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Zusammenfassung

Hintergrund: Einer angeborenen Hyperphenylalanindmie kann einerseits ein
Mangel an Phenylalaninhydroxylase (typische PKU) oder aber ein Mangel des Ko-
Faktors BH4 (atypische PKU) zugrunde liegen. Bislang bestand die Therapie der
typischen PKU in einer streng eiweildreduzierten Diat und Supplementierung einer
phenylalaninfreien Aminosauremischung. Die Therapie der atypischen PKU setzt
sich zusammen aus einer milden eiweil3reduzierten Diat und Substitution von
BH4. Die 1999 veroffentlichte Studie von Kure et al. zeigte, dass oral
verabreichtes BH4 jedoch auch bei einem Teil der Patienten mit typischer PKU zu
einem Absinken der Phenylalaninspiegel fuhrt und eroffnete somit einen neuen
Therapieansatz mit dem Ziel der Lockerung der Diat. Fur die Auswahl mdglicher
BH4 Responder erlangte die molekulargenetische Diagnostik des PAH Gens neue
klinische Bedeutung, da ein BH4 Response lediglich bei Mutationen mit
funktioneller Restaktivitat zu erwarten ist. Vor allem Patienten mit hoher
Restaktivitat der Phenylalaninhydroxylase und einem milden Phanotyp haben eine
héhere Wahrscheinlichkeit BH4 Responder zu sein.

Methode: Im Rahmen meiner Diplomarbeit entstand diese retrospektive
multizentrische Studie. Von einer Kohorte von 102 Patienten aus Wien (37
Patienten), Innsbruck (10 Patienten), Bregenz (1 Patient) und Graz (54 Patienten)
wurden die Daten der molekulargenetischen Analyse des PAH Gens ausgewertet.
Ziel dieser Diplomarbeit ist es, in der Kohorte von 102 Patienten, mogliche BH4
Responder anhand der vorliegenden Mutationen zu selektieren. Fur Informationen
uber die Mutationen wurden die Datenbanken www.pahdb.mcgill.ca und
www.biopku.org als Grundlage genommen. Von insgesamt 60 der 102 Patienten
wurden zusatzlich die Phenylalaninwerte nach der Geburt, pra- und postprandiale
Werte vor Diatbeginn sowie die Phenylalaninwerte des BH4 loading Tests mittels
Fragebogen aus den Einsendezentren Wien und Innsbruck erhoben. Diese Daten
wurden zusatzlich herangezogen um die BH4 Responsivitat vorherzusagen und
um eine Genotyp-Phanotyp Korrelation herzustellen.

Ergebnisse: Bei der Kohorte der 102 Patienten wurde diese Selektion nur anhand
des Genotyps durch Zusammenschau der vorliegenden Mutationen durchgefuhrt.
In dieser Kohorte wurden 32 Patienten (31%) als Non-Responder selektiert. 69%

der 102 Patienten mussen durch einen BH4 Therapieversuch auf ihre BH4
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Responsivitat hin getestet, wovon 5 Patienten (5%) als sicher BH4 responsiv
gelten.

In der Teilkohorte von 60 Patienten sind 4 Patienten (6,5%) BH4 Responder, sie
alle haben den mildesten Phanotyp. 20 Patienten (33,5%) sind Non-Responder
der BH4 Therapie und 36 Patienten (60%) sind potentielle BH4 Responder, sie
mussen einem BH4 Testversuch unterzogen werden.

Schlussfolgerung: Basierend auf dem Genotyp des Patienten konnten 31% der

Kohorte als Non-Responder selektiert werden. 69% der 102 Patienten mussen
einem BH4 Testversuch unterzogen werden, davon sind 5% sichere BH4
Responder. Die Ergebnisse der Teilkohorte von 60 Patienten zeigten eine
Ubereinstimung der Genotyp-Phanotyp Korrelation. Alle BH4 Responder haben
den mildesten Phanotyp und die Non-Responder einen schweren Phanotyp.
Aulerdem wurde gezeigt, dass der im Nachhinein ausgewertete BH4 loading Test

keine sichere Aussage uber die BH4 Responsivitat zulasst.
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Abstract

Introduction: Hyperphenylalaninemia can be caused by a deficit of

phenylalaninhydroxylase (PAH) caused by mutations in the PAH gene (typical
phenylketonuria) or by a deficit of the PAH co-factor tetrahydrobiopterin (BH4). So
far, the only therapy for typical PKU patients is a lifelong low protein diet with
additional supplementation of a phenylalanine (Phe) free protein mixture. Patients
suffering from atypical BH4 are treated with BH4 and a mild diet. In 1999 the study
of Kure et al was published, suggesting that some patients suffering from typical
PKU show Phe reduction to oral loading with BH4. Based on that fact a lot of
research work has been done. It is suggested that specific mutations with high
residual PAH activity lead to BH4 responsive PKU. These mutations go along with
a mild phenotype of PKU. Now the genotype has reached new significance in
identifying BH4 responsive PKU patients.

Methods: In this multicentre retrospective study 102 patients from Vienna (37
patients), Innsbruck (10 patients), Bregenz (1 patient) and Graz (54 patients) were
included. We tried to estimate BH4 response by genotype analyses. We used
www.pahdb.mcgill.ca and www.biopku.org databases for specific mutation
information. From 60 out of 102 patients we additionally evaluated their postpartal
Phe data, pre- and postprandial Phe data and BH4 loading test by a questionnaire
provided by the local centre. We used this additional information to “predict” BH4
responsiveness and establish genotype-phenotype correlation.

Results: In the cohort of 102 patients 5 patients (5%) are detected as responders
to oral BH4 therapy based on pure genotype information. The genotype of 32
patients showed two mutations that are not associated with BH4 responsiveness.
Those 32 patients (31%) are non-responders. 65 patients (64%) are potential BH4
responders and have to undergo further testing in order to find out whether they
are BH4 responders or not. In the sub-cohort of 60 patients 4 patients (6,5%) are
responders, they all show the mildest phenotype. 20 patients (33,5%) are non
responders and 36 patients (60%) are potential BH4 responders and have to
undergo further testing.

Conclusion: Based on the genotype it was possible to select 31% of our patients

as non-responders. 69% out of 102 patients have to undergo further testing,
therefrom 5% are obligatory responders. In the sub-cohort of 60 patients the

results on the correlation between genotype and phenotype confirmed that all BH4
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responders have the mildest phenotype and all non responders have a severe
phenotype. We could show that the postpartal carried out BH4 loading test is not a

significant factor to find BH4 responders.
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Glossar und Abkiirzungen

PKU : Phenylketonurie

PAH : Phenylalanin hydroxylase

Phe : Phenylalanin

BH4 : Tetrahydroabiopterin

HPA : Hyperphenylalaninamie

mPKU : milde Phenylketonurie

cPKU : klassische Phenylketonurie

TMS : Tandem-Massenspektrometrie

NGS: Neugeborenen -Screening

FIA : Fluoreszenzimmunoassay

US FDA: US Food and Drug Administration
GTP: Guanosin triphosphat

GTPCH: Guanosin triphosphat cyclohydrolase |
GFRP : GTP cyclohydrolase | feedback Regulations Protein
PTPS: 6-Pyruvoyl-tetrahydropterin Synthase
SR : Sepiapterin reductase

PCD : Pterin-4a-dehydrates

DHPR : Dihydropterine reductase




Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Phenylalanin wird durch das Enzym Phenylalaninhydroxylase
(PAH) zu Tyrosin verstoffwechselt. Tetrahydrobiopterin (BH4) dient
als Ko-Faktor dieses Prozesses. Quelle : Ertan Mayatepek;,
Padiatrie, Urban und Fischer 1. Auflage, Seite 209.

Abbildung 2: Tyrosin als Ausgangspunkt fur weitere Synthese von
Neurotransmittern und Melanin. Quelle: Ertan Mayatepek;, Padiatrie,
Urban und Fischer 1. Auflage, Seite 209. (1)......cccoiiiiiiiiiiin.s. 2

Abbildung 3: Autosomal rezessiver Erbgang. Quelle:de.academic.ru/dic.nsf/
dewiki/ 108038 . (30)......ciriiii e 3

Abbildung 4: Strukturmodell von Monomer (links) und Tetramer PAH (rechts).
Quelle: N.Blau. “ PKU und BH4. Advances in Phenylketonurie and
Tetrahydrobiopterin”, 1. Auflage 2006 , Seite 70. (15)................... 4

Abbildung 5: Abweichungen der Phe Zielblutwerte, nach Alter sortiert. Quelle:
Kuvan® Heft 2008, “Help your patients take a bite out of life”, product
monograph first edition, November 2008.(19) (20).................c..... 13
Abbildung 6: Haufige PAH Mutationen in Europa. Gezeigt wird die regionale
Verteilung mit mdglicher Herkunft und Migration dieser Mutationen.
R408W-H1 und H2 bezieht sich auf den Haplotypen 1 und 2. Diese
beiden Haplotypen sind in 2 ganz unterschiedlichen Gebieten haufig.
Auf diese genaue Differenzierung wird im Rest der Arbeit nicht
eingegangen. Quelle: J. Zschocke (2003) ,Phenylketonuria Mutations

in Europe“. J Human Mutation (2003) 21:345-356. (27)................... 17
Abbildung 7: Mutationen die bei BH4 sensitiver HPA/ PKU gefunden wurden.
Quelle : http://www.biopku.org. (13)......ccoeiiiiiiiiiii e, 19

Abbildung 8: Lage der Mutationen im PAH Enzym. Quelle: www.biopku.org.

Abbildung 10 : Hydroxylierung von L-Phe zu L-Tyr mit BH4 als Ko-Faktor. Quelle:
N.Blau. “ PKU und BH4. Advances in Phenylketonurie and
Tetrahydrobiopterin”, 1. Auflage 2006 , Seite 68. (15).................. 22



http://de.academic.ru/dic.nsf/dewiki/108038
http://de.academic.ru/dic.nsf/dewiki/108038
http://www.biopku.org/
http://www.biopku.org/

Abbildung 11: Regeneration von BH4 durch PCD und DHPR. Quelle: B. Thony,
G.Auerbach, N.Blau (2000). “Tetrahydrobiopterin biosynthesis,
regeneration and function”. Biochem. J (2000) 347, 1-16. (18).......23

Abbildung 12 : Regulation der BH4 Biosynthese und PAH Stoffwechsels. Quelle:
Blau, N. and H. Erlandsen (2004). "The metabolic and molecular
bases of tetrahydrobiopterin-responsive phenylalanine hydroxylase
deficiency." Mol Genet Metab: 82:101-111. (17).....ccoiviiiiininannn... 24

Abbildung 13: Empfehlungen fur die Durchfuhrung eines BH4 Testversuchs bzw
fur die EinfUhrung einer BH4 Therapie. Quelle: Blau N, Bélanger-
Quintana A, Demirkol M, Feillet F, Giovannini M, MacDonald A, Trefz
FK, van Spronsen FJ (2009). Optimizing the use of sapropterin
(BH(4)) in the management of phenylketonuria. J Mol Genet Metab.
2009 Apr;96(4):158-63. Epub 2009 Feb 8. Review . (25)............... 30

Abbildung 14: Genotyp, BH4 Response und Phe Toleranz bei Patienten mit BH4
Langzeittherapie (10mg/kgKG). Quelle: Burlina, N. Blau (2009).

“Effect of BH4 supplementation on phenylalanine tolerance”. J Inher.

Metab. Dis. (2009) 32:40-45. (24)......coouiiiiiiiiiiiiiiee 32
Abbildung 15: Mutationsverteilung in der Kohorte von 102 Patienten in absoluten
ZaNIEN. . e 36
Abbildung 16: Mutationsverteilung in der Kohorte von 60 Patienten............ .38
Abbildung 17 : Phanotypverteilung in der Teilkohorte von 60 Patienten........... 39

Abbildung 18: BH4 Testergebnisse in der Kohorte von 60 Patienten graphisch
dargestellt. ... 40

Abbildung 19: Einteilung in Gruppen zur Vorhersage der BH4 Response in der
Kohorte von 102 Patienten.............oooiiiiiiii e 42

Abbildung 20: Einteilung in Gruppen zur Vorhersage der BH4 Response in der
Kohorte von 60 Patienten................oo 44

Abbildung 21: Klassifizierung in Gruppen in der Kohorte von 60 Patienten mit
Darstellung der Phanotyp-Verteilung..............ooooiiiiiiiiin. 47

Abbildung 22: Klassifizierung in Gruppen in der Kohorte von 60 Patienten mit
Darstellung der BH4 loading Test Ergebnisse........................... 47

X1


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19208488?ordinalpos=6&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19208488?ordinalpos=6&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum

Abbildung 23 : Gruppe 1, Anzahl und Phanotyp der Patienten die einen Phe
Abfall Gber 30% im BH4 loading Test gezeigt haben ................... 48

Abbildung 24: Gruppe 2a, Anzahl und Phanotyp der Patienten die einen Phe
Abfall Gber 30% im BH4 loading Test gezeigt haben.................... 48

Abbildung 25: Gruppe 3, Anzahl und Phanotyp der Patienten die einen Phe
Abfall Gber 30% im BH4 loading Test gezeigt haben..................... 48

Abbildung 26: Gruppe 4, Anzahl und Phanotyp der Patienten die einen Phe
Abfall Gber 30% im BH4 loading Test gezeigt haben.................... 48

Xii



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Osterreichisches Neugeborenen Screening, Untersuchungsprogramm seit
2002. Quelle: http://www.dgkj.de/132.html. (9).........ccoiiiiiiiinn. 7

Tabelle 2: Osterreichisches Neugeborenen-Screening: Erfasste Erkrankungen &
Ergebnisse 1966-2000. Quelle: http://www.dgkj.de/132.html . (9)......8

Tabelle 3: PKU Phanotyp Einteilung nach Phe Blutspiegeln . ....................... 10
Tabelle 4: Therapiezielwerte bei PKU Patienten, abhangig vom Alter. (3) (4).........12

Tabelle 5: Mutations-Typ nach Haufigkeit sortiert in absoluten Zahlen, graphisch

dargestellt und in Prozent angegeben. Quelle: www.pahdb.mcgill.ca.

