MitoQ als auch durch Resveratrol signifikant gesenkt werden [56].

In den Fibroblasten von zehn Patienten mit PA wurden im Vergleich zu Fibroblasten einer
Kontrollgruppe erhdhte ROS-Konzentrationen, welche mit der Starke des genetischen
Defekts korrelierten, gemessen [57]. In einem Folgeversuch wurden die Fibroblasten mit
den Antioxidantien Tiron, Trolox, Resveratrol und MitoQ behandelt. Durch diese, nicht
aber durch Tocopherol, konnte die ROS-Produktion zwischen 15 — 80% reduziert werden
[58]. An einem hypomorphen PA-Mausmodell fand man auf’erdem vermehrte
Lipidperoxidation, Superoxidanionen-Produktion und erhohte Wasserstoffperoxid-

Konzentrationen in verschiedenen Geweben [59].

Es konnte zudem bei Patienten mit MMA eine positive Korrelation zwischen den
Urinkonzentrationen der F2-lIsoprostanen, ein etablierter Marker zur Messung von ROS
induzierter Lipidperoxidation, und Lipocalin-2 als Pradiktor fir den Verlust an
Glomerularer Filtrationsrate (GFR) beobachtet werden. Dies weist auf einen
Zusammenhang zwischen Menge der ROS-Produktion und Schweregrad der
Nierenfunktionsstérung hin. Des Weiteren konnte eine Verbesserung der Nierenfunktion

bei Gabe von Antioxidantien, wie Tocopherol und Coenzym Q1 gezeigt werden [48].

Erhohte Konzentrationen an ROS und mitochondrialer Superoxiddismutase wurden
zudem in Fibroblasten von Patienten mit MMA im Vergleich zu einer Kontrollgruppe
gemessen. Die erhdhten ROS-Konzentrationen zeigten sich vor allem bei Patienten mit
MMA CbIB [60].

Die therapeutische Gabe von Antioxidantien bei Patienten mit OA scheint daher sinnvoll
zu sein. Es fehlen aktuell jedoch noch systematische klinische Studien, die deren

Wirksamkeit belegen [10].

1.5 Einfluss des Metabolismus verzweigtkettiger Aminosauren auf den
Glukosestoffwechsel

Auch der Zusammenhang zwischen BCAA und dem Glukosestoffwechsel wurde in den
letzten Jahren zunehmend untersucht. Zirkulierende und intrazelluldare Konzentrationen
verschiedener BCAA-Metabolite kbnnen zahlreiche Effekte auf den Energiemetabolismus
und Insulinsignalwege ausiben [61]. Paradoxerweise konnten sowohl positive als auch

negative Effekte flir den Stoffwechsel festgestellt werden [62].
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Man fand einen positiven Einfluss von BCAA auf die Koérperkomposition, das
Sattigungsgefuhl und niedrigere Plasma-Glukosespiegel sowie Cholesterolwerte. Es
wurde zudem berichtet, dass hohe BCAA-Plasmaspiegel mit einer verbesserten
Glukosetoleranz und Insulinsensitivitdt assoziiert sind und eine gesteigerte

Glukoseaufnahme in den Muskel stimulieren [63].

Im Widerspruch dazu zeigten andere Studien hdhere BCAA-Plasmaspiegel in
Ubergewichtigen Individuen im Vergleich zu Normalgewichtigen und ein damit
einhergehendes erhdhtes Risiko fur die zuklnftige Entwicklung einer Insulinresistenz (IR)
und eines Diabetes Mellitus Typ 2 (T2DM) [64]. Dabei ist unklar, ob BCAA dafir
verursachend oder lediglich Biomarker fur eine IR sind [65]. Sie wurden au3erdem mit
dem metabolischen Syndrom (MetS) und kardiovaskularen Erkrankungen in Verbindung
gebracht [64].

Fir die Assoziation zwischen erhdhten BCAA-Plasmaspiegeln und IR diskutierten Lynch
und Kollegen [64] verschiedene Hypothesen. Einerseits benannten sie die permanente
Aktivierung von mTORC1 und der ribosomalen S6-Kinase durch erhohte BCAA-Spiegel.
Diese fihrt Uber die Serin-Phosphorylierung der Insulinrezeptorsubstrate 1 und 2 zu einer
IR [66]. Es bleibt aber umstritten, ob die zirkulierenden Mengen an BCAA fir diesen
Mechanismus ausreichen. Eine weitere diskutierte Theorie bezieht sich auf die potenziell
mitotoxischen BCAA-Metabolite, die in einem gestorten BCAA-Katabolismus
akkumulieren. Diese koénnen zu einer gestorten Mitochondrienfunktion in den
pankreatischen Betazellen und zu einer Apoptose dieser fuhren. Folglich wirde daraus

eine verminderte Insulinsekretion resultieren [64].

1.6 Glukosestoffwechsel und kardiometabolische Risikofaktoren in
Organoazidopathien

Es besteht die Hypothese, dass eine gestorte Mitochondrienfunktion, wie sie bei Patienten
mit klassischen OAs beobachtet wird, zu einer IR oder deren klinischem Korrelat — dem

MetS oder einem kardiometabolischem Risikoprofil — fiihren kann [1, 67-70].

Ein kardiometabolisches Risikoprofil definiert sich als Akkumulation von Risikofaktoren,
die eng mit T2DM und/oder kardiovaskularen Erkrankungen assoziiert ist. Wie von der
American Academy of Pediatrics empfohlen wurde, sollte es im Fokus bei
Vorsorgeuntersuchungen von Kindern und Jugendlichen stehen [1, 69]. Diese

Risikofaktoren umfassen eine viszerale Adipositas, Nuchtern-Hyperglykamie,
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Dyslipidamie, erhdhte Triglyzeride und niedriges High density lipoprotein (HDL)-

cholesterol sowie erhohten Blutdruck.

So berichteten Dweikat und Kollegen [71] von einem 9 Monate alten Saugling und Joshi
und Kollegen [72] von einem 11 Monate alten Saugling jeweils mit PA, bei denen sich die
Erkrankung mit Zeichen einer diabetischen Ketoazidose prasentierte. Unter adaquater
Therapie der Grunderkrankung normalisierten sich die Glukosewerte. Ebenso berichteten
Guven und Kollegen [73] und Dejkhamron und Kollegen [74] Gber Patienten mit MMA und
diabetischer Ketoazidose. Auch von Patienten mit IVA wurden Falle mit diabetischer

Ketoazidose beschrieben [75, 76].

Der Mechanismus, wie Stoffwechselerkrankungen zu Diabetes mellitus (DM) flhren
koénnen ist bislang unklar. Alfadhel und Kollegen [77] sahen vor allem die Akkumulation
toxischer Metabolite im Pankreas mit daraus resultierender Zerstérung der Struktur und
Funktionalitat des Pankreas als Ursache eines DM bei OA. Pankreatitiden kbnnen zudem
im Rahmen von metabolischen Entgleisungen bei Patienten mit OAs auftreten [10]. Wie
bei Defekten der Atmungskette, konnte zudem die gestorte mitochondriale
Energiegewinnung bei OAs zu einer mangelnden Insulinsynthese fiihren. Dabei schlossen
die Autoren auf eine nicht-autoimmunbedingte Insulinopenie als Ursache des DM bei
OAs. Allerdings wurden auch Patienten mit PA und MMA beschrieben, die in der
neonatalen Krise an einer schweren insulinresistenten Hyperglykamie litten und
groltenteils kurz darauf verstarben. Dies wiederum lieR vermuten, dass eine
insulinresistente Hyperglykdmie ein Marker fir einen besonderen Schweregrad der
Erkrankung ist [78]. Als Ursache der insulinresistenten Hyperglykdmien wurde zum einen
eine verminderte Glukoseaufnahme der peripheren Gewebe oder eine inadaquate
Glukoneogenese der Leber, zum anderen eine iatrogen bedingte Insulinresistenz des
Skelettmuskels durch hochdosierte Lipidinfusionen diskutiert [78]. Andererseits sind auch
Hypoglykamien eine bekannte Komplikation bei metabolischer Entgleisung von Patienten
mit OAs [20]. Worthen und Kollegen vermuteten, dass es durch wiederholtes Erbrechen
und verminderte Nahrungsaufnahme bei Entgleisungen zu einer Verminderung der

Glykogenspeicher in der Leber kommt [79].
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1.7 Mitochondriale Dysfunktion und oxidativer Stress in der Entstehung einer

Insulinresistenz

1.7.1 Einfluss von oxidativem Stress auf den Glukosestoffwechsel

Eine IR ist eine verminderte Antwort des Zielgewebes auf eine physiologische
Konzentration an Insulin. Zu den Zielgeweben gehdren vor allem Leber, Skelettmuskel
und Fettgewebe [80]. Langfristig kann eine IR durch zunachst kompensatorisch vermehrte
Insulinsekretion zu einer Erschopfung der Betazellen und schlieRlich zu einem T2DM
fihren. Es gibt zunehmend Evidenz, dass in der multifaktoriellen Genese von IR, Betazell-
Dysfunktion und T2DM eine abnormale Mitochondrienfunktion, ROS, Lipotoxizitat sowie
Inflammation eine bedeutende Rolle spielen [1, 81-85]. Die genauen Mechanismen sind

nach wie vor unbekannt [80].

Vermutet wird, dass die primare Ursache der Entwicklung einer IR in einem chronischen
Missverhaltnis zwischen Kalorienzufuhr und Energieverbrauch besteht [86]. Ein Kalorien-
Uberschuss kann zu einem gesteigerten mitochondrialen Substratfluss fihren und so die
Aktivitat von Elektronendonatoren wie NADH und FADH, sowie den Elektronentransport
steigern. Durch ein hohes Membranpotenzial ist der Elektronenfluss ebenfalls erhoht [43].
Dadurch akkumulieren Elektronen innerhalb der Atmungskette, die dann mit Sauerstoff
reagieren und ROS bilden. Zu den Hauptorten der ROS-Produktion zahlen dabei Komplex
I und Il der Atmungskette in der inneren Mitochondrienmembran, die mitochondriale
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase und das Flavoprotein Monoaminoxidase in

der aulleren Mitochondrienmembran [43].

Die ROS wiederum induzieren Lipidperoxidationen, deren Produkte die mtDNA schadigen
und mitochondriale Enzyme, wie die ATP-Synthase und die COX beeintrachtigen [87]. Als
Konsequenz ist die Atmungskette und somit die Energiegewinnung gestort. Zudem
kénnen ROS zur Apoptose von Betazellen fiihren, welche nur geringfiigig antioxidative

Enzyme exprimieren [46, 87].

1.7.2 Einfluss von ektopen Lipiden auf den Glukosestoffwechsel

Durch einen standigen Uberschuss freier Fettsduren (FFA) werden diese vermehrt in
Leber und Skelettmuskel aufgenommen und dort zu Triacylglycerolen (TAGs) verestert
[46, 88]. Hepatozellulare und intramyozellulare Lipide sind bei Erwachsenen stark mit

einer IR assoziiert [61] und kdnnen schon im Kindesalter hinweisend auf eine IR sein [89].
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Die Plasma-Konzentration an FFA, hepatozellularen und intramyozelluldren Lipiden

korrelieren eng mit einer Verminderung der Insulinsensitivitat [46].

Erhohte Spiegel der FFA im Plasma reduzieren den Insulinrezeptorsubstrat-1-assoziierten
Anstieg der PI3-Kinase fast vollkommen und beeintrachtigen so den Insulinsignalweg
zusatzlich [90]. FFA und BCAA konnen auflerdem in Leber und Skelettmuskel Uber
Substrat-Signalwege eine IR induzieren [61]. Zudem wurde diskutiert, ob FFA zu einem
verminderten Einbau des Glukosetransporters-4 in die Zellmembran und infolgedessen zu

héheren Plasma-Glukosespiegeln fliihren [86].
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1.8 Forschungsliicke, Hypothesen und Ziele der Studie

Trotz der Hinweise, dass eine abnormale Mitochondrienfunktion und erhdhte ROS-
Produktion zu der Pathophysiologie in OAs beitragen, sind die genauen Mechanismen

und Konsequenzen nicht geklart [44, 53, 59].

Bislang ist nicht verstanden, welche Folgeerkrankungen durch diese Effekte in
verschiedenen Geweben bei OAs entstehen konnen. Es ist aber anzunehmen, dass diese
fir die Lebenserwartung und -qualitdt der meisten Betroffenen, die nach wie vor
eingeschrankt sind, von Relevanz sind [10, 35]. Es ist zu vermuten, dass eine abnormale
Mitochondrienfunktion, wie sie bei Patienten mit OAs beobachtet wurde, zu einer IR oder
dem klinischen Korrelat eines MetS bzw. eines kardiometabolischen Risikoprofils flihren
kann [1, 67-70]. Wahrend die Entstehung einer IR durch mitochondriale Schaden und
ROS bei Ubergewicht vielfach erforscht wurden [84, 86], mangelt es an Studien, die

diesen Zusammenhang bei OAs untersuchen.

In dieser Arbeit sollte daher untersucht werden, inwiefern der genetisch-definierte Defekt
im BCAA-Katabolismus bei OAs durch eine abnormale Mitochondrienfunktion und
gesteigerte ROS-Produktion mit einem abnormalen gewebespezifischen
Energiestoffwechsel, IR und MetS einhergeht. Konkretes Ziel der MitoMRS-Studie war
eine detaillierte Phanotypisierung des Leber-, Muskel- und Energiestoffwechsels von
Patienten mit klassischen OAs sowie Cobalaminsynthese-Defekten im Vergleich zu einer
alters-, geschlechts- und Body Mass Index (BMI)-gepaarten Kontrollgruppe [1]. Daher
wurden Patienten mit PA, MMA, MMA CBL und IVA sowie Stoffwechselgesunde mittels
oralem Glukosetoleranztest (OGTT), Magnetresonanzspektroskopie (MRS),
Lebersonografie und Bestimmung von Parametern flr IR und MetS phanotypisiert. Die
Studie soll zu einem besseren Verstandnis der Pathophysiologie bei OAs beitragen, um

langfristig die Therapie zu optimieren und Folgeerkrankungen vorzubeugen.
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2 Material und Methoden
Die MitoMRS-Studie fand zwischen August 2015 und November 2017 in der Klinik fur

Allgemeine Padiatrie, Neonatologie und Kinderkardiologie des Universitatsklinikums
Dusseldorf (UKD) und dem kooperierenden Deutschen Diabetes Zentrum (DDZ) in
Dusseldorf, Deutschland statt [1].