Tabelle 6: Haufigkeit der Mutationen auf 3200 untersuchten Allelen in absoluten

Zahlen und in Prozent angegeben. Quelle: www.pahdb.mcgill.ca.

Tabelle 7: Genotyp-Phanotyp-Korrelationen. Haufige PAH Mutationen und der
dazugehdrige Phanotyp. (15) ....o.oiiiiiiii e 27

Tabelle 8: Mutationen mit bekannter Restaktivitat und Haufigkeit in unserer Kohorte

IN Prozent. ... 37
Tabelle 9: Einteilung in Gruppen zur Vorhersage der BH4 Response................... 41
Tabelle 10: Aufschlisselung der Einteilung der Patienten in der Gruppe 2. ......... 45

xiil


http://www.dgkj.de/132.html
http://www.dgkj.de/132.html
http://www.pahdb.mcgill.ca/
http://www.pahdb.mcgill.ca/

1 Einleitung

1.1 Ein kurzer Blick in die Geschichte der PKU

1934 beschreibt Dr. A. Fodlling erstmals die PKU als selbststandiges
Krankheitsbild. Er erkannte den Kausalzusammenhang zwischen
Hirnschadigungen und erhdhten Konzentrationen der Phenylbrenztraubensaure im
Harn. Nach Zugabe von Eisen Il Chlorid zum Harn von seinen Patienten, farbte
sich der Harn fur kurze Zeit grin. Folling identifizierte sie als Ausscheidung von
Phenylbrenztraubensaure (Folling Probe). Er weist auch bereits auf die genetische
Ursache der Erkrankung hin. Folling ging davon aus, dass die Aminosaure

Phenylalanin zu Phenylbrenztraubensaure abgebaut wird. (8)

Erst 1944 gelang es Bernheim nachzuweisen, dass Phenylalanin hauptsachlich zu
Tyrosin abgebaut wird. Udenfried und Cooper wiesen 1952 das Enzymsystem in
der Leber nach, welches die Umwandlung von Phenylalanin zu Tyrosin ermdglicht.
1953 beschrieb G.A. Jervis das Fehlen der Phenylalaninhydroxylase als
biochemische Ursache der PKU. (8)

1953 erkannte Horst Bickel, dass das Fortschreiten bzw die Entstehung der

Krankheitssymptome mit Hilfe einer eiweiarmen Diat verhindert werden kann. (8)

Dr. Robert Guthrie entwickelte 1963 einen nach ihm benannten Test (Guthrie
Test), in dem Bakterien, die auf Phenylalanin angewiesen sind, durch ihr
Wachstum die erhdhte Anwesenheit dieser Aminosaure in einer Blutprobe
anzeigen. Guthrie schuf so die Grundlagen flr ein Massenscreening auf PKU auf

der Basis der Phenylalanin Bestimmung im, auf Filterpapier getrockneten, Vollblut.

(8)



1.2 Grundlagen

Phenylalanin ist eine aromatische Aminosaure und zahlt zu den essentiellen
Aminosauren. Essentielle  Aminosauren  koénnen, im Gegensatz zu
nichtessentiellen Aminosauren, nicht ausreichend vom Korper synthetisiert
werden. Sie muissen dem Korper Uber die Nahrung zugeflhrt werden.
Phenylalanin wird in Leber mit Hilfe des Enzyms Phenylalaninhydroxylase zu
Tyrosin hydroxyliert. (Abb 1) Im Zentralnervensystem ist Tyrosin Ausgangspunkt

fur die Biosynthese von Katecholaminen, Dopamin, Thyroxin, sowie Melanin. (Abb

2). (1)(7)

Phenylketone

(Phenylpyruvat,
Phenylalanin j__._.__._——-——---——f Phanyllaktat,

Phenylazetat)

Phenylalanin-
hycroxylase (PAH) b

——— — =t .
| ¢

|

/

Tyrosin

Abbildung 1: Phenylalanin wird durch das Enzym Phenylalaninhydroxylase (PAH) zu Tyrosin
verstoffwechselt. Tetrahydrobiopterin (BH4) dient als Ko-Faktor dieses Prozesses. (1)

Tyrosin

I /
Doparmin l mml Melanin l anmn ’

Abbildung 2: Tyrosin als Ausgangspunkt fir weitere Synthese von Neurotransmittern und Melanin

(1)



1.2.1 ATIOLOGIE

Ursache von angeborenen Stérungen des Aminosaurestoffwechsels koénnen
Aminosaureabbaustérungen als Folge von Enzymdefekten oder
Aminosauretransportstorungen durch Defekte der Transportsysteme in Dinndarm
oder Niere sein. (2)

Die Phenylketonurie ist die haufigste Aminosaurestoffwechselstérung mit einer
Inzidenz von 1: 6000 bis 1:25000 (2). Es handelt es sich um eine autosomal
rezessiv vererbte Funktionsstorung des Enzyms PAH, das in der Leber exprimiert
wird. (2). Die meisten Patienten sind compound heterozygot. Das bedeutet, dass
beide Allele des PAH Gens unterschiedliche Mutationen zeigen, die gemeinsam
zum Krankheitsbild PKU fuhren. Die mildere Mutation ist ausschlaggebend fir die
Klinik (Phanotyp) des Patienten. Tragt ein Patient eine schwere Mutation, die
keine Restaktivitat des Enzyms zeigt und auf dem zweiten Alllel eine mildere
Mutation mit Restaktivitat, so ist die Restaktivitat der milderen Mutation fur die

Klinik bestimmend.

Autosomal rezessiver Erbgang

VATER MUTTER

Mutationstrager %P Mutationstrager

£

gesundes Kind Mutatlonstrager Mutatlonstrager krankes Kind

Wahrscheinlichkeit: 1:4 1:4

Abbildung 3: Autosomal rezessiver Erbgang. Quelle: de.academic.ru/dic.nsf/dewiki/108038 (30)
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1.2.2 PATHOGENESE

Die Mutation bewirkt eine defekte oder mangelhafte Bildung der PAH in der Leber.
Die Phenyalaninhydroxylase ist ein zytosolisches Enzym das sowohl als
funktionelles Homotetramer existiert, aber auch als Dimer in Gleichgewicht mit der
tetramerischen Form. (15)

Im homotetramerischen PAH Enzym setzt sich jedes Monomer aus drei Bereichen
zusammen, der regulatorischen Domane ( lokalisiert am N-Terminalen Ende), der
katalytischen Domane (beinhaltet die BH4 Bindungsstelle) und der

Oligomerisations Domane auch als Tetramerisationsregion bezeichnet. (15) (17)

¥ o Catalytic
= domain

M-terminal o
requiatory g 5
damain

oligomerization
domain

Abbildung 4: Strukturmodell von Monomer (links) und Tetramer PAH (rechts). (15)

Die betroffenen Patienten kdnnen die Aminosaure Phenylalanin nicht abbauen
und es kommt zu einem Anstieg der Konzentration von Phenylalanin im Plasma.
Die alternativen Abbauprodukte Phenylacetat, Phenylpyruvat und Phenyllaktat
werden vermehrt ausgeschieden. Hohe Phenylalaninspiegel im Blut verursachen
eine Entwicklungsstérung des Gehirns. Alle anderen inneren Organe sind nicht
beeintrachtigt. Allerdings ist die Haut der unbehandelten Patienten betroffen.

Durch die fehlende Umwandlung von Phe zu Tyr und im Weiteren zu Melanin


http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Phenylpyruvat&action=edit&redlink=1
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Phenyllaktat&action=edit&redlink=1

haben die Patienten eine gestorte Pigmentbildung und sehr helle, trockene Haut

und blaue Augen. (6)

1.2.3 KLINIK

Neugeborene mit PKU sind bei der Geburt klinisch unauffallig. Wird die Krankheit
rechtzeitig diagnostiziert und entsprechend behandelt, ist mit einer normalen
geistigen Entwicklung zu rechnen (6).

Unbehandelte Patienten zeigen frihestens ab dem 3. Lebensmonat
Beeintrachtigungen der Hirnfunktion (6). Ohne Therapie erreichen nur ca. 5%
einen IQ von Uber 70, der Rest entwickelt einen 1Q von 35 (ldiotie) bis 50
(Imbezilitat). (6)

Neben geistiger Retardierung und Mikrozephalie entwickelt ca. ein Viertel der
unbehandelten Patienten eine Epilepsie. Haufig manifestierten  sich
extrapyramidale Symptome mit gesteigerten Muskeleigenreflexen. Bei hohen Phe
Spiegeln kommt es auch zu typischen Verhaltensauffalligkeiten, wie autistisches
Verhalten, Hyperaktivitat und Aggressivitat. Wegen der Hemmung der Bildung von
Melanin haben unbehandelte PKU Patienten eine helle, trockene Haut, blaue
Augen und blonde Haare. Der mauseurinartige Geruch des Urins, der
insbesondere durch die Phenylessigsaure verursacht wird, fihrte vor Einfihrung

des Neugeborenen-Screenings haufig zur Diagnosestellung. (1) (6)

Die Vulnerabilitat des Gehirns ist bei Neugeborenen und jungen Sauglingen am
grofdten, daher ist ein moglichst friher Behandlungsbeginn wichtig. In den ersten
Jahren, circa bis zum 10. Lebensjahr ist eine strenge Diat notwendig, ganz

besonders bis zum 4. Lebensjahr. (3)

Bleibt eine entsprechende Diagnose und Therapie nach der Geburt aus, so kann
man bei spaterem Therapiebeginn noch eine gewisse Verbesserung der

psychischen Entwicklung erreichen. (1)(6)(3)



1.2.4 DIAGNOSE

Die Erkrankung wird in der Regel bereits im Rahmen des Neugeborenen-
Screenings erkannt. Durch Bestimmung der Aminosauren Phenylalanin (erhoht)

wird die Krankheit diagnostiziert.

Das Neugeborenen-Screening ist ein bundesweites Programm zur Friiherkennung
von angeborenen, behandelbaren Stoffwechselerkrankungen und

endokrinologischen Erkrankungen. (11)

Ein wichtiger Meilenstein fir die Entwicklung des Neugeborenen-Screenings war
die Entdeckung eines Fruherkennungstests fur PKU durch Guthrie 1963.
Osterreich gehorte zu den ersten Landern Europas die ein flachendeckendes
Untersuchungsprogramm einfihrten. Bereits 1966 wurde das NGS in Wien
eingefiihrt und nur wenige Jahre spéater auf ganz Osterreich ausgeweitet. Die
Universitatsklinik fur Kinder und Jugendheilkunde Wien ist die zentrale
Untersuchungsstelle, wo auch heute noch alle Proben untersucht werden.

Bis 2002 umfasste das NGS neun Erkrankungen, und zwar Phenylketonurie,
Galaktosamie, Hypothyreose, Biotinidase Mangel, adrenogenitales Syndrom und
zystische Fibrose. (9)(10)(11)

Im April 2002 konnte das Untersuchungsprogramm dank der EinfUhrung der
Tandem-Massenspekrometrie auf 23 Erkrankungen ausgeweitet werden (siehe
Tabelle 1). Das NGS wird innerhalb des dritten Lebenstages durchgefuhrt. Durch
eine kapillare Blutabnahme aus der Ferse werden wenige Blutstropfen auf

spezielle Testkarten aufgetragen. (9)(10)(11)

Untersuchungsprogramm ab 4 / 2002

Erkrankung Methode

Phenylketonurie TMS




Galaktosamie ENZ

Hypothyreose FIA
Biotinidasemangel COL
Cystische Fibrose FIA
Adrenogenitales Syndrom (=21 Hydroxylase Mangel) FIA

Fettsaureoxidationsdefekte: MCAD, LCHAD, VLCAD, CT, CPT-I/Il,|TMS
GA-lI

Organoazidopathien: MMA, PA, IVA, GA-l, MCC, HMGL, bKT TMS
MSUD / Leuzinose TMS
Tyrosinamie-| T™MS
GAMT TMS

Tabelle 1: Osterreichisches Neugeborenen Screening, Untersuchungsprogramm seit 2002.
Quelle: http://www.dgkj.de/132.html (9)

Osterreichisches Neugeborenen-Screening: Erfasste Erkrankungen & Ergebnisse
1966-2000,

Erkrankung getestete Kinder |Diagnosen [Inzidenz
Phenylketonurie gesamt: 2.950.350 349 1: 8.500
Klassisch 261 1: 11.000
Mild 85 1: 33.000
Atypisch 3



http://www.dgkj.de/132.html

Galaktosamie gesamt: 2.950.350 196 1: 15.000

Gal-1-P Uridyltransferasemangel 71 1: 41.500
Galaktokinasemangel 24 1: 123.000
Epimerasemangel 4 1: 738.000
Duarte 2-Variante 96 1: 31.000
Biotinidase-Mangel 1.322.636 29 1: 46.000
Hypothyreose 2.013.835 480 1:4.200
Zystische Fibrose (CF) 255.966 73 1: 3.500

(11/97-12/00)

Adrenogenitales Syndrom 70.735 4 1: 17.600

(AGS) (4/2001-11/2001)*

Argininosuccinatlyase-Mangel 2.211.451 26 1: 85.100
(ASL) (bis 6/2000)

Leuzinose (bis 6/00) 1.592.463 2 1: 796.000
Homozystinurie (bis 1992) 945.816 2 1: 473.000
Histidinamie (bis 1987) 1.500.000 137 1: 11.000

Tabelle 2: Osterreichisches Neugeborenen-Screening: Erfasste Erkrankungen & Ergebnisse
1966-2000. Quelle: http://www.dgkj.de/132.html. (9)

Das Adrenogenitale Syndrom wird erst seit 4/2001 im 6sterr. Neugeborenen-Screening erfasst.

1.2.5 DIFFERENTIALDIAGNOSEN

Erhohte Phenylalaninwerte im Blut kdnnen verschiedene Ursachen haben.

Zu den primaren Phenylalaninerhbhungen gehdéren  Defekte  der
Phenylalaninhydroxylase oder Defekte der Biosynthese oder Regeneration von
BH4.



http://www.dgkj.de/132.html

Treten im Rahmen von Leber- oder Nierenversagen, Tyrosinamie,
Frahgeburtlichkeit oder Zytostatikatherapie erh6hte Phe Werte auf, so spricht man
von sekundarer Phenylalaninerhdhung. Auf diese werde ich aber im Weiteren

nicht eingehen.

1.2.6 KLASSIFIKATION

e Defekte der Phenylalaninhydroxylase = (typische) PKU
o Ohne BH4 Responsivitat
o Mit BH4 Responsivitat

o Defekte der Biosynthese oder Regeneration von BH4 = atypische PKU

e Sekundare Phenylalaninerh6hung
(1)
Meine Diplomarbeit beschaftigt sich mit der typischen PKU. Davon zu
unterscheiden ist die atypische PKU. Bei der atypischen PKU handelt es sich nicht
um einen Defekt der Phenylalaninhydroxylase, sondern um einen Defekt des Ko-
Faktors, des Tetrahydrobiopterins (BH4). Kinder mit atypischer PKU haben, wie
die Kinder mit typischer PKU, hohe Phenylalaninwerte im Blut und fallen daher
beim Neugeborenen-Screening auf. Zu diesem Zeitpunkt kann man noch nicht
sagen, ob es sich um eine typische oder um eine atypische PKU handelt. Daher
wird jeder Saugling an einem Stoffwechselzentrum einem so genannten BH4
loading Test unterzogen. Dabei wird am ersten Tag ein Phe Tagesprofil unter
Normalkost erstellt und das Pterinmuster im Harn untersucht. Am zweiten Tag
wird dem Saugling in der Fruh Blut abgenommen, um den Phe Wert zu
bestimmen. Danach werden dem Saugling 20mg/kg/KG BH4 oral gegeben. Nach
der Gabe von BH4 wird nach 4h, 8h und 24 Stunden jeweils Blut abgenommen
und die Phe Werte werden bestimmt.
Bei der atypischen PKU, wo der Ko-Faktor BH4 nicht synthetisiert werden kann,
fallen die Phe Werte innerhalb dieser Testzeit schnell auf Normalwerte ab, da der
fehlende Ko-Faktor oral substituiert wurde. Auflerdem findet sich bei der
atypischen PKU ein abnormes Pterinmuster im Urin. Fur diese Patienten ist das
oral verabreichte BH4 nicht nur die Diagnosesicherung, sondern auch Bestandteil
der Dauertherapie. Patienten mit atypischer PKU brauchen nur eine sehr milde

lebenslange Diat, ihnen wird jedoch lebenslang BH4 substituiert.
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1.2.7 EINTEILUNG DER PKU

Entsprechend der Plasmaphenylalaninspiegel, die das Ausmal’ der Stérung und
den Grad der Enzymrestaktivitat der PAH widerspiegeln, werden drei klinische
Manifestationen, man spricht vom Phanotyp des Patienten, unterschieden. Die
Einteilung wird postpartal aufgrund der Plasmaphenylalaninspiegel vor Diatbeginn
getroffen. Es wird unterteilt in Hyperphenylalaninamie (HPA), dabei liegen die Phe
Werte unter 10 mg/dl, milde Phenylketonurie (mPKU), dabei liegen die Phe Werte
zwischen 10 bis 20 mg/dl und klassische Phenylketonuerie (cPKU) mit Phe Werte
uber 20 mg/dl.

Phanotyp Phe Spiegel
HPA Bis 10 mg/dl
mPKU 10 -20 mg/dI
cPKU Uber 20 mg/dl

Tabelle 3: PKU Phanotyp Einteilung nach Phe Blutspiegeln.

1.2.8 THERAPIE

PKU ist eine aus dem heutigen Standpunkt der Medizin nicht heilbare Krankheit.
Die einzige Therapie ist eine lebenslange phenylalaninarme Diat, die so fruh als
moglich begonnen werden muss. Wie bereits im Kapitel Klinik erwahnt, muss die
Diat bis zum 10. Lebensjahr besonders genau eingehalten werden.

Neugeborene mit Phenylalaninblutwerten von Uber 10 mg/dl gelten als sicher
behandlungsbedurftig und es muss sofort mit der Einleitung der Diat begonnen
werden. Eine milde Hyperphenylalaninamie mit Spiegeln unter 10mg/dl bei

normaler Ernahrung ist nicht therapiebedurftig. (3)(6)
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Das Therapieprinzip lautet ,So wenig Phenylalanin wie méglich, soviel Phe wie
notwendig!“. Therapieziel ist es, die Phenylalaninkonzentration im Blut in einem
angestrebten therapeutischen Bereich zu halten, der eine normale
Hirnentwicklung erlaubt. Da Phenylalanin eine essentielle Aminosaure ist, muss
eine gewisse Menge Phe immer Uber die Nahrung zugeflhrt werden, die der
Korper zur Proteinsynthese braucht. Die meisten Lebensmittel enthalten jedoch
weitaus mehr Phe als PKU Patienten zu sich nehmen durfen. Dadurch missen
PKU Patienten auf proteinreiche Nahrungsmittel, wie Fleisch, Fisch,
Milchprodukte, Hulsenfrichte verzichten. Zur Berechnung der taglichen Phe
Zufuhr stehen spezielle Tabellen mit Phe Angaben vieler Nahrungsmittel zur
Verfugung (6). Um einen Mangel an anderen (essentiellen) Aminosauren zu
vermeiden, wird die vegane Diat durch kinstliche Eiweil3ersatzpraparate erganzt.
Diese Praparate enthalten kein Phenylalanin und sind mit Spurenelementen und
Vitaminen angereichert. Grundnahrungsmittel wie Brot und Teigwaren werden aus
speziellen eiweildlarmen Mehlen hergestellt. (1)(6)(14)

Der individuelle Bedarf an Phe muss fur jeden Patienten individuell ermittelt
werden und hangt unter anderem vom Alter ab. Unter Phe Toleranz versteht man
die Menge Phe, die die Patienten taglich zu sich nehmen konnen, sich aber
trotzdem noch innerhalb der angestrebten Zielwerte befinden. Die Phe Toleranz
hangt vom Alter, dem Genotyp bzw der Restaktivitat der PAH und vom gesamten
Ernadhrungsverhalten des Patienten ab. Kinder haben ca 10-20 mg/kgKG/d,
Séuglinge kénnen sogar bis zu 50 mg/kgKG/d Phe Toleranz haben. Dies sind nur
Richtwerte, die individuelle Toleranz kann bei einem Patienten deutlich unter oder
uber diesen Werten liegen. (1)(6)(14)

Das Etablieren und Fuhren dieser Diat ist sehr komplex, da die Diat standig den
sich andernden Bedurfnissen der wachsenden Kinder angepasst werden muss.
Die Schulung und Betreuung der Eltern ist ein sehr wichtiger Teil der Therapie.
Diese Betreuung findet einerseits durch den Arzt statt, aber besonders fur die
diatetische Therapie sind umfangreiche Gesprache mit Diatassisteninnen
notwendig. Da die Diat nach den Phenylalaninblutwerten gesteuert wird, sind
regelmaldige Kontrollen des Phe Blutspiegels fur eine optimale Therapie
unumganglich. Wahrend der Einstellungsphase der Diat finden diese Kontrollen
mehrmals monatlich statt. Nach Etablierung der Therapie mussen die Werte im

Sauglingsalter einmal wodchentlich kontrolliert werden, danach werden die
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Kontrollintervalle je nach Compliance und Erfolg der Diat gestreckt. Die
Kapillarblutabnahme kann selbststandig durch die Eltern erfolgen und dann an das
behandelnde Zentrum geschickt werden. (1)(6)(14)

Therapiezielwerte bei PKU Patienten (3)(4)

Bis zum 10. Lebensjahr 2 -4 mg/dl
Ab 11. -Lebensjahr 2 -15 mg/dl
> 16 Jahre 2 - 20 mg/dl

Tabelle 4. Therapiezielwerte bei PKU Patienten, abhangig vom Alter. (3) (4)

1.2.8.1 Probleme mit der Diat

Die Einhaltung dieser Phe-bilanzierten Diat ist eine gro3e Herausforderung und
auch Belastung fir den Patienten und seine Familie. Die PKU Diat ist eine der
strengsten Diaten mit sehr eingeschrankten Moglichkeiten. Nur wenige naturliche
Lebensmittel durfen von Patienten gegessen werden, Phe freie
Aminosauremischungen haben einen Eigengeschmack und werden von den
Kindern oft abgelehnt, speziell zubereitete Niedrig-Protein-Produkte sind meist
trocken und fest. (15)

Im Kleinkind bzw Kindesalter mussen die Eltern in der Lage sein, die Diat ihres
Kindes zu steuern. Spezielle Lebensmittel und Zubereitung der Mahlzeiten,
Nahrwerttabellen, genaues Abwiegen der Mahlzeiten und Berechnen der Phe
Zufuhr sind eine Herausforderung, der sich die Eltern jeden Tag stellen mussen
(18).

Besonders schwierig wird es, wenn die Kinder alter werden und den Kindergarten
oder die Schule besuchen. Die Kinder flhlen sich stigmatisiert und wollen ihre
Aminosauremischungen nicht .vor anderen zu sich nehmen. Aufierdem sind
Lebensmittel, die andere Kinder zur Jause bekommen fur diese Kinder tabu, was
dazu fuhrt, dass sie sich ausgeschlossen fuhlen oder sogar gehanselt werden.
(15)
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Im Adoleszentenalter sinkt die Compliance meist sehr stark ab. Die Diat wird oft
als storend und lebenseinschrankend empfunden. Die ,Aul3erhausverpflegung®
nimmt stark zu, Jugendliche wollen wie Gleichaltrige essen gehen konnen, sie
wollen Unabhangigkeit von den Eltern. Es gibt viele Faktoren die dazu fuhren,
dass die Jugendlichen die regelmaRige und disziplinierte Einhaltung der Diat als
psychosoziale Belastung sehen (21). Phe Spiegel sind oft aullerhalb der
angestrebten Zielwerte. Weichen die Zielwerte bei Kindern unter 10 Jahren noch
bei 30% der Kinder ab, so befinden sich in der Gruppe der Kinder Uber 15 Jahren
bereits 80% aulerhalb der angestrebten Zielwerte. (20)

160
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Abbildung 5: Abweichungen der Phe Zielblutwerte, nach Alter sortiert (19) (20)
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1.3 Neue Aspekte einer bekannten Erkrankung

1.3.1 BEDEUTUNG DER GENETIK

Die molekulargenetische Auswertung der Mutationen des PAH Gens galt zuerst
nur dem akademischen Interesse. Klinische Bedeutung hatte der Genotyp des
Patienten zuerst nicht.