Die Fall-Kontroll-Studie  (ClinicalTrials.gov  Registrierungsnummer NCT03917212)
untersuchte Glukose-, Fett und Energiestoffwechsel von Patienten mit OAs mittels nicht-
invasiver MRS und Lebersonografie sowie Blutanalysen und verglich diese mit einer
alters-, geschlechts- und BMI-gepaarten Kontrollgruppe und entsprechenden
Referenzwerten. Die Studie erhielt ein positives Ethikvotum der Ethikkommission der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf (Protokoll-Nr. 3778) [1].

Im Folgenden werden Studiendesign, Studienkollektiv und Studienablauf beschrieben.
Des Weiteren wird auf die Probenaufbereitung und -analyse eingegangen sowie die

statistischen Methoden beschrieben.

2.1 Studiendesign und Teilnehmer

34 Patienten mit OA, davon 26 Minderjahrige und 8 Erwachsene zwischen 6 und 34
Jahren, wurden untersucht. Die Patientengruppe bestand aus 9 Patienten mit PA, 6 mit
IVA, 10 mit klassischer MMA und 9 mit MMA CBL (CBL A/B n=4, CBL B n=2, CBL C n=3).

Eine der Patienten mit MMA CBL C hatte zusatzlich einen Biotinidase-Mangel.

Eine schriftliche Einverstandniserklarung fir die Teilnahme an der Studie und fir die
pseudonymisierte Datenverarbeitung wurde von den Teilnehmern und bei minderjahrigen
Teilnehmern auch von ihren Eltern, nach Aufklarung durch einen Arzt, eingeholt. Zudem

wurde ein MRT-Fragebogen ausgefiillt, um mogliche Ausschlusskriterien zu erkennen.

2.2 Rekrutierung

Patienten mit OA, die sich in regelmaRiger Betreuung der Klinik flr Allgemeine Padiatrie,
Neonatologie und Kinderkardiologie bzw. in der Klinik flr Gastroenterologie des UKD
befanden, wurden Uber einen Telefonanruf oder bei einem Ambulanzbesuch Uber die
Studie und ihre Ziele informiert. Um teilzunehmen, mussten die Patienten mindestens 5
Jahre alt sein und eine durch humangenetische, enzymatische oder biochemische
Diagnostik bestatigte Diagnose einer PA, IVA, MMA oder MMA CBL haben. Andere
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Ursachen fir das Krankheitsbild mussten ausgeschlossen sein. Des Weiteren waren
akute Erkrankungen, wie zum Beispiel Fieber, Erbrechen und oder andere Anzeichen
einer katabolen Stoffwechsellage, Ausschlusskriterien. Das C-reaktive Protein wurde bei
Aufnahme bestimmt, um eine mdgliche versteckte Infektion auszuschlielfen. Ebenfalls
durften Patienten mit einem bekannten DM, chronischen Darmerkrankungen und somit
potenziell gestorter Glukoseabsorption oder einer Allergie gegen Johannisbeere, welche
in der Trinkldsung enthalten ist, nicht am OGTT teilnehmen. Ausschlusskriterien fur die
MRS waren auRerdem Klaustrophobie und das Tragen nicht MRS-tauglicher metallischer

Implantate [1].

2.3 Kontrollgruppen

Die Kontrollgruppe fiur die MRS-Messungen bestand aus 33 stoffwechselgesunden
Kindern (= 5 Jahre) und jungen Erwachsenen. 24 stoffwechselgesunde Kinder wurden im
Rahmen der MitoMRS-Studie untersucht. Sie wurden durch Convenience Sampling
rekrutiert oder waren gesunde Geschwisterkinder (n=6) von Patienten. Zudem wurden 9
Erwachsene aus einer vorherigen DDZ-Studie als Kontrollen verwendet. Die oben
genannten Ausschlusskriterien galten gleichermalRen fur die Kontrollgruppe. Jedem
Patienten wurde eine alters-, geschlechts- und BMI-gepaarte Kontrolle zugeordnet. Eine
verausgabende, korperliche Aktivitat war Teilnehmern ab 48 Stunden vor den Messungen
nicht mehr erlaubt. Bis 4 Stunden vor den MRS-Messungen nahmen die Teilnehmer eine
standardisierte, altersentsprechende Mahlzeit zu sich. Je nach Alter beinhaltete diese
zwischen 280 und 460 Kilokalorien (kcal) [1].

Als Kontrollgruppe fir die OGTT-Messungen wurde der Datensatz 14 gesunder,
multiethnischer Kinder von der Yale Pathophysiology of Type 2 Diabetes in Youth-Studie
[91] verwendet, einem Langzeitprojekt, welches die frihen Veranderungen im
Glukosestoffwechsel Ubergewichtiger Jugendlicher erforschte. Die Studie fand in
Kooperation mit der Yale University School, Connecticut, USA statt. 5 gesunde
Erwachsene wurden als Kontrollgruppe fir die OGTT-Messungen aus der German
Diabetes Study des DDZ rekrutiert [92]. Jedem Patienten wurde eine alters-, geschlechts-

und BMI-gepaarte Kontrolle zugeordnet.
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2.4 Ablauf des Visits fiir Patienten

Die Studie umfasste fir die Patienten einen zweitagigen stationaren Aufenthalt mit einer
Ubernachtung. Aufgrund der fiir den OGTT einzuhaltenden Niichternperiode, wurden die
Patienten stationar Uberwacht, um eine mdgliche Stoffwechselentgleisung zu verhindern
und eine Standardisierung zu gewahrleisten. Der Studienaufenthalt umfasste am
Aufnahmetag flir die Patienten einen Gesundheitscheck, eine erweiterte Blutentnahme,
anthropometrische Messungen sowie eine Lebersonografie und am Folgetag einen OGTT
in der Klinik fir Allgemeine Padiatrie, Neonatologie und Kinderkardiologie bzw. in der
Klinik fir Gastroenterologie des UKD. Im Anschluss wurden die Patienten mit einem Taxi
in das DDZ gefahren. Dort erfolgten MRS-Messungen sowie eine bioelektrische
Impedanzanalyse (BIA). Die minderjahrigen Patienten wurden von einem/er Padiater/in

und einem Elternteil fir die Messungen im DDZ begleitet [1].

2.5 Anthropometrische Messungen

Von allen Patienten und Kontrollprobanden wurden Korperlange und -gewicht, nur in
Unterwasche und Socken bekleidet, gemessen. Der BMI, welcher mit kg/m2 berechnet
wurde, wurde bestimmt und mit den Perzentilen nach Rosario und Kollegen [93] aus der
KIGGS-Studie des Robert-Koch-Instituts verglichen. Ein ,hoch-normaler BMI wurde bei
Kindern ab der 75. Perzentile [94] und bei Erwachsenen Ubergewicht ab 25 kg/m?
definiert. Der BMI-Standard Deviation Scores (SDS) wurde online (www.labor-
dortmund.de) nach den Perzentilen von Kromeyer-Hauschild und Hemmelmann [95, 96]
ermittelt und gibt an, wie viele Standardabweichungen der Patient jeweils oberhalb

beziehungsweise unterhalb des alters- und geschlechtsspezifischen Medians liegt.

Der Taillenumfang wurde mit einem KAWE Bandmal (KaWe, OncoMedical AG, Zofingen,
Schweiz) dreimal in der Mitte zwischen dem unteren Ende des Rippenbogens und der
Spina iliaca anterior superior in Exspirationshaltung immer von der gleichen Untersucherin
gemessen. Der Mittelwert der drei Messungen wurde berechnet und die Perzentilen fir
Kinder nach McCarthy und Kollegen [97] verwendet. Der Blutdruck wurde in liegender
oder sitzender Position gemessen und fur die Minderjahrigen auf Perzentilen aufgetragen
[98].

Das MetS wurde gemal der Kriterien der American Heart Association fir Kinder [67] und
der International Diabetes Federation flir Erwachsene [70] festgelegt und diagnostiziert,
wenn 3 oder mehr der 5 MetS-Komponenten vorlagen (Tab. 1). Fur Kinder waren MetS-

Kriterien: Nuchternglukose = 100 mg/dl, systolischer und/oder diastolischer Blutdruck =
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90. Perzentile [98], Taillenumfang = 90. Perzentile [97], HDL-Cholesterol < 10. Perzentile
und Triglyzeride = 110 mg/dl [99]. Fir Erwachsene waren die MetS-Kriterien:
Nulchternglukose = 100 mg/dl, systolischer Blutdruck = 130 mmHg und/oder diastolischer
Blutdruck = 85 mmHg, Taillenumfang =294 cm fir Manner und = 80 cm fir Frauen, HDL-
Cholesterin < 40mg/dl bei Mannern und < 50 mg/dl bei Frauen sowie Triglyzeride = 150
mg/dI [1]. Da Hypertension und Hypertriglyzeriddmie jedoch auch durch eine chronische
Niereninsuffizienz verursacht werden kénnen [100], haben wir diese zwei Faktoren bei der
Definition des MetS, bei Vorliegen einer chronischen Niereninsuffizienz = G3b,

ausgeschlossen.

Nach einer 4-stindigen Nuchternperiode wurde eine BIA mit dem Gerat Nutriguard-S
(Data Input, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt. Die Patienten lagen auf dem Rucken
mit von ihrem Koérper ausgestreckten Armen und Beinen. BIANOSTIC-AT-Elektroden
(Data Input, Pocking, Deutschland) wurden auf dem Hand- und Fuflricken der
dominanten Korperseite fixiert [101, 102]. Die BIA-Waage ermittelte Gesamtkorperfett und
Korperfettanteil, Gesamtkoérperwasser, Magermasse, Phasenwinkel als Mal} fir die
Qualitat der Magermasse, Reaktanz, Widerstand sowie Hand- und FuBwiderstand.
Widerstand und Reaktanz wurden in eine Gleichung eingefiigt, um die Fettmasse und
fettfreie Masse zu ermitteln [103]. Ab 15 Jahren wurde zudem die extrazellulare Masse
(ECM), die sich aus Interstitium, Knochen und Bindegewebe zusammensetzt, die
Biozellulare Masse (BCM), die Muskel- und Organzellmasse misst sowie der Quotient
ECM/BCM bestimmt. Die Magermasse ist die Summe aus BCM und ECM. Die Parameter
der Kinder und Jugendlichen wurden mit den Perzentilen und die der Erwachsenen mit
den internen Referenzwerten von Nutriguard-S verglichen. Werte = 90. Perzentile und
oberhalb des Referenzbereichs wurden als erhdht und Werte < der 10. Perzentile wurden

als erniedrigt definiert [1].

2.6 Phanotypisierung der Patienten

Bei Patienten mit PA basierten wir den metabolischen Phanotyp auf die Ausscheidung
von Propionylglycin, 3-Hydroxypropionat und Methylcitrat, gemessen zum Zeitpunkt der
Diagnose oder vor Therapiebeginn und wenn nicht verfigbar, wurden die
Metabolitkonzentrationen aus verschiedenen Messungen (Median der verfiigbaren
Messungen n=6) gemittelt. PA-Metabolitkonzentrationen wurden mit den Daten von
Thompson und Chalmers [104] verglichen, welche den klinischen Schweregrad von
Patienten mit PA mit deren Metabolitenausscheidung im Urin korrelierten. Wir definierten

den metabolischen Phanotyp als ,schwer”, wenn 3 von 3 Metabolitkonzentrationen von
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Propionylglycin, 3-Hydroxypropionat und Methylcitrat erhéht waren [104], als ,moderat,

wenn 2 von 3 erhoht waren und als ,mild“, wenn maximal ein Wert erhdht war [1].

Bei Patienten mit MMA wurde der metabolische Phanotyp auf die Ausscheidung von
Methylmalonsaure, 3-Hydroxypropionat und Methylcitrat im Urin zum Zeitpunkt der
Diagnose oder vor Therapiebeginn basiert. Falls nicht verfugbar, wurden die
Metabolitkonzentrationen aus mehreren Messungen gemittelt (Median der verfligbaren
Messungen n=5). Die Werte wurden ebenfalls mit Thompson und Chalmers [104] sowie
mit den Ergebnissen von Fowler und Kollegen [13] verglichen und wie oben beschrieben
kategorisiert. Zusatzlich wurde bei Patienten mit MMA die enzymatische Restaktivitat mit

einbezogen, wenn sie verfugbar war (6/10, 60%) [1].

Bei Patienten mit MMA CBL wurde der metabolische Phanotyp auf die Ausscheidung von
Methylmalonsaure im Urin zum Zeitpunkt der Diagnose basiert. Falls nicht verflgbar,
wurden die Metabolitkonzentrationen aus mehreren Messungen gemittelt (Median n=5).
Die Werte wurden mit den Ergebnissen von Fowler und Kollegen [13] verglichen. Ein
schwerer metabolischer Phanotyp wurde definiert mit einer Ausscheidung von
Methylmalonsdure >10.000 mmol/mol Kreatinin, moderat bei einer Methylmalonsaure-
Ausscheidung von 1000-10.000 mmol/mol Kreatinin und mild bei einer Methylmalonsaure-

Ausscheidung <1000 mmol/mol Kreatinin [1].

Bei Patienten mit IVA wurde der metabolische Phanotyp auf die Ausscheidung von
Isovalerylglycin im Urin zum Zeitpunkt der Diagnose basiert, und falls nicht vorhanden,
wurden die Metabolitkonzentrationen aus mehreren Messungen verglichen (Median der
verfigbaren Messungen n=3). Ein schwerer metabolischer Phanotyp zeigte eine
Ausscheidung von Isovalerylglycin > 1000 mmol/mol Kreatinin, ein moderater 300-1000

mmol/mol Kreatinin und ein milder metabolischer Phanotyp <100 mmol/mol Kreatinin [1].

Der klinische Schweregrad wurde bei PA, MMA, MMA CBL und IVA nach Alter bei
Manifestation und klinischem Status zum Zeitpunkt der Studie ermittelt und wurde

zusammen mit dem metabolischen Schweregrad berlcksichtigt [1].

2.7 Diatplan und Nachtmahlzeit

17 der 34 Patienten hatten festgelegte Diatplane, welche von Diatassistentinnen erstellt
und regelmafig bezlglich des Gewichts und der Entwicklung der Patienten angepasst
wurden (Tabelle 3). Circa 2 Wochen vor Studienbeginn wurden die Patienten bzw. ihre

Eltern telefonisch kontaktiert und Uber eine Adaptation des aktuellen Diatplans fir den
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Studientag informiert. Fir den OGTT war eine Nuichternperiode von 8 Stunden
einzuhalten und der Diatplan wurde so angepasst, dass die Patienten die gleiche Menge
wie ublich an Eiweil3, Fett, Kohlenhydraten und Kcal innerhalb von 24 Stunden zu sich
nahmen. Die individuell berechnete Nahrungszufuhr wurde bis um 22:00 Uhr
abgeschlossen und eine standardisierte Nachtmahlzeit, welche rechnerisch zum
Aufnahmetag zahlte, um 0:15 Uhr oral oder per Sonde zugefiihrt. Die Nachtmahlzeit
bestand aus 75 ml Kuhmilch mit 1,5% Fettanteil, 22 g eiweil¥freie Spezialnahrung Basic-p
Milupa (Nutricia Milupa GmbH, Frankfurt, Deutschland), 13 g Maltodextrin 6 und wurde
mit Wasser auf 220 ml Volumen aufgefiillt. Insgesamt enthielt sie 2,5 g Eiweil, 8,2 g Fett,
29,9 g Kohlenhydrate und 204 kcal. Dadurch sollte eine katabole Stoffwechsellage
aufgrund einer zu langen Nuchternperiode verhindert werden. Ab 0:30 Uhr begann dann
die Nduchternperiode, in der die Patienten lediglich Wasser trinken durften. Nach
Beendigung des OGTTs erhielten die Patienten umgehend die erste Portion der Nahrung
fur diesen Tag, welche bis 11:00 Uhr zugefiihrt werden musste. Danach begann die
zweite Nuchternperiode, welche 4 Stunden betrug und fir die standardisierte Messung in
der MRS erforderlich war [1].

2.8 Biochemische Marker

Am Aufnahmetag wurde den Patienten ein intravendser Zugang gelegt und daraus Blut
abgenommen. Es wurden folgende Parameter bestimmt: Natrium, Kalium, Chlorid,
Calcium, Phosphat, Laktat, pH-Wert des Blutes, Sauerstoffpartialdruck (pO2),
Kohlenstoffdioxidpartialdruck ~ (pCO2), Standard-Bikarbonat (HCO3), Standard-
Basenuberschuss, aktuelles HCO3, glykosyliertes Hamoglobin (HbA1c), Parathormon,
Thyroidea stimulierendes Hormon (TSH), Thyroxin, Trijodthyronin, Vitamin D3, C-
reaktives Protein, Aspartat- und Alaninaminotransaminasen (GOT,GPT), -
Glutamyltransferase (GGT), Alkalische Phosphatase (AP), Kreatinin, Lipase, Harnstoff,
Harnsaure, GFR, Cystatin C, Erythrozyten, Leukozyten, Thrombozyten, Erythrozyten-
Verteilungsvolumen, mittleres Thrombozytenvolumen, Hamoglobin (Hb), Hamatokrit,
mittleres korpuskuldres Volumen (MCV), mittleres korpuskulares Hb (MCH) und mittlere
korpuskulare Hb-Konzentration (MCHC). Zudem wurden im Rahmen des Aufenthaltes die

organischen Sauren im Urin bestimmt [1].
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2.9 Oraler Glukosetoleranztest

Am darauffolgenden Tag wurde nach 8-stindiger Nuchternperiode ein OGTT
durchgefuhrt. Wahrenddessen hielten sich die Patienten auf ihrem Zimmer auf und sollten
sich so wenig, wie moglich bewegen. Es fanden Blutentnahmen zu vier Zeitpunkten Uber

den am Vortrag gelegten intravendsen Zugang statt [1].

Zunachst erfolgte eine Entnahme nichtern (0 Minuten). Daraufhin wurde den Patienten
1,75 g Glukose pro kg Korpergewicht (KG), maximal aber 75g Glukose (Accu-Check
O.G.T Dextrose, Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) oral oder Uber die Sonde
zwischen 8:30 Uhr und 9:00 Uhr morgens gegeben. Weitere Blutentnahmen erfolgten 30,
60 und 120 Minuten nach Glukosegabe. Bei dem OGTT wurden Glukose, Insulin und C-
Peptid vends zu jedem Zeitpunkt bestimmt. Zum Zeitpunkt 0 wurden aulRerdem ROS,
FFA, TAG, HDL, Leukozytenrespirometrie und Plasmaaminosauren abgenommen und
zwei Trockenblutkarten fur ein Acylcarnitinprofil mit vendésem Blut betropft. Der gesamte

Blutverlust betrug ca. 40 ml [1].

2.10 Probenaufbereitung und Probenanalyse

Die folgenden Blutproben wurden unmittelbar nach Entnahme an das Zentrallabor des
UKD gesendet und dort bei Raumtemperatur gelagert und zentrifugiert. Glukose, GOT,
GPT, y-GT, Harnsaure, Harnstoff, Kreatinin, Lipase, AP, Cystatin C, GFR, C-reaktives
Protein und Laktat wurden photometrisch auf einem Cobas 8000 c 702 Hitachi Analyzer,
HbA1c auf einem Cobas 6000 c¢ 501 Hitachi Analyzer mittels turbodimetrischen
Inhibitions-Immunsassay gemessen. TSH, Thyroxin, Parathormon, Vitamin D3 wurden auf
einem Cobas 8000 e 602 Hitachi Analyzer mittels ElektroChemiLumineszenz
Immunassay bestimmt, die Elektrolyte Natrium, Kalium, Calcium, Chlorid und Phosphat
auf einem Cobas 8000 ISE 1800 Hitachi Analyzer gemessen (alle: Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland). Erythrozyten, Leukozyten, Thrombozyten, Erythrozyten-
Verteilungsvolumen, Thrombozytenvolumen, Hb, Hamatokrit, MCV, MCH und MCHC
wurden auf einem XE 5000 (Sysmex, Norderstedt, Deutschland) gemessen. PH-Wert,
p0O2, pCO2, Standard-HCO3, Baseniberschuss, und aktuelles HCO3 wurden auf einem
ABL800 Flex Blutgasanalysator (Radiometer, Krefeld, Deutschland) gemessen. Es

wurden die intern vom Zentrallabor des UKD entwickelten Referenzwerte verwendet [1].

Die Blutproben fir die Plasmaaminosauren, die Trockenblutkarte fir das Acylcarnitinprofil
und die Urinprobe zur Bestimmung der organischen Sauren im Urin wurden in das

Stoffwechsellabor der Klinik fir Allgemeine Padiatrie, Neonatologie und Kinderkardiologie
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des UKD transportiert. Die Plasmaaminosauren wurden mit dem AS-Analysator Biochrom
30+ (Biochrom Ltd, Cambridge, UK) und die Acylcarnitine mit einer FlUssigkeits-
Chromatographie gekoppelt mit einer Tandemmassenspektroskopie auf einem Waters
TQ-Detektor (Waters, Milford, USA) analysiert. Die organischen Sauren im Urin wurden
mittels Gas-Chromatographie und Massenspektroskopie auf einem MSD 5977A (Agilent,
Santa Clara, USA) gemessen [1].

Die Blutproben fir FFA und Triglyzeriden wurden 30 Minuten auf Eis gekuhlt, die Proben
fur Insulin und C-Peptid 30 Minuten bei Raumtemperatur gelagert und dann jeweils 10
Minuten bei 4°C und 2000 U zentrifugiert. Die auf Cryos verteilten Uberstande wurden auf
Aliquots verteilt und bei -80°C in der Kinderklinik eingefroren. Spater wurden die Aliquots
auf Trockeneis gelagert, in das DDZ transportiert, wo sie analysiert wurden. Triglyzeride
wurden mit einem Cobas c¢ 311 Hitachi Analyzer (Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland) enzymatisch gemessen und Orlistat wurde verwendet, um eine in vitro
Lipolyse zu vermeiden, wie von Gancheva und Kollegen beschrieben [92]. FFA wurden
mikrofluorimetrisch (Wako, Neuss, Deutschland) analysiert. Fir FFA wurden die
Perzentilen nach Salgin und Kollegen [105] festgelegt. Insulin und C-Peptid aus dem
Serum wurden Uber ein Radioimmunoassay (Millipore, St. Charles, CO, USA) bestimmt
und mit einer alters-, geschlechts- und BMI-gepaarten Kontrollgruppe verglichen. Details

zu den biochemischen Analysen der Yale Kohorte wurden bereits beschrieben [91].

Um die Insulinsensitivitat zu ermitteln wurden der Homeostasis model assessment of
insulin resistance (HOMA-IR) mit (Insuling (MU/mI) x Glukoseo, (mmol/l))/ 22,5 berechnet.
Der quantitative insulin-sensitivity check index (QUICKI) wurde mit 1/ [log(Insuling) +
log(Glukosey)] als Pradiktor fir eine IR ermittelt. Der Matsuda-Index wurde mit 10000
V(Glukoseo x Insuling x Glukosewitewert X Insulinuitemer) [106] und Oral Glucose Insulin
Sensitivity (OGIS) mit der Funktion, OGIS= f (GO; G90; G120; 10; 190; Dosis der oral
aufgenommenen Glukosemenge), wie sie von Pacini und Kollegen beschrieben wurde

[107] zur Ermittlung der dynamischen Insulinsensitivitat bestimmt [1].

Die Insulinsekretion wurde anhand der Nuchtern-Betazellfunktion, welche mit (Insulinzo—
Insuling)/(Glukoseso-Glukoseg) berechnet wurde und anhand des Adaptationsindex, der mit
OGIS x ((C-Peptidzo-C-Peptido)/(Glukoseso-Glukosey)) ermittelt wurde und die Beziehung
zwischen Insulinsensitivitat und direkte Betazellfunktion beschreibt [106], sowie anhand
des Dispositionsindex, der mit OGIS x (Insulinzg—Insuling)/(Glukoseso-Glukoseo) berechnet

wurde, evaluiert [1].

Aulerdem wurden die hepatische Insulinextraktion als Mal der Insulinkinetik, die Area

under the curve (AUC) von Glukose, Insulin und C-Peptid bei jeweils 0-30 Minuten und O-
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120 Minuten sowie Quotienten Alnsulin 30/AGlukose 30, Alnsulin (AUC)/ AGlukose
(AUC), AC-Peptid 30/AGlukose 30 und AC-Peptid (AUC)/AGlukose (AUC) [106, 108]
ermittelt [1].

2.11 Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies

Konzentrationen Thiobarbitursaure-reaktiver Substanzen (TBARS) im Serum, Oxidation-
Reduktion-Potential und antioxidative Kapazitat wurden fluorometrisch gemessen (Bio
Tek, Bad Friedrichshall, Deutschland), wie von Jelenik und Kollegen beschrieben [88,
109].

2.12 Leukozytenrespirometrie

Die mitochondriale respiratorische Kapazitat in peripheren Immunzellen des Plasmas
wurde mittels hochauflésender Respirometrie nach zuvor beschriebener Methode [110]
durchgefihrt. Zur Analyse wurden Malat (2 mmol/l), Adenosindiphosphat (ADP) (1
mmol/l), Glutamat (10 mmol/l) und Succinat (10 mmol/l) mit oder ohne Pyruvat (5 mmol/l),
hinzugegeben [109]. Um die mitochondriale Membranintegritat zu ermitteln, wurden 10
mmol/l Cytochrom C hinzugefigt, gefolgt von 1,0 ml stufenweiser Titrierung von Carbonyl

Cyanid-p-trifluoromethoxyphenylhydrazon (0,1 mmol/l) [109].

2.13 Magnetresonanzspektroskopie

Alle Messungen der MRS erfolgten nach 4-stlindiger Nichternperiode, in Ruhe und auf
dem Rcken liegend in einem 3-T Spektrometer mit 3.2.1.1 Software-Release (3T Philips
Achieva, Best, Niederlande) [1].
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2.13.1 Ektopisches Fett in Leber und Skelettmuskel

TAGs (Abb. 6) entstehen durch eine Veresterung aus Glycerin, einem Alkohol, und drei
Fettsauren. Sie dienen als Energiespeicher im Kérper. Die Fettsauren liegen bei TAGs als
Acylgruppen vor. Bei Bedarf kdnnen die TAGs wieder zu Glycerin und den drei Fettsduren

hydrolysiert werden.

Ao
OJOK/\/\/\/A/\/\/\/C
OJ K/\/\/\WC

Abb. 6: Triacylglycerol.

Der Gehalt an hepatozellularen Lipiden wurde mit der stimulated echo acquisition mode
(STEAM) Protonen- MRS ('H-MRS)-Echosequenz gemessen, welche die Magnetisierung
nutzt, um ein stimuliertes Echo zu erzeugen [111]. Es wurden die Korrekturfaktoren nach
Hamilton und Kollegen [112] verwendet. Nicht-Wasser-supprimierte Spektren wurden in
einem 3x3x2 cm® volume of interest (VOI) mit integrierten Wasser- und Fettpeaks
generiert. Mit der Java-based Magnetic Resonance User Interface (jMRUI) v4.0 Software

wurde die Flache unter dem Peak quantifiziert [1].

Intramyozelluldre Lipide wurden mit '"H-MRS des Musculus vastus lateralis mit der point
resolved spectroscopy sequence (PRESS)-Echosequenz bestimmt, welche im Gegensatz
zu STEAM das Spinecho misst [111]. Die Signalintensitat von PRESS ist doppelt so hoch
wie die von STEAM [111]. Ein lokalisiertes VOI (1x1x2cm®) wurde verwendet. Die
Repetitionszeit lag bei 2000 ms und die Echozeit bei 32 ms. mit durchschnittlich 16
Signalen bei MRS ohne Wasserunterdrickung und 96 Signalen bei MRS mit
Wasserunterdrickung. Die Spektren wurden mit dem LCmodel mit integrierter ,eddy-
current-correction analysiert, um intramyozellulare Lipide in Relation zu dem

Wassergehalt des Gewebes zu messen [1].

2.13.2 Phosphat-Metabolite in Leber und Skelettmuskel

In der Phosphor-MRS (*'P-MRS) kdénnen verschiedene phosphorhaltige Substanzen
gemessen werden [113], wovon wir in dieser Studie ATP, anorganisches Phosphat (Pi)
und Phosphokreatin (PCr) bestimmt haben. ATP ist die universelle Speicherform von

Energie. Wenn ein Phosphat-Rest abgespalten wird, entstehen ADP und Pi. Szendroedi
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und Kollegen konnten zeigen, dass ATP in Leber und Skelettmuskel bei Individuen mit
T2DM vermindert ist [114].

PCr, welches im Ruhezustand aus Uberschissigem ATP generiert wird, kann im
anaeroben Stoffwechsel einen Phosphatrest abgeben, um aus ADP wieder ATP
herzustellen. Pi stellt das nicht gebundene Phosphat im Kérper dar. Es wird im Korper fur
die Biosynthese von ATP genutzt, aber auch fir die Synthese von Nukleinsduren,

Proteinen und fur verschiedene Stoffwechselwege.