In den 1980ern wurde das PAH Gen entschlisselt und die ersten Mutationen
wurden identifiziert. (14) Heute sind tuber 500 verschiedene Mutationen bekannt.
Das Gen ist auf dem Chromosomenabschnitt 12923 lokalisiert. Das PAH Gen
enthalt 13 Exons mit einer durchschnittlichen Gréfke von 170 bp. Die Haufigkeit
der einzelnen Mutationen ist sehr unterschiedlich, jedoch regional bzw in
ethnischen Gruppen kommen einzelne Mutationen gehauft vor. Ungefahr 10
Mutationen werden auf 75% der Allele erkrankter Personen gefunden und werden
daher als haufige Mutationen bezeichnet. (2) Ca 75% (2) bis zu uber 89% (27) der
erkrankten Patienten sind compound heterozygot.

Mutationen konnen alle drei Bereiche, das heil3t die regulatorische, die
katalytische sowie die Oligomerisations- Domane, des Enzyms betreffen. Sie
fuhren zu HPA, mPKU oder cPKU. Informationen Uber Mutationen sind auf der
Internetseite http://www.pahdb.mcgill.ca (12) erhaltlich. Diese internationale
Internetplattform bietet immer aktuelle Daten. Wie dort publiziert, handelt es sich

bei den meisten Mutationen um missense Mutationen (Tabelle 5).

Mutation Type |No. Graph

Missense 327 ‘— 61.47%
Deletion 72 ‘_ 13.53%
Splice 61 ‘_ 11.47%
Silent 32 ‘_ 6.02%
Nonsense 26 ‘- 4.89%
Insertion 10 ‘. 1.88%

- 14 -


http://www.pahdb.mcgill.ca/
http://www.pahdb.mcgill.ca/PahdbSearch.php?SearchValue=Missense&SearchField=muttype&SearchOrderedField=id_mut&SearchAscDesc=ASC&Submit=Submit&MenuSelection=Mutation
http://www.pahdb.mcgill.ca/PahdbSearch.php?SearchValue=Deletion&SearchField=muttype&SearchOrderedField=id_mut&SearchAscDesc=ASC&Submit=Submit&MenuSelection=Mutation
http://www.pahdb.mcgill.ca/PahdbSearch.php?SearchValue=Splice&SearchField=muttype&SearchOrderedField=id_mut&SearchAscDesc=ASC&Submit=Submit&MenuSelection=Mutation
http://www.pahdb.mcgill.ca/PahdbSearch.php?SearchValue=Silent&SearchField=muttype&SearchOrderedField=id_mut&SearchAscDesc=ASC&Submit=Submit&MenuSelection=Mutation
http://www.pahdb.mcgill.ca/PahdbSearch.php?SearchValue=Nonsense&SearchField=muttype&SearchOrderedField=id_mut&SearchAscDesc=ASC&Submit=Submit&MenuSelection=Mutation
http://www.pahdb.mcgill.ca/PahdbSearch.php?SearchValue=Insertion&SearchField=muttype&SearchOrderedField=id_mut&SearchAscDesc=ASC&Submit=Submit&MenuSelection=Mutation

Sil./Splice

3

0.56%

Unknown

1

0.19%

Total: 532

Tabelle 5 :Mutations Typ nach Haufigkeit sortiert in absoluten Zahlen, graphisch dargestellt und in

Prozent angegeben. Quelle: www.pahdb.mcgill.ca. (12)

Tabelle 6 zeigt die Haufigkeit einzelner Mutationen. Es sind alle Mutationen

aufgelistet, die sich auf mindestens 50 Allelen fanden. Von insgesamt 3200
Allelen, ist die Mutation R408W mit 214 gefundenen Allelen die haufigste. (12)

Mutation Anzahl der gefundenen Allele, graphisch Prozent
dargestellt
p.R408W 214 | —— 6.69%
IVS10-11G>A 168 I 5.25%
p.I65T 130 I— 4.06%
p.R261Q 114 I 3.56%
p.P281L 93 I 2.91%
IVS12+1G>A 91 IEEE—— 2.84%
p.R158Q 87 I— 2.72%
p.Q232Q 69 IE——— 2.16%
p.E280K 69 IEm— 2.16%
p.Y414C 68 I— 2.12%
p.R252W 67 I 2.09%
p.V245V 64 Im— 2.00%
p.L48S 63 I 1.97%
p.G272X 50 m—— 1.56%
Total: 3200

Tabelle 6: Haufigkeit der Mutationen auf 3200 untersuchten Allelen in absoluten Zahlen und in

Prozent angegeben. (12)
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http://www.pahdb.mcgill.ca/PahdbSearch.php?SearchValue=Sil./Splice&SearchField=muttype&SearchOrderedField=id_mut&SearchAscDesc=ASC&Submit=Submit&MenuSelection=Mutation
http://www.pahdb.mcgill.ca/PahdbSearch.php?SearchValue=Unknown&SearchField=muttype&SearchOrderedField=id_mut&SearchAscDesc=ASC&Submit=Submit&MenuSelection=Mutation
http://www.pahdb.mcgill.ca/
http://www.pahdb.mcgill.ca/PahdbSearch.php?SearchValue=p.R408W&SearchField=mut_name&SearchOrderedField=id_mut&SearchAscDesc=ASC&Submit=Submit&MenuSelection=Mutation
http://www.pahdb.mcgill.ca/PahdbSearch.php?SearchValue=IVS10-11G%3EA&SearchField=mut_name&SearchOrderedField=id_mut&SearchAscDesc=ASC&Submit=Submit&MenuSelection=Mutation
http://www.pahdb.mcgill.ca/PahdbSearch.php?SearchValue=p.I65T&SearchField=mut_name&SearchOrderedField=id_mut&SearchAscDesc=ASC&Submit=Submit&MenuSelection=Mutation
http://www.pahdb.mcgill.ca/PahdbSearch.php?SearchValue=p.R261Q&SearchField=mut_name&SearchOrderedField=id_mut&SearchAscDesc=ASC&Submit=Submit&MenuSelection=Mutation
http://www.pahdb.mcgill.ca/PahdbSearch.php?SearchValue=p.P281L&SearchField=mut_name&SearchOrderedField=id_mut&SearchAscDesc=ASC&Submit=Submit&MenuSelection=Mutation
http://www.pahdb.mcgill.ca/PahdbSearch.php?SearchValue=IVS12%2B1G%3EA&SearchField=mut_name&SearchOrderedField=id_mut&SearchAscDesc=ASC&Submit=Submit&MenuSelection=Mutation
http://www.pahdb.mcgill.ca/PahdbSearch.php?SearchValue=p.R158Q&SearchField=mut_name&SearchOrderedField=id_mut&SearchAscDesc=ASC&Submit=Submit&MenuSelection=Mutation
http://www.pahdb.mcgill.ca/PahdbSearch.php?SearchValue=p.Q232Q&SearchField=mut_name&SearchOrderedField=id_mut&SearchAscDesc=ASC&Submit=Submit&MenuSelection=Mutation
http://www.pahdb.mcgill.ca/PahdbSearch.php?SearchValue=p.E280K&SearchField=mut_name&SearchOrderedField=id_mut&SearchAscDesc=ASC&Submit=Submit&MenuSelection=Mutation
http://www.pahdb.mcgill.ca/PahdbSearch.php?SearchValue=p.Y414C&SearchField=mut_name&SearchOrderedField=id_mut&SearchAscDesc=ASC&Submit=Submit&MenuSelection=Mutation
http://www.pahdb.mcgill.ca/PahdbSearch.php?SearchValue=p.R252W&SearchField=mut_name&SearchOrderedField=id_mut&SearchAscDesc=ASC&Submit=Submit&MenuSelection=Mutation
http://www.pahdb.mcgill.ca/PahdbSearch.php?SearchValue=p.V245V&SearchField=mut_name&SearchOrderedField=id_mut&SearchAscDesc=ASC&Submit=Submit&MenuSelection=Mutation
http://www.pahdb.mcgill.ca/PahdbSearch.php?SearchValue=p.L48S&SearchField=mut_name&SearchOrderedField=id_mut&SearchAscDesc=ASC&Submit=Submit&MenuSelection=Mutation
http://www.pahdb.mcgill.ca/PahdbSearch.php?SearchValue=p.G272X&SearchField=mut_name&SearchOrderedField=id_mut&SearchAscDesc=ASC&Submit=Submit&MenuSelection=Mutation

In der 2003 veroffentlichten Arbeit von J .Zschocke (27) wird auf die in Europa
haufigen PKU Mutationen, deren Verteilung, Herkunft sowie Migration
eingegangen (Abbildung 6). In dieser Arbeit, in der 9000 Chromosomen
untersucht wurden, spricht er von 29 haufigen Mutationen in Europa. (27) (29)
Haufige Mutation bedeutet, dass diese Mutation zumindest auf 3% der
untersuchten Allele in zwei Staaten gefunden wurde. Diese Mutationen sind F39L,
G46S, L48S, 165T, A104D, R111X, R158Q, W187X, R243X, R252W, R261Q,
R261X, G272X, E280K, P281L, IVS7+1G>A, F299C, A300S, L348V, S349P,
IVS10+11G>A, ¢.1089delG, V388M, E390G, A403V, R408W, R408Q, Y414C,
IVS12+1G>A. (27)

Es gibt keine einzelne Mutation die in jedem Land in Europa vorkommt. Es kann
festgestellt werden, dass bestimmte Mutationen gewissen Regionen zugeordnet
werden kdnnen, da sie dort eine hohe Pravalenz aufweisen. (27)

Die Haufigkeit der einzelnen Mutationen ist nur fir jedes Land bzw Region einzeln
angegeben, Zahlen zur Haufigkeit in Europa gesamt sind nicht vorhanden.
Dennoch wird R408 W als die haufigste Mutation in Europa angegeben, mit
vermehrter Pravalenz in den Baltischen Staaten und Ost Europa. Weitere sehr
haufige Mutationen sind [VS10-11G>A, besonders pravalent in Mediterranen
Gebieten, dabei im Speziellen in der Turkei. IVS12+1G>A ist in Danemark und
England, Y414 in Skandinavien und 165T in West-Europa haufig. (27)
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Abbildung 6: Haufige PAH Mutationen in Europa. Gezeigt wird die regionale Verteilung mit
moglicher Herkunft und Migration dieser Mutationen. R408W-H1 und H2 bezieht sich auf den
Haplotypen 1 und 2. Diese beiden Haplotypen sind in zwei ganz unterschiedlichen Gebieten
haufig. Auf diese genaue Differenzierung wird im Rest der Arbeit nicht eingegangen. (27
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1.3.2 NEUE THERAPIE MIT BH4

Im Jahre 1999 beobachtete eine japanische Forschergruppe Kure et al. (23)
Patienten mit typischer PKU, die bei unveranderter Phe Zufuhr auf Gabe von BH4
mit einem Absinken der Blut Phe Spiegel reagierten. Dies kdonnte bei einzelnen
Patienten zu einer Erhdhung der Phe Toleranz flihren und damit zu einer
Diatlockerung. Fur manche Patienten mit HPA, die ohnehin nur eine lockere Diat
halten, konnte BH4 sogar zu einer Aufgabe der Diat fuhren. Ein BH4 Response
von Patienten ist nur bei Mutationen mit funktioneller Restaktivitat zu erwarten.
Durch diese Beobachtung gewann die molekulargenetische Auswertung neue

klinische Bedeutung.

Die Klassifikation der PKU wurde um den Begriff der BH4 responsiven PKU
erweitert. Diese Patienten profitieren von einer oralen Therapie mit BH4. Das
dazugehdrige Medikament heil3t Kuvan®. Der aktive pharmazeutische Bestandteil
in Kuvan® ist Sapropterin dihydrochloride, eine synthetische Form von BH4. Der
systematische chemische Name von Sapropterin dihydrochloride ist (6R)-2-amino-
6-[(1R, 2S)-1, 2-dihydroxypropyl]- 5,6,7,8,- tetrahydro-4 (1H)-pteridionone
dihydrochloride. (19)

Kuvan® ist in Europa zugelassen fur die Behandlung von HPA bei Erwachsenen
und Kindern ab 4 Jahren mit PKU, die gezeigt haben, dass sie auf BH4 responsiv
sind. Aulerdem ist das Medikament fur die Behandlung der atypischen PKU
zugelassen. (19)

Kuvan® kann durch eine Steigerung der PAH Aktivitat den Phe Spiegel senken.
Somit ist der Benefit dieses Medikaments fur die Patienten, dass sie mehr Phe zu
sich nehmen koénnen, das heildt ihre Diat wird lockerer. Im besten Fall kann der
Patient durch Kuvan® diatfrei leben. (19) Das ist aber nur fur Patienten mit HPA,
die nur eine leichte Diat halten mussen, zu erwarten.