Leberspektren wurden mit einer 14 cm messenden zirkuldren *'P-Oberflaichenspule
(Philips Healthcare) bestimmt. Die 'H-Kérperspule wurde fiir die Protonenentkopplung
und den Kern-Overhauser-Effekt verwendet. Lokalisierte Leberspektren wurden mit einem
VOI von 4x4x4 cm? fiir Kinder und 6x6x6 cm?® fir Jugendliche und Erwachsene generiert.
Die resultierenden Spektren wurden mittels der jMRUI v4.0 Software auf den absoluten
ATP und Pi-Gehalt analysiert [1].

Fir den Skelettmuskel wurde eine 6 cm Oberflachenspule (PulseTeq Ltd, Chobham, UK)
2 cm in den medialen Kopf des rechten Musculus gastrocnemius positioniert. ATP, Pi und
PCr des Muskels wurden in Relation zu dem absoluten Phosphorgehalt (TP) des
Musculus vastus lateralis gemessen. TP wurde als Summe aus ATP, Pi und PCr

berechnet [1].

2.14 Lebersonografie

Bei allen Patienten wurde im Zeitraum von Juli 2014 bis Februar 2017 eine
Lebersonografie durchgeflhrt, um GrélRe und strukturelle Veranderungen der Leber zu
bewerten. Durchgeflihrt wurde die Sonografie mit den Geraten Aplio 400, Aplio XG und
Xario (Canon Medical Systems, Neuss, Deutschland) und S2000 (Siemens AG, Erlangen,
Deutschland). Bei Kindern wurde die LebergréRe in der vorderen Axillarlinie gemessen
und mit den Perzentilen von Dittrich und Kollegen [115] verglichen. Eine Hepatomegalie
wurde diagnostiziert, wenn der Wert oberhalb der zweiten Standardabweichung lag. Die
Lebergrofe der Erwachsenen wurde in der Medioklavikularlinie gemessen und der
kraniokaudale sowie dorsoventrale Durchmesser bestimmt. Eine Hepatomegalie wurde
bei einer Summe dieser beiden Durchmesser Uber 270 mm diagnostiziert. Als hepatische
Steatose wurde eine Hyperechogenitdt des Leberparenchyms und eine verstarkte

posteriore Schallverstarkung, beurteilt durch einen erfahrenen Radiologen, definiert [1].
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2.15 Statistik

Kategorische Variablen werden als Proportionen oberhalb der definierten Cut-Off-Werte
angegeben [67, 70]. Fur normalverteilte Variablen werden die deskriptiven Ergebnisse als
Mittelwert + Standardabweichung flr normalverteilte kontinuierliche Variablen dargestellit.

Fur nicht-normalverteilte Daten wird der Median mit Interquartilsabstand verwendet [1].

Die Differenzen zwischen Patientengruppe und der zugehdrigen Kontrollgruppe wurden
mit einem ungepaarten T-Test fur normalverteilte kontinuierliche Variablen und mit einem
Mann-Whitney-U-Test flr nicht normalverteilte Daten ermittelt. Kategorische Daten
wurden mit dem exakten Test nach Fischer (mit post-hoc Test nach Sidak) verglichen. Die
OGTT-Daten wurden mittels zweifaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) berechnet und die
einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) wurde fur den Vergleich zwischen den OA-
Patientengruppen bei den TBARS, Oxidation-Reduktion-Potential und antioxidative
Kapazitat im Serum verwendet. Alle statistischen Analysen wurden mit GraphPad Prism 7
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) durchgefuhrt [1].
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3 Ergebnisse

Teile dieser Daten wurden veroffentlicht [1].

3.1 Die Studienpopulation

Insgesamt nahmen 34 Kinder und junge Erwachsene im Alter von 6 bis 34 Jahren (Tab.1)
mit enzymatisch, genetisch oder biochemisch bestatigter OA an der MitoMRS-Studie teil.
16 Patienten waren weiblich und 18 mannlich. Die Patienten wurden nach ihren
Grunderkrankungen in die 4 Erkrankungsgruppen PA, IVA, MMA oder MMA CBL
eingeteilt und mit ihrer jeweiligen alters-, geschlechts- und BMI-gepaarten Kontrollgruppe
verglichen. 9 Patienten hatten eine PA, 6 eine IVA, 10 eine MMA und 9 eine MMA CBL.
Das durchschnittliche Alter der Patienten mit I[VA war mit 19,0 + 11,9 Jahren am hochsten
und das der Patienten mit MMA CBL mit durchschnittlich 13,1 £ 6,5 Jahren am niedrigsten

[1].

Es wurden bei den Probanden 31 OGTTs und 31 MRS-Untersuchungen durchgefihrt.
Davon waren 27 OGTT- und 28 MRS-Datensatze verwertbar. 4 OGTT-Datensatze und 3
MRS-Untersuchungen konnten aufgrund mangelnder Compliance nicht verwertet werden
(OGTT: PA n=3, MMA n=1; MRS: PA n=1, MMA n=1, MMA CBL n=1). AuRerdem waren
von jeweils 3 Patienten keine OGTT- und MRS-Daten aufgrund praanalytischer und
analytischer Probleme verfligbar (OGTT: n=1 Patient jeweils mit PA, MMA und IVA; MRS:
n=1 Patient jeweils mit PA, MMA CBL und IVA) [1]. Die mittlere Differenz zwischen Patient
und MRS-Kontrollproband betrug beim Alter 1,4 = 1,3 Jahre und beim BMI 3,0 + 2,3
kg/m2. Die mittlere Differenz zwischen Patient und OGTT-Kontrollproband lag beim Alter
bei 2,6 + 2,5 Jahren und der mittlere Unterschied des BMI bei 2,0 + 2,0 kg/m2 [1].

Als Kontrollgruppe fur den BMI ist fur alle Patienten mit verwertbarem MRS-Datensatz, die
entsprechende MRS-Kontrolle verwendet worden, fiir die Patienten ohne verwertbaren
MRS-Datensatz die zugehdrige OGTT-Kontrolle [1]. Die klinischen und biochemischen

Charakteristika der Studienpopulation sind in Tab. 1 dargestellt.

3.2 Krankheitsspezifische Marker der Organoazidopathien

Zum Zeitpunkt der Studienvisiten war das freie Carnitin im Acylcarnitinprofil bei allen
Patienten mit PA normwertig, aber bei 56% (5/9) der Patienten mit MMA und 11% (1/9)
der Patienten mit MMA CBL erhoht sowie bei 17% (1/6) der Patienten mit IVA und 22%
(2/9) der Patienten mit MMA CBL erniedrigt (Anhang Tab. 1). Propionylcarnitin war bei
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100% der Patienten mit PA (6/6) und MMA (9/9) sowie 56% der Patienten mit MMA CBL
(5/9) im Acylcarnitinprofil erhéht und bei keinem Patienten mit IVA nachweisbar.
Isovalerylcarnitin war bei 33% (2/6) der Patienten mit IVA erhdht. In der Analyse der
Plasmaaminosauren war Glycin bei 100% (6/6) der Patienten mit PA, 89% (8/9) der mit
MMA, 67% (6/9) der mit MMA CBL und 33% (2/6) der Patienten mit IVA erhéht. Glutamin
war bei 33% (2/6) der Patienten mit PA erniedrigt, bei je 11% (1/9) der Patienten mit MMA
erhéht bzw. erniedrigt und bei 22% (2/9) der Patienten mit MMA CBL erh6ht und bei allen
Patienten mit IVA normwertig. Alanin war bei 33% (2/6) der Patienten mit PA, 44% (4/9)
der Patienten mit MMA und 33% (3/9) mit MMA CBL sowie bei je 17% (1/6) der Patienten
mit IVA erhdht bzw. erniedrigt.
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3.3 Anthropometrische Messungen

Der mittlere BMI war bei Patienten mit PA mit 23,7 + 3,7 kg/m? am héchsten und bei
Patienten mit MMA CBL mit 19,2 + 3,6 kg/m? am niedrigsten. Der BMI-SDS lag bei 25%
(2/8) der Patienten mit PA, bei 11% (1/9) mit MMA und keinem Patienten mit IVA oder
MMA CBL oberhalb der 2. Standardabweichung. Ubergewicht oder hohes Normalgewicht
(= 75. Perzentile) hatten 56% (5/9) der Patienten mit PA, jeweils 33% der Patienten mit
IVA (2/6) und MMA CBL (3/9) und 30% (3/10) der Patienten mit MMA. Ein erhdhter
Taillenumfang lag mit 71% (5/7) in der PA-Gruppe am haufigsten vor [1].

Der absolute Korperfettanteil war bei 80% (4/5) der Patienten mit PA, 22% (2/9) der
Patienten mit MMA, 25% (2/8) der Patienten mit MMA CBL und 50% (3/6) der Patienten
mit IVA erhoht (Tab. 2). Der prozentuale Korperfettanteil war bei 83% (5/6) der Patienten
mit PA, 33% (3/9) der Patienten mit MMA, 25% (2/8) der Patienten mit MMA CBL und
50% (3/6) der Patienten mit IVA erhéht sowie bei 13% (1/8) der Patienten mit MMA CBL

erniedrigt.

Tab. 2: Bioelektrische Impedanzanalyse

Parameter PA MMA MMA CBL IVA
Korperfett (kg) 19.8+7.4 11.7+4.6 10.4+8.8 17.2+13.8
N 5 9 8 6
Korperfett (%) 354 +6.1 295+49 22.0+9.7 29.0+12.3
N 6 9 8 6
Korperwasser (1) 28.3+57 209149 26.4+135 259+9.9
N 6 9 8 6
Magermasse (kg) 352179 27.1+6.8 35.8+£19.3 35.2+13.7
N 6 9 8 6
ECM (kg) 20.1+3.0 16.8 247 £ 1.1 21.7+34
N 3 1 3 3
BCM (kg) 179+7.2 152 335136 23.3+25
N 3 1 3 3
ECM/BCM 1.3+£0.5 1,1 0.7+0.1 0.9+0.1
N 3 1 3 3

Daten sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung; %, Prozent; BCM, Biozellulare Masse;

ECM, Extrazellulare Masse;

IVA,

Isovalerianazidamie;

kg,

Kilogramm;

Liter; MMA,

Methylmalonazidamie; MMA CBL, Cobalaminsynthese-Defekt; PA, Propionazidamie; @ da n=1 kein

Mittelwert und keine Standardabweichung berechenbar.
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3.4 Kontrollierte Energie- und Nahrstoffzufuhr

Die Energiezufuhr der berechneten Diatplane der Patienten mit PA und MMA sowie die
alters- und geschlechtsspezifischen Didtempfehlungen fir die Kalorienzufuhr sind in Tab.
3 dargestellt. Obwohl die absolute tagliche Energiezufuhr von Patienten mit PA (Mittelwert
+ Standardabweichung: 1927 + 237 kcal, n=6) und Patienten mit MMA (1934 + 293 kcal,
n=10) vergleichbar war, war die tagliche Energiezufuhr pro kg KG der Patienten mit PA im
Durchschnitt niedriger (Mittelwert + Standardabweichung: 37,2 + 6,5 kcal) als die der
Patienten mit MMA (52,9 +* 13,1 kcal) (p=0,02). Verglichen mit alters- und
geschlechtsspezifischen Ernahrungsempfehlungen fir gesunde Kinder mit dem
niedrigsten physischen Aktivitatsniveau [117], lagen nur 33% der Patienten mit PA, jedoch
80% der Patienten mit MMA oberhalb der empfohlenen taglichen Energiezufuhr. Der
Anteil von Energie aus Fett und Kohlenhydraten war bei der breiten Mehrheit innerhalb
der entsprechenden Empfehlungen (jeweils 30-35% und > 50%) innerhalb der jeweiligen
Gruppen. Die taglich aufgenommene Menge Fett war bei Patienten mit PA (1,5 + 0,2 g/kg
KG) niedriger als bei Patienten mit MMA (2,1 = 0,5 g/kg KG) (p=0,02). Patienten mit PA
nahmen 5,2 + 1,1 g Kohlenhydrate/lkg KG und Patienten mit MMA 8,1 =+ 21 g
Kohlenhydrate/kg KG zu sich (p=0,08). Die Zufuhr von natirlichem und synthetischem
Eiweil war bei beiden Gruppen vergleichbar. Pro Tag nahmen Patienten mit PA
durchschnittlich 0,6 £ 0,1 g natlrliches Eiweill/kg KG und 0,3 £ 0,2 g synthetisches
Eiweil/kg KG zu sich. Patienten mit MMA nahmen pro Tag durchschnittlich 0,6 + 0,1 g/kg
KG naturliches und 0,2 £ 0,1 g/kg KG synthetisches Eiweil zu sich. Das aufgenommene
Gesamtprotein betrug bei Patienten mit PA 0,9 + 0,2 g/kg KG und bei Patienten mit MMA
0,9 £ 0,1 g/kg KG [1].

Eine Voll- oder Teilsondierung Uber ein Gastrostoma erfolgte bei 75% der Patienten mit

PA (6/8), 70% der Patienten mit MMA (7/10) und jeweils 0% der Patienten mit MMA CBL
(0/9) und IVA (0/6).
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3.5 Metabolisches Syndrom und kardiometabolische Risikofaktoren

Tab. 1 zeigt die klinischen und biochemischen Daten der Patienten mit PA, MMA, MMA
CBL und IVA. Die Pravalenz des MetS gemal® American Heart Association fur Kinder und
gemal International Diabetes Federation fir Erwachsene sowie dessen Komponenten
innerhalb der Patientengruppen sind in Abb. 7 und Tab. 4 dargestellt. Die Diagnose eines
MetS mit 3 oder mehr von 5 Risikofaktoren [67, 70] lag bei fast 70% (Abb. 7) der
Patienten mit PA vor. Die Mehrheit dieser Patientengruppe hatte Ubergewicht oder hohes
Normalgewicht (BMI = 75. Perzentile), einen erhéhten Taillenumfang und Dyslipidamie
(Tab. 4). AuBerdem hatte die Halfte der Patienten mit PA erhéhte Nichternglukosewerte
und ein Drittel eine arterielle Hypertension (Tab. 4). Vier von funf PA-Patienten mit
schwerem Phanotyp (Tab. 1), prasentierten sich mit einem MetS und der gleiche Anteil
von Patienten mit schwerem Phanotyp hatte einen Pradiabetes oder T2DM.