Ein klinisch relevanter Phe Abfall im Blut unter oraler BH4 Therapie ist bei ca 80%
der HPA Patienten, 50% der mPKU Patienten und unter 10% der cPKU Patienten
beobachtet worden. Ein Phe Abfall im Blut von mindestens 30% in 24h wird meist

als cut-off Wert fur ein Ansprechen auf eine orale BH4 Therapie angesehen. (25)
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1.3.3 BH4 RESPONSIVE MUTATIONEN

Die Abbildung 7 stammt von der Internetseite http://www.biopku.org (13). Diese
Internetseite ist eine internationale Seite, die Daten von Patienten und Mutationen,
die mit BH4 Responsivitat verbunden sind, anbietet. Insgesamt wurden Daten von
534 Patienten beschrieben. Die meisten Patienten waren compound heterozygot.

In Abbildung 7 sind all die Mutationen markiert, die bei BH4 responsiven Patienten
gefunden wurden. Die Tabelle enthalt sowohl BH4 responsive, wie auch nicht

responsive Mutationen.

PIBIA
FIIL
PIB1S
E2B0E
T2781
P275L*
E274fdell 1hp
G272X
*Mutations with resedual PAH activity R2TOK
{potentially BH4-responsive) L2691
R261Q*
g i . R261%
utations associated with BHA-responsiveness R TITH
(hemizygous) ey #4:52'
4 ‘ d o
430 B413P
R243% R4DBQ"
Rz41ce  E3N ,
paqige  P314SY ?‘ﬁ;
RI1IX P21I1T* A3LIT* A:ILW'*
S110L* VIo0A® s3107¥
All4D* WIBTX AN 0GP
FESL* del4* E1786 BOSY*  prone
Feitide|T R685* VITTRE EI005*
Ligs* 1655 Alazy* RITGX VIR
L41F I65T* Dla9cH R1580) HITOg AT
FioL* I65v Fl195* RisEW HITOD AdO0s* L6 7Eins(
l J' l l' 1 r l ¥ l ¥ o EXons
ntrons b g 2 3 4 5 6 (7|8 |9 fpo|11 |12 3
IVElmt+5ga IV53ni 2252 IVEini+Sg=t IVETatSg>a IVEl2Inttlg>a
IVSlmtksg=t IVE4mtlg»a
]\."'5.1.“_[.5:;:-' I'V510ne-11ga

Abbildung 7: Mutationen die bei BH4 sensitiver HPA/ PKU gefunden wurden
(http://www.biopku.org)
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Als sicher BH4 responsiv, hemizygot, gelten die Mutationen F55L, S110L, A132V,
D129G, P119S, V190A, V177M, P275L, K320N, P314S, A313T, S310V, A373T,
Y417H, P470S und 1VS4nt-5¢c>g.

Als potentiell BH4 responsiv gelten L48S, F39L, A104D, dell94, R68S, 165T,
P211T, R261Q, V245A, R241C, R241H, 1306V, A396P, E390G, V388M, D415N,
Y414C, R408Q und A403V. Diese Mutationen verfugen Uber PAH Restaktivitat.
(siehe Abb. 9).
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Abbildung 8 : Lage der Mutationen im PAH Enzym (Quelle: www.biopku.org) (13)
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Abbildung 9: Restaktivitat der Mutationen. (Quelle: www.biopku.org)

Abbildung 7 wurde als Grundlage fur die Einteilung unserer Patienten genommen.
Aulerdem wurde die Studie von Karacic et al 2009 (16) zugezogen. In dieser

Studie wurde die Mutation E390G als sicher responsiv beschrieben. (16)
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1.3.4 DAS PHENYLALANINHYDROXYLASE SYSTEM UND
REGULATION DER BH4 BIOSYNTHESE

Das PAH Enzym ist wie die Tyrosin hydroxylase (TH) und die Tryptophan
hydroxylase (TPH) eine aromatische Aminosaurehydroxylase. Diese Enzyme
teilen eine hohe Ahnlichkeit in Struktur und Funktion. Sie bendtigen fiir den
Prozess der Hydroxylierung ihres entsprechenden Substrates ein Eisenatom
sowie ein Tetrahydrobiopterinmolekul als Ko-Faktor. (15) BH4 fungiert sowohl far
die PAH, TH, wie auch TPH als naturlicher Ko-Faktor. (18)

PAH mit seinem Ko-Faktor BH4 katalysiert die Umwandlung von L-Phe zu L-
Tyrosin. Die PAH Aktivitat ist ein vom Substratangebot her regulierter Prozess, der
ca 75% der Zufuhr an L-Phe katabolisiert. (15)

L-Phe oA L-Tyr
/—(f_\ ' OH
+H:».i~>< @ + 0, *HGN>/ ./
\
00C H -00C H

o

i '(") H OH
H OH
H
H, Y /L OH
H =
BHA /L)Nj:‘\‘ j)\OT-I HaN N
HaN N H

H 4-OH-BH,

Abbildung 10 : Hydroxylierung von L-Phe zu L-Tyr mit BH4 als Ko-Faktor. (15)
Nach der Hydroxylierung von L-Phe zu L-Tyr wird BH4 wieder reduziert in seine
funktionelle Tetrahydro-Form. Diese Regeneration geschieht durch eine

gekoppelte Reaktion durch die beiden Enzyme PCD und DHPR. (Abbildung 11)
(15) (18)
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Abbildung 11: Regeneration von BH4 durch PCD und DHPR. (18)

Die intrazellulare Konzentration von BH4 wird durch Neusynthese von BH4

aufrechterhalten. Dieser Prozess wird durch mehrere Faktoren gesteuert. Die

Biosynthese von BH4 wird einerseits durch einen positiven Feedback

Mechanismus vom intrazellularen L-Phe Spiegel in der Leber beeinflusst.

Andererseits tragt ein negativer Feedback Mechanismus durch BH4 selbst zur

Hemmung der Synthese bei. Die GTP Cyclooxygenase 1 ist der Katalysator zur
Biosynthese von BH4, Uber das Protein GFRP. (15) (17)
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Abbildung 12 : Regulation der BH4 Biosynthese und PAH Stoffwechsels (17)

Es gibt zwei Formen von BH4 in der Leber, das gebundene und das freie BH4. Die
metabolische Verfugbarkeit von BH4 hangt davon ab, inwieweit BH4 in einem
PAH-BH4 Komplex gebunden ist oder nicht. Die Aktivitat von BH4 im Komplex ist
viel geringer und auch die Bereitschaft der PAH durch Phe aktiviert zu werden ist
viel geringer im PAH-BH4 Komplex. Die Bildung des PAH-BH4-Komplexes fluhrt
zu einer Senkung von freiem Enzym und freiem BH4. Die physiologische Rolle
dieses Komplexes wird als latente Form der PAH Enzyms gesehen. Das Enzym
kann so schnell vom kaum aktivierten Zustand in den aktivierten Ubergehen, als

Antwort auf einen extra und intrazellularen Anstieg von L-Phe. (15) (17)
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1.3.4.1 Wirkmechanismus von BH4 in der Therapie der BH4 sensitiven
PKU

Basierend auf den neuesten wissenschaftlichen Erkenntnissen werden finf

verschiedene Ursachen der Wirkung von BH4 diskutiert. (17)

1. Km Variante des PAH Enzyms mit verminderter Bindungsaffinitat zu BH4

Eine hohere Michaelis Konstante bzw eine geringere Bindungsaffinitat des
mutanten Enzyms senkt die Rate der enzymatisch katalysierten Reaktion. Erhdhte

Konzentrationen des Ko-Faktors aktivieren das mutierte Enzym. (17)

2. Stabilisierung der PAH durch Chaperon Wirkung von BH4

Der mutierte Tetramer/Dimer Komplex unterliegt aufgrund der verminderten
Faltung und Oligomerisation einer raschen Elimination durch den Ubiquitin-
Pathway . Durch Bildung eines PAH-BH4 Komplexes kann das mutierte Enzym
stabilisiet werden und moglicherweise das Fe* Molekll besser in der
katalytischen Domane fixieren. Dadurch fallt der PAH-BH4 Komplex weniger rasch
dem Abbau durch das Ubiquitin System anheim. Durch hohe Phenylalaninspiegel
wird der PAH-BH4 Komplex aktiviert und steht fur den Abbau von Phenylalanin zur
Verfigung. (17)

3. Veranderung der Biosynthese von BH4
Ublicherweise flhrt ein hoher Phenylalaninspiegel zu einer Aktivierung des PAH-
BH4 Komplexes und reguliert damit die Konzentration von freiem BH4. Bei

mutantem Enzym kann dieser Sensoreffekt verloren gehen, durch exogen

zugeflhrtes BH4 jedoch durch einen ,Bypass Effekt* ausgeglichen werden. (17)
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4. Induktion bzw hohere Expression des PAH Enzyms durch BH4

Bei nicht PKU Patienten hat die Gabe von BH4 keine Auswirkung auf die PAH
Aktivitat bzw den Phe Spiegel im Blut.

Versuche an GTPCH/BH4 defizienten Mausen (hph-1) mit einem Defekt der TH
zeigten einen Anstieg des mMRNA Levels der TH nach BH4 Gabe. Ein ahnlicher
Effekt fand sich fur die PAH. Dies lasst vermuten, dass wild Typ Enzym und
mutantes Enzym auf dem mRNA Level einem unterschiedlichen

Regulationsmechanismus unterliegen. (17)

5. PAH mRNA Stabilisierung durch BH4
Die Biosynthese von BH4 wird aber nicht nur durch Phenylalanin gesteuert,
sondern auch auf transkriptioneller Ebene durch den mRNA Level der involvierten
Proteine. L-Phe stimuliert die Biosynthese nicht nur durch die Hemmung des
negativen Feedback Mechanismus auf GTPCH, sondern auch durch eine
Erhdhung der mRNA Level von GTPCH. Dies fuhrt zu einer direkten
Produktionssteigerung des Ko-Faktors. (17)
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1.3.5 SUCHE NACH BH4 RESPONDERN

1.3.5.1 Stellenwert der Genetik

Nach den ersten Berichten von Kure et al 1999 Uber den Erfolg von BH4 Therapie
bei PKU Patienten, folgten viele Berichte Uber PAH Mutationen, die mit BH4
Response einhergehen. Es handelt sich um Mutationen, die hauptsachlich zu
milden Formen der PKU fuhren, wo das Enzym PAH Uber Restaktivitat verfugt.
(15).

Klass. PKU Moderate PKU Milde PKU HPA
R158Q F39L G46S V230l
E280K 165T R68S V245A
P281L R261Q A104D A300S

IVS10-11G>A L348V E390G T380M
R408W V388M R408Q A403V
IVS12+1G>A Y414c D415N

Tabelle 7: Genotyp-Phanotyp-Korrelationen. Haufige PAH Mutationen und der assoziierte
Phéanotyp. (15)

Ob der Phanotyp wirklich immer mit dem Genotyp korreliert ist noch nicht
vollstandig geklart. Es existieren einige Berichte, die das Gegenteil zeigen. Eine
Erklarung fir die fehlende Ubereinstimmung von Genotyp und Phanotyp kénnte
sein, dass unterschiedliche Phanotyp Klassifikationen verwendet wurden. Es gibt
keine internationalen Richtlinien zur Phanotyp Bestimmung und Kilassifikation. (15)
Auch wenn es noch keinen definitiven Beweis gibt, zeigt der Groldteil der Literatur
jedoch, dass der Genotyp ausschlaggebend fur den Phanotyp ist. Dies kdnnte im
klinischen Alltag nicht nur flir die Bestimmung der BH4 Sensitivitat
ausschlaggebend werden, sondern auch bei der Klassifikation bzw Einstellung der

Therapie aller PKU Patienten angewendet werden. (15)
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BH4 Responsivitat fur alle PKU Patienten ausschlielBlich anhand des Genotyps
vorherzusagen, ist schwierig, da die meisten Patienten compound heterozygot
sind. Es gibt Berichte, dass Patienten mit gleichen Mutationen unterschiedliche
Antwort auf BH4 loading Test zeigen (25) und sogar die gleichen Patienten, die
den BH4 loading Test wiederholten, andere Ergebnisse haben (26). Diese inter-

und intra-individuellen Unterschiede kdnnen wir heute noch nicht genau erklaren.