Auch bei der Mehrheit der Patienten mit MMA wurden Dyslipidamie und bei mehr als
einem Drittel Hypertension diagnostiziert (Tab.1). Allerdings lag bei 89% (8/9) der
Patienten mit MMA und einem von 9 Patienten mit MMA CBL eine chronische
Niereninsuffizienz Grad = G3b [116] vor, sodass wir Hypertension und
Hypertriglyzeridamie als Definitionskriterien ausschlossen. Nach diesem Vorgehen hatten,
obwohl 75% (6/8) der Patienten mit MMA = 3 von 5 MetS Risikofaktoren erfillt hatten,
60% (6/10) der Patienten mit MMA immer noch 2 oder 3 MetS-Risikofaktoren. In der
Gruppe der Patienten mit MMA CBL hingegen erflillte kein Patient die Kriterien des MetS.
Obwohl bei 89% (8/9) der Patienten mit MMA CBL keine chronische Niereninsuffizienz =
G3b vorlag, wurde bei 67% (6/9) der Patienten mit MMA CBL bei einer Ruhemessung
eine systolische und/oder diastolische Hypertension festgestellt. In der IVA-Gruppe, hatte
einer von funf Patienten ein MetS. Dabei handelte es sich um die alteste Patientin unter
den Studienteilnehmern, welche adipds war. Die uUbrigen 83% (5/6) der Patienten mit IVA
hatten keinen oder nur einen Risikofaktor (Tab. 4) [1].

FFA lagen bei 17% (1/6) der Patienten mit PA, 60% (3/5) der Patienten mit IVA, 50% (4/8)
der Patienten mit MMA und 57% (4/7) der Patienten mit MMA CBL in der oberen Terzile
nach Salgin und Kollegen [105].
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Abb. 7: Metabolisches Syndrom und kardiometabolische Risikofaktoren. Dargestellt sind die
Erkrankungsgruppen im Vergleich. Das MetS wurde gemal der American Heart Association —
Definition fur Kinder [67] und der International Diabetes Federation-Definition flir Erwachsene [70]
definiert. (A-D) Pravalenz der MetS-Risikofaktoren in der jeweiligen Erkrankungsgruppe (Anzahl
der Patienten in der jeweiligen Gruppe, PA: n=7, MMA: n=10, MMA CBL: n=9, IVA: n=6). (E)
Pravalenz des MetS (= 3 MetS Kriterien) in PA, MMA, MMA CBL, und IVA. %, Prozent; IVA,
Isovalerianazidamie; MetS, Metabolisches Syndrom; MMA, Methylmalonazidamie; MMA CBL,
Cobalaminsynthese-Defekt; PA, Propionazidamie. Modifiziert nach Gancheva et al., 2020 [1].
Genehmigung vermittelt durch Copyright Clearance Center, Inc.
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3.6 Veranderungen der Leberstruktur und Leberzellschadigung

Eine Hepatomegalie zeigte sich sonografisch bei 75% (6/8) der Patienten mit PA, bei 80%
(8/10) der Patienten mit MMA und 78% (7/9) der Patienten mit MMA CBL, jedoch nur bei
17% (1/6) der Patienten mit IVA. Eine hepatische Steatose wurde sonografisch bei 38%
(3/8) der Patienten mit PA, aber nur jeweils einem Patienten der anderen
Erkrankungsgruppen gefunden. In der 'H-MRS, zeigte sich allerdings nur bei einem
Patienten mit PA eine hepatische Steatose (Abb. 8), welcher auch eine Hepatomegalie
hatte. Die hepatischen Konzentrationen von ATP und Pi waren zwischen den Patienten
mit OA und ihren alters-, geschlechts- und BMI-gepaarte Kontrollen nicht signifikant
verschieden (Tab 5). Die GOT war bei 83% (5/6) der Patienten mit PA, 17% (1/6) der
Patienten mit IVA, 67% (6/9) der Patienten mit MMA und 11% (1/9) der Patienten mit
MMA CBL erhoht. Die GPT war bei 83% (5/6) der Patienten mit PA, 0% (0/6) der
Patienten mit IVA, 44% (4/9) der Patienten mit MMA und 0% (0/9) der Patienten mit MMA
CBL erhoht [1].

HCL

15 7

Hepatischer Fettgehalt [% Wasser]

7 | |y cmvn il

IVA KON PA KON pmmA KON MMA KON
IVA PA MMA cBL MMA
CBL

Abb. 8: Fettgehalt der Leber. Daten sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung. %,
Prozent; HCL, hepatozellulare Lipide; IVA, Isovalerianazidamie; Kon, Kontrolle; MMA,
Methylmalonazidamie; MMA CBL, Cobalaminsynthese-Defekt; PA, Propionazidamie. Modifiziert

nach Gancheva et al., 2020 [1]. Genehmigung vermittelt durch Copyright Clearance Center, Inc.
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3.7 Intramyozellulare Lipide und Energiestoffwechsel des Skelettmuskels

Intramyozelluldre Lipide im Skelettmuskel waren bei Patienten mit MMA CBL, bei
Einschluss der CBL C-Defekte, hoher als bei der zugehdrigen Kontrollgruppe. In den
anderen OA-Gruppen konnten keine signifikanten Unterschiede in der Konzentration von
intramyozellularen Lipiden festgestellt werden (Abb. 9 A). Patienten mit MMA hatten
signifikant erniedrigtes Muskel-ATP, wahrend Patienten mit PA signifikant niedrigeres Pi
im Vergleich zu der jeweiligen Kontrollgruppe hatten (Tab. 5). Weder ATP noch Pi im
Muskel waren bei Patienten mit IVA und MMA CBL verandert (Tab. 5). Sowohl bei
Patienten mit PA als auch bei Patienten mit MMA war der Muskelkreatingehalt im

Vergleich zu der Kontrollgruppe signifikant erhéht (Abb. 9 B) [1].
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Abb. 9: Parameter des Skelettmuskels. Intramyozellulare Lipide (A) und Kreatingehalt (B) im
Skelettmuskel im Vergleich zu der alters-, geschlechts- und BMI-gepaarten Kontrollgruppe. Daten
sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung. *p<0,05 versus Kontrolle. %, Prozent; IMCL,
intramyozellulare Lipide; IVA, Isovalerianazidamie; Kon, Kontrolle; MMA, Methylmalonazidamie;
MMA CBL, Cobalaminsynthese-Defekt; PA, Propionazidamie. Modifiziert nach Gancheva et al.,
2020 [1]. Genehmigung vermittelt durch Copyright Clearance Center, Inc.
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3.8 Glukose- und Insulinstoffwechsel

Die Glukosekonzentrationen im Blut wahrend des OGTT waren bei Patienten mit PA bei
60 und 120 Minuten im Vergleich zu der entsprechenden Kontrollgruppe erhdht (Abb. 10).
Bei Patienten mit MMA hingegen war die Glukosekonzentration bei 60 Minuten im
Vergleich zu der Kontrollgruppe erniedrigt (Abb. 10). Bei Patienten mit IVA und MMA CBL
wurden keine Alterationen gefunden. Wahrend die Parameter der nilchternen
Insulinsensitivitdt zwischen den Gruppen nicht verandert waren, war der OGIS, ein
Pradiktor fur die orale Glukosensitivitat [120], bei Patienten mit PA im Vergleich zur
Kontrollgruppe  erniedrigt  (Tab. 6). AC-Peptidso/AGlukosesp,  ein  friher
Insulinsekretionsindex, welcher sich aus der Ratio C-Peptid/Glukose in den ersten 30
Minuten nach Glukoseingestion zusammensetzt, war bei Patienten mit IVA niedriger im
Vergleich zu der entsprechenden Kontrollgruppe [1, 107]. Die hepatische Insulinextraktion

war bei Patienten mit MMA hoéher als in der zugehoérigen Kontrollgruppe (Tab. 6) [1].
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3.9 Produktion reaktiver Sauerstoffspezies und Leukozytenrespirometrie

TBARS im Serum, das Oxidation-Reduktion-Potential sowie die antioxidative Kapazitat im
Serum von Patienten mit PA, MMA und MMA CBL wurde jeweils mit den Werten der

Patienten mit IVA verglichen.

Die TBARS im Serum waren bei Patienten mit PA hdéher als bei Patienten mit IVA
(p<0,01) (Abb. 11 A), zwischen MMA und IVA sowie MMA CBL und IVA ergab sich kein
signifikanter Unterschied. Es konnten keine signifikanten Unterschiede beim Oxidation-
Reduktion-Potential zwischen den OA-Patientengruppen gefunden werden (Abb. 11 B).
Die antioxidative Kapazitat war niedriger bei Patienten mit MMA CBL als bei Patienten mit
IVA (p<0,05) (Abb. 11 C) [1].

Die Glykolyse- und Citratzyklus-gekoppelte Respiration war tendenziell hdher in Patienten
mit PA (p=0,09), wohingegen es keine Unterschiede in der Beta-Oxidation und

Citratzyklus-gekoppelten Respiration gab [1].
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Abb. 11: Parameter des oxidativen Stresses. TBARS im Serum (A), Oxidation-Reduktion-
Potential im Serum (B) und Antioxidative Kapazitat im Serum (C) in Organoazidopathien. Daten
sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung, *p<0,05. IVA, Isovalerianazidamie; |, Liter;
MMA, Methylmalonazidamie; MMA CBL, Cobalaminsynthese-Defekt; mmol; Millimol; mV, Millivolt;
OxRedox, Oxidation-Reduktion; PA, Propionazidamie; TBARS, Thiobarbitursaure-reaktive
Substanzen; pC, Mikrocoulomb. Modifiziert nach Gancheva et al., 2020 [1]. Genehmigung
vermittelt durch Copyright Clearance Center, Inc.
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3.10 Parameter der Nierenfunktion

Die Nierenfunktion war vor allem bei Patienten mit MMA eingeschrankt. Verglichen mit
den Referenzwerten hatten alle Patienten mit MMA erhdhte Kreatin-, Cystatin C- und
Harnstoffwerte und eine reduzierte GFR. Bei 78% (7/9) lagen zudem erhdhte
Harnsaurewerte (Tab. 7) vor. In der PA-Gruppe waren bei 60% (3/5) Cystatin C erhoht
und die GFR erniedrigt, bei 17% (1/6) Kreatinin und Harnstoff erhéht und bei 20% (1/5)
Harnsaure erhdht. Bei 75% der Patienten mit MMA CBL war Cystatin C erhdht, bei je 22%
(2/9) Kreatinin und Harnsaure erhdht sowie die GFR reduziert und bei 11% (1/9) Harnstoff
erhoht. Von den Patienten mit IVA hatte keiner erhdhte Kreatinin-, Harnstoff- oder
Harnsaurewerte, 67% (4/6) ein erhdhtes Cystatin C und 33% (2/6) eine erniedrigte GFR.

Tab. 7: Parameter der Nierenfunktion

Parameter PA (n) MMA (n) MMA CBL (n) IVA (n)
Kreatinin 0.65 + 0.19 (6) 1.55+0.73 (8) 0.78 £ 0.47 (9) 0.59 £ 0.12 (6)
(mg/dl)

Cystatin C 1.07 £ 0.27 (5) 2.89+1.04 (9) 1.25+0.92 (8) 0.97 £ 0.14 (6)
(mgll)

GFR Cystatin 87.0 £ 27.44 (5) 29.89+17.78 (9) 94.63 +£34.39 (9) 102.7 £ 15.87
(mgll) (6)

Harnstoff 2517 £11.09 (6) 64.33+28.95(9) 29.22+15.16(9) 18.33 £ 2.42 (6)
(mg/dl)

Harnséaure 5.20 £ 1.53 (5) 7.67 £2.29 (9) 5.38 £ 2.60 (9) 4.53+0.73 (6)
(mg/dl)

Daten sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung. DI, Deziliter; GFR, Glomerulare
Filtrationsrate; IVA, Isovalerianazidamie; I, Liter; mg, Miligramm; MMA, Methylmalonazidamie;
MMA CBL, Cobalaminsynthese-Defekt; PA, Propionazidamie.
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4 Diskussion

4.1 Krankheitsspezifische Phianotypen der Organoazidopathien

4.1.1 Veranderungen im Glukosestoffwechsel

In dieser Studie bestand bei Patienten mit PA eine hohere Pravalenz einer IR im
Vergleich zu der stoffwechselgesunden Kontrollgruppe aus der Yale Pathophysiology of
Type 2 Diabetes in Youth-Studie [91]. Im OGTT hatten Patienten mit PA eine
Hyperglykdmie zu den Zeitpunkten 60 min und 120 min im Vergleich zu der
Kontrollgruppe (p<0,05) und eine verminderte Insulinsensitivitat. Bei einem Patienten mit
PA wurde im Rahmen dieser Studie ein T2DM diagnostiziert [1]. Bis dahin wurde von
keinen Patienten mit PA und DM berichtet [77, 121].

Eine transiente Hyperglykamie, die sich als diabetische Ketoazidose prasentiert, wurde im
Rahmen der initialen metabolischen Entgleisung bei Patienten mit PA [71, 72], aber auch
bei Patienten mit MMA und IVA, bereits mehrfach beschrieben [73, 74, 77]. Teilweise
wurde ebenfalls eine transiente IR bei Manifestation der Erkrankung oder im Rahmen
einer metabolischen Entgleisung beschrieben. Die Genese ist weitestgehend unklar [78,
122].

Als Ausléser fur eine diabetische Ketoazidose in den ersten Lebensjahren bei Patienten
mit OA diskutieren Alfadhel und Kollegen [77] einen Insulinmangel aufgrund einer
Schadigung des Pankreas durch die akkumulierenden Toxine. Bei unseren Patienten mit
PA waren Nichtern-Betazellfunktion, Adaptations- und Dispositionsindex, als Marker fir
die kompensatorische Insulinsekretion, im Vergleich zu der Kontrollgruppe aber nicht
signifikant verandert. Die Lipase im Serum, als Marker flir eine Pankreasschadigung, war
ebenfalls bei allen unserer Patienten mit PA normwertig (Anhang, Tab. 2). Dies spricht fur
keine relevanten Veranderungen in der Insulinsekretion in unserem Kollektiv im

Gegensatz zu den Beschreibungen von Alfadhel und Kollegen [77].

Unsere Patienten mit MMA hatten in unserer Studie hingegen 60 Minuten nach
Glukosebelastung sogar signifikante niedrigere Glukosewerte im Vergleich zu der
Kontrollgruppe. Dies war begleitet von einer veranderten hepatischen Insulinkinetik und
ohne Veranderungen der Nichternglukose. Ebenfalls zeigten sich bei unseren Patienten

mit MMA keine signifikanten Veranderungen in der Insulinsensitivitat und —sekretion.

Unsere Ergebnisse weisen daher auf eine erniedrigte Insulinsensitivitat bei Patienten mit

PA im Alter von 12-23 Jahren hin, deren Ursache bislang nicht bekannt ist.
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Krankheitsspezifische Veranderungen im Energiestoffwechsel scheinen eine mdgliche

Erklarung zu sein [1].

Die Unterschiede im Glukosestoffwechsel zwischen den Patientengruppen PA und MMA
konnten teilweise auch in der Heterogenitdt unserer Patientenkohorte begrindet liegen.
Wahrend unsere Kohorte der PA-Patienten eine Altersspanne von 12-23 Jahren hatte,
hatte unsere Kohorte der MMA-Patienten eine Altersspanne von 6-19 Jahren [1].
Progressive Prozesse mitochondrialer Stérungen sowie Schadigungen der Organe durch
toxische Metabolite kdnnten somit in einer alteren Kohorte weiter fortgeschritten sein. Es
ist zudem bekannt, dass eine viszerale Fettansammlung, die mit der Entwicklung einer IR
assoziiert ist, ab der Pubertat zunimmt [123]. Zudem ist bekannt, dass die
Insulinsensitivitat in der Pubertat durch hormonelle Veranderungen sinkt [124]. Letztlich
bedarf es an dieser Stelle ebenfalls weiterer moglichst multizentrischer Studien, um eine
groBere Anzahl an Patienten mit PA und MMA in verschiedenen Altersgruppen auf das

Vorliegen einer IR zu untersuchen [1].

4.1.2 Propionazidamie: Erhohte Pravalenz eines Metabolischen Syndroms

Eine erniedrigte Insulinsensitivitat, die das kardiometabolische Risiko erhdht und letztlich
auch bei Kindern und jungen Erwachsenen zu T2DM flhren kann [125], ist ein Kriterium
fur das MetS [67, 70]. Neben der IR konnten wir bei der Erkrankungsgruppe der PA eine
Dyslipidamie, abdominale Adipositas und hepatische Fettakkumulation, tbereinstimmend
mit den Definitionen des padiatrischen MetS und dem Clustering kardiometabolischer
Risikofaktoren [69], zeigen. Eine hohere Frequenz an kardiovaskularen Ereignissen

wurde bei Patienten mit PA jedoch bislang nicht beschrieben [1].

Insgesamt hatten fast 70% unserer Patienten mit PA ein MetS nach Definition von
Goodman und Kollegen [67] und die Ubrigen Patienten erfiilliten je ein oder zwei MetS-
Kriterien. Im Gegensatz dazu lag die Pravalenz eines MetS bei europaischen Kindern
zwischen zwei und elf Jahren bei 1-11% [126] und bei 30% bei Ubergewichtigen Kindern
und jungen Erwachsenen [127]. Bei den Familienanamnesen der erstgradigen
Verwandten unserer Patienten konnten jedoch keine erhéhten Inzidenzen und/oder
andere Ursachen flr eine Dyslipidamie oder ein MetS eruiert werden. Daher scheint ein

erblicher Faktor unsere Ergebnisse wahrscheinlich nicht zu beeinflussen [1].

Bemerkenswerterweise hatten alle Patienten mit PA, die, nach unserer Klassifizierung,
einen schweren metabolischen und klinischen Phanotypen hatten, entweder ein MetS,

einen veranderten Glukosestoffwechsel oder sogar beides. Der PA-Patient mit
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moderatem Phanotyp hatte wiederum weder ein MetS noch einen veranderten
Glukosestoffwechsel. Von dem einzigen PA-Patienten mit mildem Phanotyp liegen leider
keine OGTT- oder MetS-Daten vor. Insgesamt suggerieren diese Befunde jedoch eine
Verbindung zwischen dem Schweregrad der Erkrankung PA und einer Beeintrachtigung
des Glukose- und Fettstoffwechsels [1].

4.1.3 Propionazidamie: Vermehrte Leberverfettung

Die von uns gezeigte vermehrte Leberverfettung bei Patienten mit PA unterstitzt die
These von Larson-Meyer und Kollegen [89], dass vermehrte hepatozellulare Lipide im
Kindesalter auf eine IR hinweisend sein kénnen. Eine Akkumulierung von
intramyozellularen Lipiden, welche ebenfalls mit einer IR assoziiert ist [128], konnten wir

hingegen bei unseren Patienten mit PA nicht feststellen [1].

Ein Uberschuss an FFA im Plasma durch eine sehr fettreiche Ernahrung, erhohtem Efflux
aus viszeralen oder peripheren Gewebe sowie durch eine de novo-Lipogenese ist mit
einer erniedrigten Insulinsensitivitdt des ganzen Koérpers verbunden [128]. Obwohl wir im
Rahmen unserer Studie bei unseren Patienten mit PA eine niedrigere Insulinsensitivitat
gegenuber der Kontrollgruppe sowie eine vermehrte Leberverfettung festgestellt haben,

konnten wir nur bei 17% (1/6) der Patienten mit PA erhdhte FFA im Blut messen.

Die IR wird zudem zunehmend als SchlUsselrolle in der Assoziation einer nicht-
alkoholischen Fettleber (NAFLD) und eines MetS beschrieben. Es wurde zudem vermutet,
dass die hepatische IR der erste Schritt in der Entwicklung einer IR ist [129]. Diese geht
mit einer Hyperglykamie sowie einer Reduzierung des hepatischen Energiestoffwechsels
einher [109].

Interessanterweise zeigten verschiedene Studien, dass mannliche, adipdse Individuen
haufiger von einer NAFLD betroffen sind als weibliche [130] und wenn eine NAFLD
vorhanden ist, dann ist sie bei mannlichen Patienten starker ausgepragt [131]. Wahrend
unsere Gruppe der Patienten mit MMA zu 60% (6/10) weiblich war und sich die
hepatozellularen Lipide gegeniber der Kontrollgruppe nicht signifikant unterschieden,
waren 75% (6/8) der an PA erkrankten Patienten mannlich und die Patientengruppe hatte
im Vergleich zu der Kontrollgruppe signifikant hohere hepatozellulare Lipide. An dieser
Stelle ist allerdings zu erwahnen, dass eine NAFLD bei Kindern per Definition nicht
vorliegt, wenn die Leberverfettung sekundar durch einen Gen- oder Stoffwechseldefekt

bedingt ist [132] und diese Bezeichnung daher auf unsere Patienten nicht anwendbar ist.
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Da bei gleicher Erndhrung Patienten mit PA von vermehrter Leberverfettung betroffen
waren, aber Patienten mit MMA nicht, lasst sich spekulieren, dass diese spezifisch fur den
Stoffwechseldefekt der PA sein kdnnte oder vermehrt bei diesen Patienten vorlag, da die
Erkrankungsgruppe im Durchschnitt alter war und die Leberverfettung mit dem Alter
fortschreitend sein konnte. Eine erhdhte Verfettung aufgrund eines anderen
Ernahrungsbedarfes im Vergleich zu den Patienten mit MMA, wird im Verlauf dieser Arbeit
diskutiert.

Obgleich die MRS, welche wir bei unseren Patienten als Untersuchungsmethode fir die
Leberverfettung verwendet haben, ein sehr sensitives und nicht-invasives in vivo
Messverfahren und eine ethisch unbedenkliche Alternative zum Screening von Kindern
[132] darstellt, ist der Goldstandard fir die Diagnostik einer NAFLD die Leberbiopsie
[131]. Die Definition einer NAFLD ist bei Erwachsenen auf eine gemessene Prozentzahl
von Uber 5,56% Fettgehalt des gesamten Lebervolumens festgelegt [61]. Auch bei
Kindern wird ein erhohter Leberfettgehalt bei Uber 5% definiert [133]. Wir hingegen haben
die prozentuale Leberverfettung mit der gepaarten gesunden Kontrolle verglichen. Und
wahrend in der MRS nur einer unserer PA-Patienten eine vermehrte Leberverfettung
aufwies, konnten wir diese bei 38% (3/8) Patienten mit PA sonografisch darstellen. Diese
Befunde untermauern, dass die Ergebnisse mit Definitionen und Methoden variieren und
weiterflhrende, moglicherweise multizentrische Studien, erforderlich sind, um unsere

Ergebnisse moglicherweise an einer groReren Patientengruppe zu bestatigen.

4.1.4 Phanotypen der Methylmalonazidamie und Isovalerianazidamie

Bei den von uns untersuchten Patienten mit MMA zeigte sich gegenuber der PA ein
anderer Phanotyp mit niedrigerem BMI und weniger viszeralem Fett, einem reduziertem
ATP-Gehalt des Skelettmuskels und einer hohen Pravalenz der Hepatomegalie, jedoch
ohne Leberfettvermehrung. Patienten mit IVA schienen insgesamt vergleichsweise milder

betroffen zu sein.

Trotzdem hatten insgesamt 60% der Patienten mit MMA in dieser Studie zwei oder drei
kardiometabolische Risikofaktoren, selbst nachdem erhohter Blutdruck und
Hypertriglyzeridamie bei Patienten mit einer chronischen Niereninsuffizienz = Stadium
G3b [116] aus den MetS-Kriterien herausgenommen wurden. Am haufigsten war dabei
das HDL-Cholesterol erniedrigt (89%), 50% der Patienten mit MMA hatten einen erhdhten

Taillenumfang und 33% der Patienten mit MMA eine erhdhte Nuchternglukose.
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Von den Patienten mit MMA CBL hingegen erfullte keiner die Kriterien eines MetS und die
Mehrheit hatte nur einen oder zwei Risikofaktoren. In dieser Erkrankungsgruppe fanden
wir hingegen eine vermehrte Akkumulierung von intramyozellularem Fett im Vergleich zu
der Kontrollgruppe, aber weder eine vermehrte Anreicherung von hepatozellularen
Lipiden noch eine IR. Diese gegensatzlichen Befunde unterstreichen die Unterschiede in
der klinischen Prasentation bei Patienten mit MMA und MMA CBL, obwohl biochemisch
bei beiden Erkrankungsgruppen eine Akkumulation von Methylmalonsaure vorliegt [10,
13].

Unsere Daten stimmen mit den Ergebnissen von Horster und Kollegen [134] Uberein, die
eine Kohorte von 95 Patienten mit klassischer MMA (mut) und 28 Patienten mit MMA CBL
A bezuglich ihres klinischen Outcomes verglichen. Dabei zeigte sich, dass die Patienten
mit MMA CBL A ein signifikant besseres Langen- und Gewichtwachstum, eine signifikant
hdohere GFR, weniger renale Komplikationen, ein besseres neurologisches Outcome
sowie signifikant weniger Methylmalonsaure im Urin hatten im Vergleich zu den Patienten
mit klassischer MMA (mut), trotz initial sehr &hnlicher klinischer Prasentation bei
Manifestation. Die Unterschiede zwischen den beiden Erkrankungsgruppen wurden von
den Autoren im Wesentlichen auf die Cobalamin-Responsivitat der Patienten mit MMA
CBL A zurlckgefuhrt. In deren Studie sprachen bis auf einen Patient alle Patienten mit
MMA CBL auf eine Substitution mit Hydroxycobalamin an [134]. Ein milderer
metabolischer Phanotyp und eine somit geringere Ansammlung toxischer metabolischer
Metabolite, konnten daher ebenfalls einen Einfluss auf das Risiko fir die Entstehung

eines MetS haben.

67% der Patienten mit MMA CBL litten in den punktuellen Messungen unter einer
systolischen und/oder diastolischen Hypertension, obwohl die Nierenfunktion bei dieser
Patientengruppe nur wenig beeintrachtigt war. Dies weist darauf hin, dass die
Hypertension in dieser Erkrankungsgruppe, und eventuell auch bei den anderen von
Hypertension betroffenen Patienten mit OAs, durch eine von der Niere unabhangige
Ursache entsteht. Zur genaueren Beurteilung der Blutdruckveranderungen sollten in

Zukunft 24 Stunden-Blutdruckanalysen erfolgen.

Im Gegensatz zu den Patienten mit PA und MMA, zeigten Patienten mit IVA keine
relevanten Veranderungen im Energiestoffwechsel, Insulinsensitivitdt oder —sekretion.
AuRer einer Person, die mit einem BMI von 32,1 kg/m? adipds war, erfiillte kein Patient mit
IVA die MetS-Kriterien. Dies spiegelt den klinisch milderen und intermittierenden
Phanotyp der IVA wider [1]. Da nur bei einem Patienten mit IVA ein genetischer Befund

vorlag, ist unklar, ob einige der Patienten eine Genvariante tragen, die mit klinisch
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milderer, zum Teil asymptomatischer Form einhergehen kdnnen [39]. Allerdings wurden
50% der Patienten mit IVA vor Einfuhrung der IVA in das Neugeborenenscreening
aufgrund ihrer klinischen Symptomatik enzymatisch und/oder biochemisch diagnostiziert,

sodass es sich bei diesen Patienten, um keine asymptomatische Form der IVA handelt

[1].

Der Enzymdefekt bei Patienten mit IVA ist proximaler im Katabolismus der BCAA
lokalisiert und betrifft den Abbau der AS Leucin zu Acetyl-CoA im Gegensatz zu den
Enzymdefekten von PA und MMA, die distaler im Katabolismus von Isoleucin und Valin
lokalisiert sind und beide zu einem Mangel an Succinyl-CoA fir die Funktion des
Citratzyklus fuhren [22, 34]. Dies fuhrt mdglicherweise zu einem groferen Defizit in der
Energiegewinnung Uber den Citratzyklus bei Patienten mit PA und MMA als bei Patienten
mit IVA [22, 34]. Es ist wahrscheinlich, dass die unterschiedlichen Stoffwechselwege der
OAs und/oder die krankheitsspezifischen Metabolite bestimmte Merkmale der
mitochondrialen Funktion beeinflussen und einen unterschiedlichen Grad an
mitochondrialer Toxizitat austiben und so den metabolischen Phanotyp beeinflussen [1].
Ob eine schwerwiegende Beeintrachtigung des Citratzyklus bei Patienten mit PA
moglicherweise zu reduzierten Raten an Glykolyse, einem verminderten Substratfluss an
Acetyl-CoA in den Citratzyklus und somit zu einer postprandialen Hyperglykamie

beitragen kann, bleibt spekulativ [1].

Unsere Befunde weisen auf einen krankheitsspezifischen Unterschied zwischen Patienten
mit PA und MMA bei der Entwicklung kardiometabolischer Risikofaktoren hin, obwohl die
Enzymdefekte im Katabolismus von Isoleucin und Valin nur einen Enzymschritt
voneinander entfernt liegen. Der deutlich unterschiedliche Phanotyp mit ausgepragter
viszeraler Fettmasse bei den Patienten mit PA koénnte durch die verschiedenen
akkumulierenden  Metabolite  bedingt sein, welche die Funktionalitdt des

Energiestoffwechsels unterschiedlich beeinflussen [1].