Karacic et al (16) publizierte im Marz 2009 die erste Studie Uber BH4
Responsivitat in einer Kohorte von 39 Patienten mit HPA, in der das einzige
Selektionskriterium fur den BH4 Test die Genetik des Patienten darstellt. BH4
Responsivitat wurde bei Patienten mit mindestens einer potentiell responsiven
Mutation mit Restaktivitat GUber 10% vorausgesagt. Nur bei 30% konnte die
vorhergesagte BH4 Responsivitdt dann aber tatsachlich nachgewiesen werden.
Die Anzahl der vorhergesagten BH4 Responsivitit stellte sich im Nachhinein als
3mal héher als das tatsdchliche Ansprechen heraus. Das Fazit dieser Studie ist,
dass die BH4 Responsivitat nicht nur anhand einer Mutation auf einem Allel
vorausgesagt werden kann. Es ist wichtig den gesamten Genotyp, also die
Mutationen auf beiden Allelen des Patienten zu bertcksichtigen. Allerdings wird in
dieser Studie auch von einer 100%igen Responsivitat von E390G und 1306V
gesprochen, unabhangig von der Mutation am zweiten Allel. (16)

In der Datenbank www.biopku.org (13) werden auch einige Mutationen als sicher
responsiv angegeben, unabhangig von der Mutation am zweiten Allel. Fur die
meisten Patienten jedoch gilt, dass immer beide Mutationen auf den Allelen
gemeinsam betrachtet werden mussen. Es gibt den Begriff des ,inconsistent
Response®, das bedeutetet, dass der tatsachliche Phanotyp einer potentiell BH4
responsiven Mutation, immer von der Mutation am zweiten Allel abhangt. Das
wurde bereits des Ofteren fiir die Mutationen p.L48S, p.165 T, p.R158Q, p.R261Q,
and p.Y414C. beobachtet. (1) (4) (8)

Auf Grund der Genetik ist es zurzeit nicht moéglich fir alle Patienten eine sichere
Vorhersage uber den BH4 Response zu treffen. Im Moment konnen aufgrund des
Genotyps Non-Responder bei Vorliegen von zwei null Mutationen bzw Responder

bei Vorliegen von sicher responsiven Mutationen identifiziert werden.
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Die endgultige Antwort, ob ein Patient auf BH4 anspricht oder nicht, zeigt sich erst
im BH4 Testversuch. Aufgrund von weiteren Faktoren, welche die BH4
Responsivitat beeinflussen, kann das Ansprechen eines Patienten auf einen
oralen BH4 Testversuchs nicht vorhergesagt werden. Zu diesen Faktoren gehdren
zum Beispiel initialer Phe Spiegel, Alter des Patienten, BH4 Pharmakokinetik, die
Lange des BH4 Tests, mdgliche Stabilisatoren des BH4, sowie Polymorphismen.
(8)

Aufgrund der Genetik kann man Non- Responder im Vorfeld ausschliel3en.

1.3.5.2 BH4 -Testversuch

Um BH4 Responder zu identifizieren und Ergebnisse verschiedener Studien
vergleichen zu konnen ist es wichtig, ein einheitliches Protokoll fur einen BH4
Testversuch zu finden. Dieser Test sollte einfach durchzuflihren sein, eine hohe
Aussagekraft haben und mit wenigen Messungen auskommen. (25)

Abbildung 13 zeigt zwei Algorithmen fur einen BH4 Testversuch bzw Einfuhrung
zur Therapie mit BH4.

Abbildung 13 A gibt die Empfehlungen der US FDA wieder. Abbildung 13 B wurde

von der European working group for phenylketonuria ausgearbeitet. (25)
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Abbildung 13: Empfehlungen flr die Durchfiihrung eines BH4 Testversuchs bzw fiir die Einfihrung

einer BH4 Therapie.
(A) Empfehlung von der US FDA

(B) Empfehlung der European working group for phenylketonuria

-30-



1.3.6 LANGZEITERFAHRUNG MIT BH4

Es gibt erst wenig Erfahrung mit der Langzeittherapie von BH4 bei HPA/PKU
Patienten. Es wird angenommen, dass bis zu zwei Drittel der Patienten mit
leichten Formen der PKU mit BH4 behandelt werden kénnen. Auch schwangere
PKU Patientinnen kdnnten von der neuen Therapie profitieren. Langzeitstudien

fehlen aber bis zu diesem Zeitpunkt noch. (15)(17)

Abb.14 fasst Ergebnisse von 12 Patienten zusammen, die seit mindestens 6
Monaten mit BH4 behandelt werden (24). In dieser retrospektiven Studie wurden
30 PKU Patienten aus ltalien inkludiert.

11 von diesen 30 Patienten hatten Phe Blutspiegel unter 7 mg/dl und einen
positiven BH4 loading Test. Bei diesen Patienten wurde keine Behandlung mit
BH4 begonnen. 19 Patienten hatten Phe Blutwerte zwischen 7 mg/dl und 15
mg/dl. 12 dieser 19 Patienten zeigten einen positiven BH4 loading Test. Die
Behandlung mit BH4 wurde begonnen. Die Patienten erhielten zweimal taglich
10mg/kgKG BH4. Vor der Therapie lag die Phe Toleranz unter 700 mg/Tag (aul3er
bei Patient Nummer 9). Bei allen Patienten stieg die Phe Toleranz um das 2 bis 3
fache an. Die Dauer der Behandlung variiert von 6 Monaten bis 4 Jahren. Die Diat
wurde je nach dem aktuellen Plasma Phe Spiegel gelockert. Bei keinem Patienten

sind Nebenwirkungen aufgetreten.
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Patient  Age atthe  Genotype Phe before BHy  Phe Phe tolerance  Phe Durstion of  Low-Phe

starl of test ( pmaolbL) reduction  before BH, tolerance  Lrealment diet
Ireatment after (mgiday) on BH,
(years) 24h (%) (mg/day)
1 3 pP2IL 561 37 400 1080 3 yeurs Combined®
IVE3-13T=0
2 3 pVHSA 502 b6 650 2700 6 years No
IVS10-11G=A
3 2 p ALY 564 i 350 1400 3 years Combined®
IVS12413T>6G
4 10 pPEIL 4490 73 i 2000 2 yeurs Mo
pASIEY
5 11 pE39G 564 a9 350 1400 3 years No
IVS10-11G=A
6 2 p. V301 433 73 3N 1600 6 mo No
p.GITIX
7 i pPHIL 615 ki 400 1000 Jyears Combined*
pRAIEW
5 2 pY414C 1215 k) 550 &0 2 years Combined®
IV53-20=T
9 9 p.FBIL 64 T4 T00 2000 T years No
P RA0EW
10 2 pASIEY 4% LH 500 1200 5 years Mo
IV51241gG=A
1n 16 pE390G 961 45 00 1400 4 years Mo
p.RAEW
12 4 P RAIEW 116 44 35 1200 4 years Combined *
p.LABS

*Low-Phe (without amino acid mixiwre ) and BH, (10 mg'ke) tréatmenl.

Abbildung 14: Genotyp, BH4 Response und Phe Toleranz bei Patienten mit BH4 Langzeittherapie
(10mg/kgKG). (24)
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2 Material und Methoden

2.1 Design:

Es handelt sich um eine retrospektive multizentrische Studie mit insgesamt 102
Patienten mit typischer PKU, davon 37 Patienten aus Wien, 10 Patienten aus
Innsbruck, 1 Patient aus Bregenz und 54 Patienten aus Graz. Von allen Patienten
wurden die Daten der molekulargenetischen Auswertung der Mutationen auf dem
ersten und zweiten Allel, sowie der vorliegenden Polymorphismen gesammelt. Die
molekulargenetische Testung von allen Patienten wurde vom Stoffwechsellabor
der Universitatsklinik fur Kinder und Jugendheilkunde Graz im Zeitraum von 2004
bis 2008 durchgefiihrt. Von 60 Patienten konnten zusatzlich die Phe Werte nach
der Geburt, die Phe Werte praprandial und postprandial, sowie der Phe loading
Test durch einen Fragebogen an das Einsendezentrum Wien und Innsbruck

ausgewertet werden.

2.2 Methodik:

Im Zuge eines Forschungsprojekts wurde 2004 im Stoffwechsellabor der
Universitatsklinik fur Kinder- und Jugendheilkunde Graz eine Methodik zur
molekulargenetischen Charakterisierung von Phenylketonurie Patienten etabliert.

Alle Proben der 102 Patienten dieser Studie wurden in Graz untersucht. Primar
wurden die Proben mittels Restriktionsanalyse auf das Vorhandensein von acht
pravalenten Mutationen getestet. Dabei handelt es sich um die Mutationen F55fs,
IVS2+5G>C, R261Q, IVS10-3C>T, IVS10-11G>A, Y414C, R408W und
IVS12+1G>A. In einem nachsten Schritt erfolgt ein Mutations-Screening mittels
Schmelzkurvenanalyse in der Real-Time-PCR. Dabei waren pro analysierter DNA-
Probe durchschnittlich 2 Exone auffallig, die im Anschluss sequenziert wurden.
Die anderen Proben wurden mittels DGGE (denaturierende Gradienten Gel

Elektrophorese) untersucht.
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FUr die Beschreibung der Mutationen, Responsivitat, und Restaktivitatsangaben
wurden die Datenbanken http://www.pahdb.mcgill.ca und http://www.biopku.org

zur Hilfe genommen.

2.3 Ziel:

Die bisherige Therapie der PKU bis zu diesem Zeitpunkt besteht aus einer streng
eiweillreduzierten Diat und Supplementierung einer phenylalaninfreien
Aminosauremischung. Durch die Gabe von synthetischem BH4 gibt es nun einen
neuen Ansatz in der Therapie der typischen PKU fir Patienten mit BH4
responsiver PKU. In diesem Zusammenhang hat die molekulargenetische Testung
neuen klinischen Stellenwert gewonnen, da ein BH4 Response nur bei Mutationen
mit funktioneller Restaktivitat zu erwarten ist. Das Ziel der Studie war es, in einer
Kohorte von 102 Patienten eine Vorhersage der BH4 Response an Hand des
Genotyps zu treffen - einerseits, um eine Prioritat fur die Testung zu finden und

andererseits um Non-Responder im Vorfeld auszuschlielzen.
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3 Ergebnisse — Resultate

3.1 Auswertung der Patientendaten

3.1.1 DATEN DER GESAMTKOHORTE

Von einer Kohorte von 102 Patienten aus Wien (37 Patienten), Innsbruck (10
Patienten), Bregenz (1 Patient) und Graz (54 Patienten) wurde die
molekulargenetische Testung ausgewertet.

3.1.1.1 Genetik

Von einer Kohorte von 102 Patienten konnten 202 der 204 Mutationen identifiziert
werden. In diesem Kontingent fanden sich 42 verschiedene Mutationen. 25
Patienten sind homozygot. Vier Mutationen finden sich auf knapp der Halfte der
Allele. Es handelt sich um die Mutationen R408W, IVS12+1 G-A., Y414C und
R261Q. Die haufigste ist die Mutation R408W auf 20% aller Allele. Die
zweithaufigste Mutation ist die Intronmutation IVS12+1 G-A mit 14%. 18
Mutationen wurden jeweils nur auf einem Allel gefunden, das entspricht 9%.Ca
30% aller Mutationen sind Intronmutationen. Bei 27 der 42 gefundenen Mutationen
handelt es sich um missense Mutationen, 8 sind splice Mutationen, 3 nonsense
Mutationen, 3 frameshift Mutationen, eine Deletion. 2 Mutationen konnten nicht
entschlusselt werden.

Als sicher BH4 responsiv gelten die Mutationen E390G, D129G und A300S. Die
Mutation E390G fand sich bei drei Patienten, D129G und A300S jeweils bei einem

Patienten compound heterozygot.
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Mutationsverteilung
n =102, 204 Allele

10

0 R408W mIVS12+1G-A  OY414C OR261Q BIVS10-11-G-A @ IVS2+5-G-C | AO03V OIvs10-3C-T  mR158Q
mP281L O F55fs O R243X mL48S mI65T m Y387H B E390G BR111X O unbekannt
o306V O 194del oL197fs 0 G239V oIVS8-7A-G 01VS8-2-A-G W A395P @Y377C OR270K

O A395G @D129G @ N133fs m 65V @ 1VS4+5-G-T B R261X B R252G | 174V B A104D

B IVS7T+1G>A B ES56D W A300S BR241C mD282N 0O V245A | G188D

Abbildung 15: Mutationsverteilung in der Kohorte von 102 Patienten in absoluten Zahlen.

In der folgenden Tabelle sind diejenigen Mutationen aufgelistet, von denen die
Restaktivitat bekannt ist. Die Daten wurden unter zur Hilfenahme der Datenbank
www.biopku.org gesammelt. Zusatzlich ist die Haufigkeit, mit der die jeweilige

Mutation in unserer Kohorte auftritt, angegeben.

Mutation | Restaktivitat | Haufigkeit

E390G 75% 1,5%

L48S 39% 1,5%

1306V 39% 1%
A403V 32% 3,5%
A300S 31% 0,5%
R261Q 30% 7,5%
Y414C 28% 8%
A104D 26% 0,5%

| 65T 26% 1,5%
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R241C 25% 0,5%
R158Q 10% 3%
R408W 3% 19%
R243X <1% 2%
P281L <1% 3%
R261X <1% 0,5%

Tabelle 8: Mutationen mit bekannter Restaktivitat und Haufigkeit in unserer Kohorte in Prozent.
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3.1.2 DATEN DER TEILKOHORTE

Von einer Teilkohorte von 60 Patienten, davon 18 Patienten aus Wien, 7 Patienten
aus Innsbruck und 35 Patienten aus Graz wurden die Daten der
molekulargenetischen Testung, der Phanotyp sowie der BH4 loading Test
ausgewertet.