4.1.5 Energiestoffwechsel der Leber

Im Hinblick auf die mitochondriale Funktion war die ATP-Konzentrationen in der Leber in
keiner der vier Erkrankungsgruppen verandert und unsere Ergebnisse weichen somit von
vorherigen Studien ab, die morphologische Veranderungen an den hepatischen
Mitochondrien bei Patienten mit OA beschrieben haben [30, 49]. Es sind bereits eine
erniedrigte Aktivitat des hepatischen Komplex IV der Atmungskette in ex vivo Messungen
[49] sowie eine verminderte Aktivitdat der COX [50] in den hepatischen Mitochondrien bei

Patienten mit PA und MMA und eine reduzierte intrazellulare Glutathionkonzentration in
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einem Mut-knock-out-Mausmodell [49] beschrieben worden. Unsere MitoMRS-Studie hat
die hepatische ATP-Konzentration allerdings nicht-invasiv in vivo gemessen, was einen
Ruhefluss durch die ATP-Synthase widerspiegelt [84]. Daher konnten die Diskrepanzen
zwischen den Studien mdglicherweise durch die unterschiedliche Methodik und die Art
der gemessenen Mitochondrienfunktion verursacht sein (ex vivo versus in vivo) [1]. Da wir
die Leber der Patienten aus ethischen Griinden ausschlieBlich nicht-invasiv untersucht
haben, konnten wir zudem nur die hepatische Mitochondrienfunktion, aber nicht die

Morphologie beurteilen [1].

Unabhangig von der Art der OA weisen unsere Ergebnisse auf eine friihe Adaptation der
Substratflisse hin, da sich weder das hepatische ATP noch die mitochondriale oxidative
Kapazitat bei den verschiedenen Erkrankungsgruppen gegenuber der jeweiligen
Kontrollgruppe unterschieden. Eine beeintrachtigte Funktion der OXPHOS [15] kdnnte
aber schon in einem jungen Alter in Geweben mit besonders hohem Energiebedarf wie
Gehirn und Herz, welche wir im Rahmen dieser Studie nicht untersucht haben, relevant

sein [1].

4.1.6 Hepatomegalie und strukturelle Leberveranderungen

In unserer Studienkohorte wiesen 75% der Patienten mit PA, 80% der Patienten mit MMA
und 78% der Patienten mit MMA CBL eine Hepatomegalie auf, was mit friheren
Befunden Ubereinstimmt [32]. Jedoch =zeigte sich bei Patienten mit PA eine
Hepatomegalie mit Steatose wahrend Patienten mit MMA und MMA CBL sich mit

Hepatomegalie, aber ohne Steatose prasentierten [1].

Unsere Daten sind vereinbar mit den Ergebnissen von Imbard und Kollegen [32], welche
die Leberfunktion und —schadigung von 16 Patienten mit PA und 12 Patienten mit MMA
untersuchten. In deren Kohorte zeigte sich bei der Mehrheit der Patienten in der
Lebersonografie eine Hepatomegalie oder Hyperechogenitat, bei 60% der untersuchten
Patienten mit PA lag sogar beides vor [32]. Ebenfalls wurde eine Hepatomegalie und
Hyperechogenitat in der Lebersonografie bei ihren Patienten mit MMA zu jeweils 33%
beschrieben und bei 11% lag beides vor. Sie beobachteten auf’erdem bei 50% ihrer
Patienten mit PA und 31% ihrer Patienten mit MMA bei mindestens 30% der Messungen
des Alpha-Fetoproteins im Blut einen Wert, der mehr als 1,5-fach Gber dem oberen
Normwert lag. Dabei konnten sie einen positiven Zusammenhang zwischen einem
neonatalen Onset der Erkrankung und der Wahrscheinlichkeit flr eine Erhéhung des
Alpha-Fetoproteins finden. Obwohl die Ursache fir die Leberzellschadigung bei diesen

Patienten unklar blieb, wurde eine progressive Regeneration der Leber durch die

54



toxischen Metabolite (Methylmalonsaure, Propionsaure, Propionylcarnitin) von den
Autoren diskutiert. Die von uns gezeigte Hepatomegalie bei je 75%, 80% und 78% der
darauf untersuchten Patienten mit PA, MMA und MMA CBL sowie die sonografisch
gezeigte Hyperechogenitat der Leber bei 38% der PA-Patienten, kdnnte ebenfalls mit

einer abnormalen Regeneration der Leberzellen assoziiert sein [1, 32].

In diesem Zusammenhang berichteten Forny und Kollegen, dass die Entwicklung von
Neoplasien der Leber eine zunehmend beobachtete Komplikation bei Patienten mit MMA
darstellt [135]. Als mdgliche Ursache wurde zum einen das Vorliegen einer Leberfibrose/-
zirrhose als zugrundeliegender Risikofaktor bei schwer betroffenen Patienten mit MMA
spekuliert. Zudem wurde diskutiert, dass oxidativer Stress Auswirkungen auf die Leber-
Onkogenese haben kann und DNA-Schaden sowie zur Aktivierung von proonkogenen
Signalwegen fuhren kann [135]. Imbard und Kollegen [32] vermuteten ebenfalls, dass eine

mitochondriale Dysfunktion zu der Entstehung von Neoplasien in OAs beitragen kann [1].

Die zugrundeliegenden Mechanismen der unterschiedlich veranderten Leberphanotypen
bei PA und MMA sind bislang nicht vollstandig geklart. Die Akkumulierung von Propionat
und Propionyl-CoA-assoziierten Metaboliten und die konsekutive Verminderung des
Coenzym A-Pools bei Patienten mit PA und MMA koénnte die Leberbeteiligung bei diesen
Erkrankungen erklaren [1]. Toxische Effekte von Propionyl-CoA auf die mitochondriale

Funktion der Leber sind bereits beschrieben worden [136-138].

4.1.7 Energiestoffwechsel des Skelettmuskels

Bei unseren Patienten mit PA war das Pi im Skelettmuskel signifikant erniedrigt
gegenuber der Kontrollgruppe (p<0,05) [1]. Interessanterweise haben wir zudem eine
erniedrigte ATP-Konzentration im Skelettmuskel bei Patienten mit MMA und erhéhtes
intramyozellulares Fett in Patienten mit MMA CBL gefunden. Dies spricht flir einen
unterschiedlich veranderten muskularen Energiestoffwechsel bei diesen
Stoffwechselerkrankungen [1]. Muskulare Hypotonien und eine verminderte Muskelmasse
sind zudem bekannte klinische Charakteristika bei OAs [10, 21].

Die verminderte ATP- und Pi-Konzentration bei MMA/PA im Muskel kdnnte den von Feillet
und Kollegen [139] beschriebenen verminderten Ruheenergieverbrauch bei Patienten mit
PA und MMA erklaren sowie die haufig beobachtete Lethargie bei Patienten mit PA und
MMA [10] aufgrund einer geringeren Energieverfigbarkeit. Valkovic und Kollegen [140]
fanden eine Assoziation zwischen erniedrigten Pi-Werten im Skelettmuskel in der *'P-

MRS und Ubergewicht sowie T2DM. Da unsere Patienten mit PA die Erkrankungsgruppe
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mit der hochsten Pravalenz viszeraler Adipositas sowie eine IR hatte, unterstitzen unsere

Befunde der erniedrigten Pi-Werte diese These [1].

Dass bei Mitochondriopathien Veranderungen im Energiestoffwechsel des Skelettmuskels
auftreten kénnen, zeigten Vorgerd und Kollegen [141]. In deren Kohorte zeigten Patienten
mit Friedreich-Ataxie eine verzdgerte PCr-Regenerierung des Skelettmuskels nach
aerober Belastung sowie eine noch ausgepragtere Verzdgerung nach ischamischer
Belastung im Vergleich zu einer Kontrollgruppe. Die Autoren sahen dies als starken
Hinweis auf eine mitochondriale Schadigung, da die PCr-Regenerierung nach Belastung
von einem intakten mitochondrialen oxidativen Metabolismus abhangt [141]. Bei unserer
Kohorte zeigten sich jedoch in der *'P-MRS keine Unterschiede im PCr im Vergleich zu
der Kontrollgruppe [1]. Allerdings untersuchten wir die Patienten auch in Ruhe und nicht
nach koérperlicher Belastung. Es bedarf weiterfihrender Studien, die auch die
Mechanismen der PCr-Regenerierung nach koérperlicher Belastung bei Patienten mit OAs
evaluieren, um tiefere Einsicht in die Veranderungen des mitochondrialen

Energiestoffwechsels des Skelettmuskels dieser Patienten zu erhalten.

4.2 Genese des Metabolischen Syndroms bei Patienten mit Propionazidamie

4.2.1 Energiezufuhr

Wir konnten zeigen, dass bei unseren Patienten mit PA 56% Ubergewicht oder hohes
Normalgewicht hatten und 71% einen erhohten Taillenumfang hatten. Bis auf einen
Patienten, hatten alle Patienten mit PA einen erhdhten absoluten sowie prozentualen
Korperfettanteil. Dies trat auf, obwohl sich auRer zwei Patienten mit PA (BMI= 21,6 kg/m?
und 25,9 kg/m?), alle Patienten mit PA und MMA nach alters- und geschlechtsspezifischen
Diatempfehlungen [117] erndhrten, was einen grundsatzlichen Bestandteil des
Therapiekonzepts darstellt [1, 20] (Tab. 3). Oft wird ein groRer Teil der Nahrung Uber eine
Perkutane Enterogastrostomie sondiert und die Patienten nehmen nur bedingt orale
Nahrung auf. Sowohl der Gehalt an Kohlenhydraten als auch an Lipiden entsprach den
empfohlenen Mengen [117] fur das jeweilige Alter und Geschlecht. 6 Patienten mit PA
und 9 Patienten mit MMA erhielten aulRerdem zusatzlich zu dem naturlichen Eiweil3

definierte Mengen an synthetischem Eiweil3.

Und obwohl die Patienten mit PA weniger Energie pro kg KG zu sich nahmen, wenn sie
entsprechend der Diatplane ernahrt wurden, als die Patienten mit MMA (p=0,02), hatten
prozentual mehr Patienten mit PA einen erhdhten Taillenumfang und Ubergewicht als
Patienten mit MMA.
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Die Frage, ob die Erndhrung von Patienten mit OAs langfristig adaquat ist, untersuchten
Daly und Kollegen [142] retrospektiv an 14 Patienten mit PA, MMA und IVA, die langfristig
ausschlief3lich mittels Sondierung ernahrt wurden. Bei der Untersuchung zeigte sich, dass
Patienten mit OA mit zunehmendem Alter eine verringerte Energiezufuhr, unterhalb der
empfohlenen Referenzwerte der Weltgesundheitsorganisation [143] erhalten hatten.
Darunter stieg jedoch das Korpergewicht der Patienten an, bei nicht suffizientem
Langenwachstum [142]. Zudem untersuchten Daly und Kollegen [144] in einer multi-
zentrischen europaischen Studie die Diat von 186 Patienten mit PA. Dabei fiel auf, dass
die meisten Zentren weniger natlrliches Eiweil3 als empfohlen verschrieben sowie

vergleichsweise hohe Mengen an synthetischem Eiweil3.

Daly und Kollegen schlussfolgerten, dass ein inadaquates Verhaltnis von natirlicher
Proteinzufuhr zu Energiezufuhr zu einem verringerten Langenwachstum und einer
inadaquaten Gewichtszunahme filhren kénnte [144]. Damit Ubereinstimmend zeigten sich
die Daten von Saleemani und Kollegen [145], welche retrospektiv den Korperlangen- und
gewichtsverlauf von vier Patienten mit PA untersuchten. Hierbei zeigte sich trotz
altersentsprechender Energie- und EiweiRzufuhr ein inaddquates Langenwachstum bei
erhdhtem Gewicht und BMI. Als mogliche Erklarung diskutierten sie das Missverhaltnis
von einer hohen Menge synthetischem Eiweil® und einer niedrigeren Menge natlrlichem

Eiweilk in Bezug auf die Gesamtenergiezufuhr [145].

Auch bei unseren Patienten mit PA und MMA wurde die von der
Weltgesundheitsorganisation [143] empfohlene Eiweil3zufuhr Gberwiegend nur erreicht,
wenn die Zufuhr des synthetischen Eiweilles einberechnet wurde. Der Anteil des
synthetischen Eiweil’es betrug bei unseren Patienten mit PA im Mittel 50% und bei

unseren Patienten mit MMA im Mittel 25% der Eiwei3zufuhr.

Ursachlich fur die Restriktion an natdrlichem Eiweil3 und die zusatzliche Gabe an
synthetischem Eiweil} ist die Empfehlung Patienten mit OA eiweillarm zu ernahren, da
eine Ubermalige Zufuhr zu mitunter schweren metabolischen Entgleisungen flihren kann
[10]. Zudem wird angenommen, dass Patienten mit OA von einer hohen Kalorienzufuhr
profitieren, um ausreichend Energie fur die Biosynthese und Anabolisierung zu haben, da

eine Katabolie ebenfalls zu schweren metabolischen Engleisungen flihren kann [10, 146].

4.2.2 Anabolisierungstherapien und Sondierungen
Im Rahmen der meist rezidivierenden Stoffwechselentgleisungen werden die Patienten

forciert mit Glukose und Flissigkeit anabolisiert, um ihren Stoffwechsel zu stabilisieren
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[10]. Daraus ergibt sich die Frage, ob wiederholte Anabolisierungstherapien mit hoher
Glukosezufuhr einen Einfluss auf das kardiometabolische Risikoprofil bei den Patienten
haben. Francini-Pesenti und Kollegen diskutierten, dass die vermehrte Kalorienzufuhr und
reduzierte Proteinzufuhr im Rahmen von Infektionen oder Entgleisungen bei Patienten mit
angeborenen Stoffwechselerkrankungen zu vermehrter viszeraler Fettmasse fuhren
kdnnten [147].

In unserer Studienkohorte untersuchten wir die Hospitalisierungsraten unserer Patienten
mit PA und MMA aus den letzten 2 Jahren vor der Studienvisite und fanden eine
durchschnittlich fast neunfach héhere Hospitalisierungsrate aufgrund von metabolischen
Entgleisungen bei Patienten mit MMA gegeniber den Patienten mit PA [1]. Im Rahmen
dieser Entgleisungen erhielten die Patienten eine vermehrte Kalorienzufuhr bei reduzierter
oder vorubergehend unterbrochener Proteinzufuhr. Die Patienten mit MMA hatten jedoch
trotz haufigerer Hospitalisierung keine IR und weniger viszerales Fett [1]. Daher lasst sich
annehmen, dass die wiederholten Anabolisierungstherapien bei unseren Patienten mit PA

nicht alleinig zu dem krankheitsspezifischen Phanotypen beitragen.

Derzeit mangelt es an Studien, die den Einfluss von nachtlichen Dauersondierungen ab
der Kindheit auf das kardiometabolische Risikoprofil von Patienten mit OA untersuchen. In
unserer Studienkohorte war der Anteil an Patienten, die aufgrund einer Erndhrung Uber
ein Gastrostoma verkurzte oder fehlende Nuchternphasen hatten, mit 75% (6/8) der
Patienten mit PA und 70% (7/10) der Patienten mit MMA jedoch vergleichbar.