3.1.2.1 Genetik

Von den 60 Patienten blieb von 120 Mutationen eine Mutation unbekannt. Es
fanden sich 34 verschiedene Mutationen. 16 Patienten sind homozygot. Vier
Mutationen fanden sich auf knapp 50% der Allele, namlich R408W, R261Q,
Y414C und IVS12+1G-A. Die haufigste Mutation ist R408W. 23 Patienten tragen
diese Mutation, wobei funf Patienten homozygot sind. Sehr haufig vertreten sind
Intronmutationen, sie fanden sich auf 30 Allelen, das entspricht 25%. Die haufigste
ist IVS12+1 G-A, sie fand sich auf 9% der Allele. 20 Mutationen sind missense
Mutationen, 8 Mutationen sind splice Mutationen, 3 nonsense Mutationen, 3
frameshift Mutationen und 1 Mutation blieb unbekannt. Drei Patienten tragen die
Mutation E390G und ein Patient D129G, diese Mutationen gelten als sicher BH4

responsiv.

Mutationsverteilung
n =60, 120 Allele

6 8
@ R408W mR261Q OlIVS12+1G-A oY414C mIVS2+5-G-C @IVS10-11-G-A mR158Q
o R243X m A403V m E390G oL48sS o P281L mL197fs m F55fs
mIVS8-7A-G mR111X m 1306V oOIvVS10-3 C-T oOY387H oY377C O R270 K
O A395G o N133fs oD129G m G239V mliesv @ IVS4+5-G-T o R261X
@ R252G mI74v mA104D @ IVS7+1G>A m IVS8-2-A-G mA395P | unbekannt

Abbildung 16: Mutationsverteilung in der Teilkohorte von 60 Patienten.
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3.1.2.2 Phanotyp

Der Phanotyp wurde anhand der postpartalen Phe Werte eingeteilt. Es wird
unterteilt in HPA ( Phe Werte bis 10 mg/dl), milde PKU ( Phe Werte von 10-20
mg/dl) und klassische PKU ( Phe Werte Uber 20 mg/dl). 12 Patienten haben eine
Hyperphenylalaninamie, das entspricht 20% unseres Patientengutes. Der
niedrigste Phe Ausgangswert lag bei 3,4 mg/dl .8 Patienten fallen in die Gruppe
mPKU, das sind 12%. Beim Hauptanteil der Patienten, 40 Patienten, wurden Phe
Werte Uber 20mg/dl gemessen. Damit zeigen fast 70% der Kohorte die schwerste

Auspragung des Phanotyps, namlich die klassische PKU.

Phanotyp Verteilung
n = 60

O HPA ( Phe bis 10 mg/dl)

@ mPKU ( Phe 10-20 mg/dl)

B cPKU ( Phe Gber 20 mg/dl)

Abbildung 17 : Phanotypverteilung in der Teilkohorte von 60 Patienten.
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3.1.2.3 BH4 loading Test

Die Ergebnisse des BH4 loading Tests wurden auf den Abfall bzw Anstieg der Phe
Werte hin ausgewertet. Dieser Wert wurde fur die bessere Vergleichbarkeit in

Prozent umgerechnet. Als BH4 responsiv gilt ein Abfall von mindestens 30 %.

32 Patienten zeigten einen Abfall ihrer Phe Werte, davon sank bei 12 von 60
Patienten der Phe Wert Uber 30 % des Ausgangswertes ab. Der hochste Abfall lag
bei 92% bei einem Phe Ausgangswert von 9,9 mg/dl und einem absoluten Abfall

von 9,1 mg/dl auf einen Phe Wert von 0,8 mg/dl nach 24 Stunden.

Abfall bzw Anstieg der Phe Werte im BH4 loading Test

40% -

20%

0% : : - ‘
* *
¢ 40¢ 50 A 70

-20% . . *

-40% |

Abfall/ Ansieg in Prozent

-60% .

-80%

-100% -
Anzahl an Patienten

Abbildung 18: BH4 Testergebnisse in der Teilkohorte von 60 Patienten graphisch dargestellt.
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3.2 Einteilung zur Vorhersage der BH4 Response

Um eine Selektion bzw eine Reihenfolge der Testung zu finden, wurden die
Patienten in vier Gruppen eingeteilt. Ausschlaggebend flur die Klassifizierung ist
der Genotyp des jeweiligen Patienten.

In die erste Gruppe wurden Patienten mit einer sicher BH4 responsiven Mutation
eingeteilt, unabhangig von der Mutation am zweiten Allel. Als sicher responsive
Mutation, die bei uns gefunden wurden, gelten E390G, D129G und A300S.

Zur zweiten Gruppe gehdren Patienten, die entweder 2 potentiell responsive
Mutationen haben oder eine potentiell responsive Mutation und eine nicht
responsive oder unbekannte Mutation auf dem 2. Allel tragen.

In die dritte Gruppe wurden jene Patienten zugeteilt, von denen keine
Informationen Uber die Responsivitat der Mutationen auf beiden Allelen vorhanden
sind. Weiters enthalt diese Gruppe jene Patienten, die auf einem Allel eine nicht
responsive Mutation haben und die Responsivitat der Mutation auf dem 2. Allel
unklar ist.

Die vierte Gruppe umfasst jene Patienten, welche auf beiden Allelen nicht BH4
responsive Mutationen tragen. Diese Patienten sind Non-Responder der BH4

Therapie und werden auch nicht weiter getestet.

Gruppe 1
zumindest eine sicher BH4 responsive Mutation

zwei potentiell responsive Mutationen bzw eine potentiell BH4 responsive Mutation
Gruppe 2 plus eine nicht responsive Mutation oder plus eine unbekannte Mutation

beide Mutationen mit unbekannter Responsivitat oder eine Mutation nicht BH4
Gruppe 3 responsiv plus eine unbekannt

Gruppe 4

zwei nicht BH4 responsive Mutationen

Tabelle 9 : Einteilung in Gruppen zur Vorhersage der BH4 Response
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3.2.1 VORHERSAGE DER BH4 RESPONSE IN DER GESAMTKOHORTE

Klassifizierung in Gruppen
n =102

OGruppe1 BGruppe2 BGruppe3 B Gruppe4

Abbildung 19: Einteilung in Gruppen zur Vorhersage der BH4 Response in der Kohorte von 102
Patienten.

Die Klassifizierung in Gruppen, basierend auf dem Genotyp der Patienten, ergab
funf Patienten in der Gruppe 1., das entspricht 5% der Kohorte. Diese Patienten

sind sichere BH4 Responder.

Alle Patienten der Gruppe 2 miissen auf ihre BH4 Responsivitdt hin getestet
werden. Die Gruppe 2 umfasst 40 Patienten, die einen Therapieversuch mit BH4
unterzogen werden mussen. 12 Patienten der Gruppe 2 tragen auf beiden Allelen
Mutationen, die potentiell BH4 responsiv sind. Von diesen 12 Patienten sind funf
Patienten homozygot. Vier Patienten tragen die Mutation Y414C und ein Patient
R261Q homozygot. Von weiteren zehn Patienten ist die eine Mutation potentiell
BH4 responsiv, die Responsivitat der zweiten Mutation ist unbekannt. Die
restlichen 18 Patienten tragen eine nicht responsive und eine potentiell responsive
Mutation im Genotyp. Patienten mit Mutationen mit hdéherer Restaktivitat haben

eine hohere Wahrscheinlichkeit BH4 Responder zu sein.
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Die Gruppe 3 umfasst 25 Patienten. Auch diese Patienten mussen alle einem BH4
Therapie Versuch unterzogen werden. In dieser Gruppe gibt es acht Patienten die
auf beiden Allelen Mutationen tragen, von denen keine Daten zur Responsivitat
bekannt sind. Die restlichen 17 Patienten tragen auf einem Allel eine nicht
responsive Mutation. R408W findet sich bei neun dieser 17 Patienten und
IVS12+1 G-A bei 4 Patienten. Jeweils ein Patient tragt R243X, P281L, | 65V und
IVS10-11 G-A auf einem Allel.

In die Gruppe 4 fallen 32 der 102 Patienten. Diese Patienten sind Non-Responder.
Dies entspricht 31% des gesamten Patientengutes. 17 der 32 Patienten sind
homozygot, neun davon tragen die Mutation IVS12+1 G-A. Die Mutation R408 W

findet sich bei sechs Patienten homozygot und IVS10-11 G-A bei zwei Patienten.
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3.2.2 VORHERSAGE DER BH4 RESPONSE IN DER TEILKOHORTE.

Klassifizierung in Gruppen
n =60

0O Gruppe 1 m Gruppe 2a @ Gruppe 2b @ Gruppe 3 m Gruppe 4

Abbildung 20: Einteilung in Gruppen zur Vorhersage der BH4 Response in der Teilkohorte von 60
Patienten.

Nach Einteilung in diese Gruppen, die nur auf der Genetik basiert, wurde die
Gruppe 2 noch zusatzlich in Gruppe 2a und 2b aufgeteilt. Patienten der Gruppe 2a
zeigten im BH4 loading Test einen Phe Abfall von Uber 30%. Die Patienten der
Gruppe 2b hatten entweder einen Abfall unter 30% oder einen Phe Anstieg
wahrend des BH4 loading Tests.

In die Gruppe 1 fallen vier Patienten. Drei Patienten tragen die Mutation E390G
und ein Patient D129G, diese Mutationen gelten als sicher BH4 responsiv. Mit nur
6,5% ist dies die kleinste Gruppe. Von diesen vier Patienten muss ein Patient
keine Diat halten. Die restlichen drei Patienten werden von der oralen BH4
Therapie durch eine Lockerung bzw im besten Fall durch eine Aufgabe lhrer Diat

profitieren.
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Mit insgesamt 24 Patienten ist die Gruppe 2 die gréldte Gruppe. Alle Patienten

dieser Gruppe muissen auf ihre BH4 Responsivitat hin getestet werden.

1 responsive Mutation | 1 responsive Mutation
2 responsive plus 1 Mutation plus 1 nicht
Mutationen Responsivitat unbekannt | responsive Mutation
Gruppe
2a 1 Patienten 3 Patienten 4 Patienten
Gruppe
2b 5 Patienten 2 Patienten 9 Patienten

Tabelle 10 : Aufschlisselung der Einteilung der Patienten in der Gruppe 2.

In der Gruppe 2a hat ein Patient zwei potentiell BH4 responsive Mutationen. Drei
Patienten tragen auf einem Allel eine potentiell BH4 responsive Mutation, die
Responsivitat der Mutation des 2. Allels ist nicht bekannt. Der Genotyp der
restlichen vier Patienten der Gruppe 2a zeigt eine potentiell responsive Mutation
auf dem einen Allel und eine nicht responsive Muation auf dem anderen Allel.

In der Gruppe 2b haben funf Patienten zwei potentiell responsive Mutationen, zwei
Patienten tragen die Mutation Y414C homozygot. Von zwei Patienten ist von der
zweiten Mutation nichts Uber die Responsivitat bekannt, das andere Allel tragt eine
potentiell responsive Mutation. Neun Patienten haben eine potentiell responsive

und eine nicht responsive Mutation.

Ebenfalls keine genaue Aussage Uber die BH4 Responsivitat kann man bei der
Gruppe 3 treffen. Auch in dieser Gruppe mussen alle Patienten einen BH4
Therapie Versuch unterzogen werden.

Von den 12 Patienten der Gruppe Rest sind von funf Patienten keine
Informationen Uber die Responsivitat beider Mutationen bekannt. Zwei Patienten
tragen die Mutation IVS 2+5 G-C homozygot. Die restlichen sieben Patienten
tragen auf dem einen Allel eine nicht responsive Mutation und auf dem zweiten

Allel eine von der Responsivitat her unbekannte Mutation.
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20 Patienten aus einer Teilkohorte von 60 Patienten gehdren der Gruppe 4 an. Sie
tragen auf beiden Allelen nicht responsive Mutationen und sind somit Non-
Responder der BH4 Therapie. Das entspricht 33% der Kohorte. Von den 20
Patienten sind elf Patienten homozygot. funf Patienten tragen die Mutation
R408W, vier die Mutation IVS12+1G-G und jeweils ein Patient die Mutation IVS10-
11G-A bzw R111X homozygot.

Ausgehend von der Klassifizierung der Patienten in Gruppen wirde man erwarten,
dass sich in der Gruppe 1 und Gruppe 2 die meisten HPA und mPKU Patienten
finden. AuRerdem kann man vom Genotyp her erwarten, dass die Patienten in
diesen beiden Gruppen beim BH4 loading Test einen Abfall ihrer Phe Spiegel
gezeigt haben. Fir die Patienten der Gruppe 2b mit cPKU, die keinen Abfall
zeigten, ist die Wahrscheinlichkeit BH4 Responder zu sein geringer als bei
Patienten mit HPA bzw mPKU und Abfall der Phe Spiegel im BH4 loading Test.