4.2.3 Energieverbrauch

Bei unseren Patienten mit PA zeigte sich eine erhdhte viszerale Fettmasse, trotz strikt
eingehaltener Ernahrungsempfehlungen [1]. Dabei ist anzumerken, dass sich die von uns
verwendeten Ernahrungsempfehlungen [117] an dem Energiebedarf und —verbrauch
gesunder Kinder orientieren. Obwohl wir bei unseren Patienten das niedrigste physische
Aktivitatsniveau flir die entsprechende Nahrstoffzufuhr auswahlten [1], stellt sich die
Frage, ob vor allem die schwerbetroffenen Patienten mit PA einen niedrigeren
Energiebedarf und —verbrauch haben. Derzeit fehlt es an Studien, die die physische
Aktivitat dieser Patientengruppen untersuchen. Doch es wird angenommen, dass die
verringerte physische Aktivitat ein Grund flr den erhéhten BMI dieser Patienten sein
konnte [147].

Der Phanotyp der PA kénnte daher durch einen geringeren Kalorienbedarf bei Patienten

mit PA bedingt sein, zum Beispiel aufgrund eines erniedrigten Ruheenergieverbrauchs.
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Feillet und Kollegen [139] beschrieben einen erniedrigten Ruhenergieverbrauch sowohl
bei Patienten mit PA als auch bei Patienten mit MMA im Vergleich zu Gesunden. Als dafur
ursachlich vermuteten sie die geringe Proteinzufuhr, reduzierte Muskelmasse und

neurologische Beeintrachtigung bei Patienten mit OAs [139].

Ein Indiz fir eine reduzierte Muskelmasse, welche 2zu einem niedrigeren
Ruhenergieverbrauch fihren kann, ist die BCM. Diese dient als Maf3 fur die Muskel- und
Organmasse der Patienten und war tatsachlich bei 67% (2/3) unserer Patienten mit PA
und 100% (1/1) der Patienten mit MMA erniedrigt, obgleich bei der Mehrheit dieser
Patienten eine Hepatomegalie vorlag. Da BCM und ECM in unserer Studie nur bei
Patienten ab 15 Jahren bestimmt werden konnten, sind unsere Fallzahlen zu diesem

Parameter allerdings sehr gering und daher nur eingeschrankt vergleichbar.

Den neurologischen Status der Patienten haben wir in dieser Studie nicht standardisiert
untersucht und neurologische Vorbefunde lagen nur vereinzelt von Patienten vor.
Insbesondere bei Patienten mit PA ist die Psychomotorik allerdings oft stark beeintrachtigt

[35] und kénnte einen Einfluss auf den Ruheenergieverbrauch haben [139].

Unsere Befunde unterstiitzen die These, dass Patienten mit PA und MMA maoglicherweise
weniger Energie bedurfen als die alters- und geschlechtsspezifischen Diatempfehlungen
vorgeben [117], mdglicherweise aufgrund eines erniedrigten Ruheenergieverbrauchs,
weniger korperlicher Aktivitat, und durch eine damit verbundene erniedrigte Muskelmasse.
Zudem muss der Energiebedarf bei der Entwicklung von hohem Normalgewicht frihzeitig

an das Sollgewicht angepasst werden, wenn die Stoffwechselsituation dies erlaubt.

Dies unterstitzten ebenfalls Thomas und Kollegen [146], die herausfanden, dass
Patienten mit OAs einen niedrigeren Energiebedarf fir ein adaquates Wachstum haben.
In dieser Studie wurden die Daten von 6 Patienten mit OA (n=2 mit Glutarazidamie Typ 1,
n=2 mit MMA, n=1 mit MMA CBL C und n=1 mit PA) Uber einen Zeitraum von 3 Jahren
retrospektiv untersucht und ihre anthropometrischen Daten, Diatprotokolle und
Aminosaurespiegel im Serum ausgewertet. Alle untersuchten Patienten zeigten ein
adaquates Wachstum trotz einer Erndhrung mit weniger Energiezufuhr als in den
diatetischen Richtlinien empfohlen wurde. Ein Patient zeigte sogar ein adaquates
Wachstum mit nur 53% der empfohlenen Energiezufuhr. Als mogliche Ursache fir diese

Beobachtung diskutierten sie ebenfalls Bewegungsmangel und —stérungen [146].

Van Hagen und Kollegen [148] fanden im Gegensatz dazu einen erhdhten
Ruheenergieverbrauch in ihren Untersuchungen von Patienten mit PA (n=6) und MMA

(n=2). Sie untersuchten diesen Uber indirekte Kalometrie und stellten einen um 8%
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erhohten Ruheenergieverbrauch fest, was eine signifikante Erhéhung gegenliber dem
erwarteten Ruheenergieverbrauch war. Dabei konnten sie einen positiven
Zusammenhang zwischen der Kalorienzufuhr, und somit erhdhtem BMI in ihrer Kohorte,
und dem Ruheenergieverbrauch sowie zwischen der Einnahme von synthetischem Eiweil}
und dem Ruheenergieverbrauch herstellen [148]. In unserer Kohorte hatten die Patienten
mit PA ebenfalls hohe/erhdhte BMI-Werte, wurden grofitenteils mit synthetischem Eiweil3
ernahrt und zeigten dennoch unter Diattherapie nach standardisierten Empfehlungen eine

Anhaufung an viszeralem Fett [1].

Da wir den Ruheenergieverbrauch nicht erfasst haben, bleibt es spekulativ und bedarf
weiterer Untersuchungen, ob die Beobachtungen in dieser Studie mit Veranderungen im

Ruheenergieverbrauch zusammenhangen.

4.2.4 Oxidativer Stress in der Entstehung des kardiometabolischen Risikoprofils

Die erhohte Pravalenz des padiatrischen MetS und/oder das Clustering
kardiometabolischer Risikofaktoren [69] bei Patienten mit PA unterstitzt die Hypothese,
dass mitochondriale Veranderungen bei dieser Erkrankung zu dem von uns identifizierten
Phanotyp beitragen konnten [1]. Dazu passend konnten wir in unseren Patienten mit PA
mehr oxidativen Stress im Vergleich zu Patienten mit IVA messen. Da uns an dieser
Stelle jedoch eine gesunde Kontrollgruppe fehlte, konnten wir diese Messungen nur in
Relation zu der vergleichsweise milder betroffenen Erkrankungsgruppe IVA und nicht im

Vergleich zu Gesunden einordnen.

Der Zusammenhang zwischen gesteigertem oxidativen Stress mit der Entstehung eines
kardiometabolischen Risikoprofils wurde bereits bei Patienten, die nicht von einer OA
betroffen sind, untersucht [149]. Oxidativer Stress in der Zelle wurde auch von Gallego-
Villar und Kollegen als wesentlich beteiligter Faktor bei Zellschaden in einem
hypomorphen PA-Mausmodell diskutiert [59]. Ob der vermehrte oxidative Stress durch die
akkumulierenden Metabolite entsteht und an dieser Stelle, vor allem die PA-spezifischen
Metabolite, toxische Effekte in den Mitochondrien austben, bleibt unklar. Letztlich
unterstitzen unsere Daten das Konzept der Antioxidantien-Gabe als adjuvante Therapie
bei erkrankten Individuen mit PA [56], um praventiv mitochondrialen Schaden
vorzubeugen. Da aulRerdem bei Patienten mit MMA CBL eine erniedrigte antioxidative
Kapazitat gemessen wurde, kdnnte auch diese Patientengruppe von Antioxidantien

profitieren [1].
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4.3 Starken und Schwachen der Studie

Die MitoMRS-Studie ist eine Kklinische Studie, die erstmals den in Vvivo
Energiestoffwechsel von 34 Patienten mit klassischen OAs und Cobalamin-Defekten
phanotypisiert hat. Damit ist die Patientenzahl hoéher als bei jeder zuvor publizierten
Studie Uber OAs. Glukose-, Leber- und Muskelstoffwechsel sowie Parameter des
oxidativen Stresses wurden analysiert. Dabei wurden moderne Messverfahren, wie die

hochauflésende Leukozytenrespirometrie und *'P/'H-MRS angewendet [1].

Eine Schwache dieser Studie ist, dass die Gruppengré3en immer noch klein sind, wenn
man die Patienten auf die vier Erkrankungsgruppen unterteilt. Durch die kleinen
GruppengrofRen, die grofRe Altersspanne, Geschlechtsunterschiede sowie ein breites
Spektrum klinischer Prasentationen, entsteht eine gréRere Varianz innerhalb der Gruppen
und eine erniedrigte statistische Aussagekraft [1]. Aulerdem beinhaltet die
Erkrankungsgruppe ,MMA CBL*“ sowohl| Patienten mit CBL A/B- sowie CBL C/D-Defekt,
welche biochemisch und klinisch wiederum krankheitstypische Unterschiede zeigen.
Nichtdestotrotz ist die Probandenzahl von Patienten mit OA, die an einer ultrarare
condition leiden [150] und haufig aufgrund der Erkrankung Compliance-Probleme zeigen,
groler als in vorangegangenen Studien. Obwohl fir jeden Patienten eine alters-,
geschlechts- und BMI-gepaarte stoffwechselgesunde Kontrolle rekrutiert wurde, gab es
fur einige Variablen, wie den oxidativen Stress im Serum und die mitochondriale Funktion
der Leukozyten, keine Kontrollgruppe aufgrund ethischer Bedenken beziglich einer
Blutentnahme bei gesunden Minderjahrigen. Deshalb wurde lediglich die klinisch milder
betroffene, obgleich ebenfalls erkrankte, Gruppe der Patienten mit IVA als
Referenzgruppe verwendet. Dadurch wird die Aussagekraft der Daten gemindert [1].
Ebenso befolgte die klinisch milder betroffene IVA ein weniger striktes Diatprotokoll im
Vergleich zu den Patienten mit PA und MMA, was wiederum die Vergleichbarkeit der
Erkrankungsgruppen untereinander bezlglich ihrer Veranderungen im Glukose- und
Lipidstoffwechsel einschrankt. Zudem wurden einige der Kontrollprobanden des OGTT

von einer anderen Studie eines anderen Studienorts und —Zeitpunktes verwendet [91].

Wahrend akute Effekte korperlicher Aktivitat weitestgehend ausschlossen werden
konnten, da empfohlen wurde 48 Stunden vor Aufnahme und 24 Stunden vor den
metabolischen Untersuchungen auf kdrperliche Aktivitat zu verzichten, ist die habituelle
korperliche Aktivitat nicht erfasst worden. Die habituelle koérperliche Aktivitat kénnte
ebenfalls einen Einfluss auf einen unterschiedlichen Kalorienbedarf bei Patienten mit PA
und MMA haben. Somit kann ein Confounding-Effekt langfristiger Aktivitat nicht

ausgeschlossen werden.
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Des Weiteren waren 6 der 9 Patienten mit PA junge Erwachsene von 16 Jahren oder
alter, sodass die Pubertat einen Effekt auf die Pravalenz der IR in dieser Patientengruppe

gehabt haben konnte [1].

Die genannten Faktoren kdnnen die Generalisierbarkeit dieser Daten beeintrachtigen.
Nichtsdestotrotz bietet diese Studie neue Daten zum in vivo Energiestoffwechsel von
Kindern und jungen Erwachsenen mit OAs. Diese Erkenntnisse kdnnen flir zuklnftige
Studien mit ahnlichen Messmethoden oder fir Testungen von antioxidativen Therapien

bei Patienten mit OA genutzt werden [56].
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4.4 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend zeigte sich, dass eine PA das Risiko fur ein MetS oder
kardiometabolisches Risikofaktor-Clustering erhoht. Dies spiegelt sich in der frihen
Entwicklung der viszeralen Adipositas und Leberverfettung wider und suggeriert, dass
sekundare mitochondriale Veranderungen zu der Entwicklung weiterer metabolischer
Abnormalitdten  fihren  koénnten. Ein  geringerer  Kalorienbedarf bei  guter
Stoffwechseleinstellung bei Patienten mit PA als in den alters- und
geschlechtsspezifischen Empfehlungen [117] fir gesunde Kinder und Jugendliche
genannt wird, kdnnte ebenfalls eine Rolle bei der Entwicklung eines kardiometabolischen
Risikoprofils und des MetS spielen. Der Kalorienbedarf ist aufgrund eines niedrigeren
Energieverbrauchs bei schwerbetroffenen Individuen wahrscheinlich angepasst zu
berechnen. Auch die MMA-Erkrankung verandert Glukose- und Energiestoffwechsel,
jedoch mit einem anderen Phanotyp und einer niedrigeren MetS-Pravalenz als bei
Patienten mit PA. Dies unterstitzt das Konzept, dass die verschiedenen akkumulierenden
Metabolite bei diesen beiden Erkrankungen den Energiestoffwechsel auf unterschiedliche
Weise verandern [1]. Weiterfiihrende Studien mit homogeneren Patientengruppen werden

zum besseren Verstandnis bendtigt.

Die Ergebnisse dieser Studie beflrworten das Konzept eines regelmaliigen Screenings
von Patienten mit OA auf kardiometabolische Risikofaktoren, vor allem bei Patienten mit
PA, um zusatzlichen Folgeerkrankungen, wie dem MetS, entgegenwirken zu koénnen.
Therapieansatze, wie zum Beispiel die Gabe von Antioxidantien ab einem jungen Alter zur

Verminderung des oxidativen Stresses, sollten weiter verfolgt werden [1].
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Tab. 2: Hormon- und Vitaminstoffwechsel

Parameter PA (n) MMA (n) MMA CBL (n) IVA (n)
Lipase (U/l) 33.7+70(6) 43.3+446(9) 220+86(8) 19.2+6.1(6)
TSH (pIU/ml) 4.8 +2.4 (6) 3.3120.3 (7) 2.2+0.6 (7) 2.6+0.7 (4)
T4 (ng/l) 14.0+£29(5) 11.8+19(7) 122+15(7) 121+2.0(4)
T4-Substitution 12.5% (1/8) 10% (1/10) 0% (0/9) 0% (0/5)

Vitamin D3 (ng/ml) 288+54(6) 466+171(7) 21.0+£20.7(7) 17.8+12.9 (6)
Daten sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung; %, Prozent; IVA, Isovalerianazidamie;
[, Liter; ml, Milliliter; MMA, Methylmalonazidamie; MMA CBL, Cobalaminsynthese-Defekt; ng,
Nanogramm; PA, Propionazidamie; TSH, Thyroidea stimulierendes Hormon; T4, Thyroxin; U, Unit;

ul, Mikroliter .
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