In der Gruppe 4 sollte kein Patient einen Abfall gezeigt haben. Aulzerdem sollten
sich keine Patienten mit HPA bzw mPKU in der Gruppe 4 befinden, da diese
Gruppe auf beiden Allelen nicht responsive Mutationen mit geringer oder keiner
Restaktivitat tragen. Bei HPA und mPKU Patienten in der Gruppe 3 ist die
Wabhrscheinlichkeit héher, dass sie Mutationen mit Restaktivitdt im Genotyp

tragen.
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Klassifizierung in Gruppen mit Darstellung der Phanotyp

Verteilung
n =60
18
< 16
N 14
& 12
g 10
‘5:'; 8
5 S 4
o 4 y
2 1 00 0 0
0 T T T
Gruppe 1 Gruppe 2a Gruppe 2b Gruppe 3 Gruppe 4
n=4 n=38 n=16 n=12 n=20

Klassifizierung in Gruppen

0O HPA( Phe Werte unter 10 mg/dl)
@ mPKU ( Phe Werte 10-20 mg/dl)
B cPKU ( Phe Werte Giber 20 mg/dl)

Abbildung 21: Klassifizierung in Gruppen in der Teilkohorte von 60 Patienten mit Darstellung der
Phéanotyp-Verteilung.

BH4 Belastungstest

Anzahl der Patienten in der jeweiligen Gruppe, die nach 8h/ 24h einen Phe Abfall von Uber 30% zeigten

n =60

Anzahl
der
Patienten

n=16

0O Phe Abfall unter 30% bzw Anstieg
m Phe Abfall Gber 30 %

Gruppe 2a Gruppe 2b Gruppe 3

Klassifizierung in Gruppen

Abbildung 22: Klassifizierung in Gruppen in der Teilkohorte von 60 Patienten mit Darstellung der
BH4 loading Test Ergebnisse.
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Gruppe 1
Phe Abfall tiber 30% nach 8h/24h
n=4
4
HPA mPKU cPKU
Phanotyp

Abbildung 23: Gruppe 1, Anzahl und
Phéanotyp der Patienten die einen Phe Abfall
Uber 30% im BH4 loading Test gezeigt haben

Gruppe 2a
Phe Abfall tiber 30% nach 8h/24h
n=8

HPA  mPKU cPKU
Phénotyp

Gruppe 3
Phe Abfall iiber 30% nach 8h/24h
n=12
1
HPA mPKU cPKU
Phénotyp

Abbildung 25: Gruppe 3, Anzahl und
Phanotyp der Patienten die einen Phe Abfall
Uber 30% im BH4 loading Test gezeigt haben

Gruppe 4
Abfall iiber 30% nach 8h/24 h
n=20
1
HPA mPKU cPKU
Phénotyp

Abbildung 24: Gruppe 2a, Anzahl und
Phanotyp der Patienten die einen Phe Abfall
Uber 30% im BH4 loading Test gezeigt haben
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Abbildung 26: Gruppe 4, Anzahl und
Phanotyp der Patienten die einen Phe Abfall
Uber 30% im BH4 loading Test gezeigt haben



Wie vom Genotyp her zu erwarten war, leiden alle Patienten der Gruppe 1 an
HPA. Zwei Patienten zeigten einen Phe Abfall von Uber 30% im BH4 loading Test.
Ein Patient der Gruppe 1, der die Mutationen R408W und E390G tragt, zeigte
einen Phe Abfall von minus 85% Ein zweiter Patient dieser Gruppe mit dem

gleichen Genotyp zeigte einen wesentlich geringeren Abfall von nur 16%.

In der Gruppe 2a befinden sich funf Patienten mit dem Phanotyp HPA. Sie haben
die hochste Wahrscheinlichkeit BH4 Responder zu sein. Auch der Patient mit
mPKU und die beiden cPKU Patienten zeigten einen Phe Abfall von uber 30 %.
Genotyp und BH4 Response sprechen daflr, dass diese acht Patienten eine hohe
Wabhrscheinlichkeit haben, von der BH4 Therapie zu profitieren. Vom Phanotyp
her gesehen sind die beiden Patienten mit cPKU allerdings eher untypische

Responder.

In der Gruppe 2b befinden sich 16 Patienten. Die Phanotyp Verteilung ist eher
ungunstig, da nur drei Patienten an HPA leiden, vier an mPKU und neun Patienten
an cPKU. Vom Genotyp ausgehend, haben diese Patienten die gleichen
Voraussetzungen wie die Patienten in der Gruppe 2a. Der einzige Unterschied ist,
dass niemand in dieser Gruppe einen Phe Abfall Uber 30% zeigte. Es ist sehr
interessant, dass obwohl der BH4 loading Test sehr variabel zu sein scheint, diese
Trennung dennoch die meisten cPKU Patienten herausfilterte. Wenn man den
BH4 loading Test aulRer Acht lasst, haben die sieben Patienten mit HPA und
mPKu die gleich hohe Wahrscheinlichkeit BH4 Responder zu sein, wie die HPA
und mPKU Patienten der Gruppe 2a.

In der Gruppe 3 gibt es einen Patienten mit mPKU, der einen Abfall im BH4
loading Test gezeigt hat. Er tragt die Mutationen R408W und A395G. Uber die
Mutation am zweiten Allel sind keine Daten Uber die Responsivitat bekannt. Dieser
Patient hat die groRte Wahrscheinlichkeit dieser Gruppe von der BH4 Therapie zu
profitieren. Der zweite mPKU Patient dieser Gruppe zeigte einen Abfall von 3% im
BH4 loading Test. Im Genotyp tragt er sie Mutationen R243X, welche unter 1%
Restaktivitat besitzt, und Y377C, von dieser Mutation sind keine Daten vorhanden.
Da man in dieser Gruppe von mindestens einer Mutation keine Information Uber

ihre Responsivitat hat, kann man Aufgrund der Genetik keine Aussage Uber den
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BH4 Response der Patienten treffen. Allerdings leiden zehn der zwolIf Patienten an
klassischer PKU und sind damit sehr wahrscheinlich Non-Responder der BH4
Therapie.

Wie zu erwarten, hat die Selektion anhand des Genotyps fast ausschlieRlich
Patienten mit cPKU in der Gruppe 4 ergeben. Bis auf einen Patienten mit cPKU
zeigte kein Patient einen Abfall im BH4 loading Test. Dieser Patient hatte als
Ausgangswert 56 mg/dl Phe und sank um 18,1 mg/dl ab. Dieser Wert war der

hdchste Ausgangswert im BH4 loading Test von allen.
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4 Diskussion

4.1 Prédvalenz der Mutationen im  europaischen und

internationalen Vergleich

In unserer Kohorte von 102 Patienten, 204 Allele, fanden sich 43 verschiedene
Mutationen. Die Heterogenitat der Mutationen in einzelnen Landern Iasst sich nur
schwer vergleichen. Karacic et al (16) berichten von 35 verschiedenen Mutationen

auf 226 Allelen in einer kroatischen Studienkohorte.

Die haufigste Mutation in unserer Kohorte von ist R408W, auf knapp 20% aller
Allele. Wie in Tabelle 6 gezeigt, ist R408W laut www.pahdb.mcgill.ca (12) die
haufigste Mutation weltweit mit 6,69% von 3200 Allelen. Auch in der Arbeit von J.
Zschocke (27) wird R408W als haufigste Mutation in Europa beschrieben. R408W
hat eine besonders hohe Frequenz in den Baltischen Staaten, aber auch Ost- bis
Sud-Ost- Europa und Zentraleuropa. Einen zweiten Haufigkeitsgipfel hat die
Mutation in GroRbritannien und Irland. (Abbildung 6) (27). Bei uns ist diese
Mutation vermutlich durch die Einwanderung aus den Baltischen Staaten sehr
hoch.

Die zweithaufigste Mutation in unserer Kohorte ist die Mutation IVS12+1G>A mit
14%. Diese Intronmutation hat eine hohe Pravalenz in Nordeuropa, besonders
Danemark, Skandinavien, England, Holland und Norddeutschland. Ebenfalls
haufig ist diese Mutation in Nord-ltalien, wahrscheinlich durch Migration von
Tragern dieser Mutation von Nord-Deuschland nach Nord-Italien. (27)

Von den in der Arbeit von J. Zschocke (27) beschriebenen, 29 haufigsten
Mutationen in Europa, fanden sich 18 in unserer Kohorte. Nicht vertreten waren
die Mutationen F39L, G46S, W18f7X, R252W, G272X, E280K, F299C, L348V,
S349P, ¢1089delG und V388M.

Von den 14 international haufigsten Mutationen, die in der Datenbank
www.pahdb.mcgill.ca (12) beschrieben wurden, fanden sich neun Mutationen in
unserem Patientenkontingent. In unserer Kohorte machen vier Mutationen knapp
50% der Mutationen alller Allele aus. Diese Mutationen sind auch international

gesehen unter den Haufigsten. Besonders die 7 Mutationen mit der hochsten
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Pravalenz laut www.pahdb.mcgill.ca sind auch in unserer Kohorte die Mutationen,
die unter den zehn haufigsten Mutationen zu finden sind.

In der Arbeit von Zurflih et al. (22) wurden Mutationen von 3173 Allelen der
Datenbank www.pahdb.mcgill.ca (12) in responsive und nicht responsive
Mutationen unterteilt, basierend auf Informationen der Datenbank www.biopku.org.
Dabei wurden 32 % der Mutationen responsiv klassifiziert und 68% nicht responsiv
(diese Gruppe enthalt auch die unklaren Mutationen). In unserer Kohorte 102
Patienten konnten 202 Mutationen entschlusselt werden. Davon fanden sich auf
funf Allelen sicher reponsive Mutationen (2,5 %), und auf 51 Allelen potentiell BH4
responsive Mutationen, das entspricht 25,5%. Die Mutationen von 103 Allelen sind
nicht BH4 responsiv, (51%) und 43 sind unklar (21%). Zusammengefasst konnen
die Mutationen von 28% der Allele als responsiv klassifiziert werden und 72% als

nicht responsiv.
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4.2 Phénotyp-Genotyp Korrelation in der Teilkohorte

Die Frage ob man vom Genotyp auf den Phanotyp schlieRen kann, wird auf zwei

unterschiedlichen Ebenen abgehandelt.

Einerseits diskutiert man die Korrelation zwischen Genotyp und metabolischen
Phanotyp. Ob ein Patient an HPA, mPKU oder cPKU leidet ist nicht mit Sicherheit
durch den Genotyp vorauszusagen. Zwei gleiche Mutationen koénnen bei
unterschiedlichen Patienten einen anderen Phanotyp ergeben. Beispiele fur diese
Aussage sind im Ubernachsten Absatz anhand unserer Teilkohorte fur die
Mutationen Y414C und R261Q angefuhrt. Trotz molekulargenetischer Testung
muss sich der Arzt an die tatsachliche Phe Toleranz des Patienten herantasten.
Es ist nicht moglich anhand des Genotyp die Phe Toleranz des Patienten

vorherzusagen.

Andererseits wird versucht eine Korrelation zwischen Genotyp und Phanotyp auf
der Ebene der BH4 Responder herzustellen. Damit kénnten BH4 Responder
anhand ihres Genotyps bestimmt werden. Das wirde besonders den Patienten,
die bereits einem BH4 loading Test unterzogen wurden und jetzt auf eiweilarmer

Diat sind, einen weiteren Test ersparen.

FUr eine Aussage uber den Phanotyp bzw eine mogliche BH4 Response vom
Genotyp ausgehend, muss man immer den gesamten Genotyp anschauen. Es ist
nicht moglich von einer der beiden Mutation auf den Phanotyp/ BH4 Response zu
schliefen. Obwohl die mildere Mutation ausschlaggebend ist, so fallt auf, dass
gerade bei den ,inconsistent mutations” eine Vorhersage sehr schwierig ist.

Ich habe in unserer Kohorte die Mutationen Y414C und R261Q genauer
angeschaut.

In unserer Teilkohorte von 60 Patienten fanden sich zwei Patienten, die die
Mutation Y414C homozygot tragen. Trotz des gleichen Genotyps mit Homozygotie
einer milden Mutation, ist der Phanotyp der beiden Patienten unterschiedlich. Ein
Patient leidet an HPA, der andere an mPKU. Auch der BH4 loading Test zeigte

unterschiedliche Ergebnisse. Bei dieser Mutation in homozygoter Form wurde man
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erwarten, dass beide Patienten BH4 Responder sind und eine deutliche Reaktion,
in diesem Fall einen signifikanten Abfall, im BH4 loading Test gezeigt haben.
Wahrend der Phe Spiegel des HPA Patienten um immerhin 15% absank, sank der
Phe Spiegel des mPKU Patienten praktisch gar nicht ab (minus 2%). Ein anderer
Patient tragt die Mutation Y414C auf dem einen Allel und R408W auf dem
anderen Allel. Da die Mutation Y414C zu immerhin 28% Restaktivitat der PAH
fuhrt, wirde man einen milden Phanotyp erwarten. Dieser Patient leidet an cPKU
mit 38 mg/dl Phe Blutspiegel postpartal ohne Diat. Das gleiche war bei einem
anderen Patienten zu beobachten. Er trug die Mutation Y414c und R243X

compound heterozygot und im Phanotyp ebenfalls cPKU.

Ein Patient unserer Teilkohorte tragt die Mutation R261Q mit 30% Restaktivitat der
PAH homozygot. Sein Phanotyp ist mPKU und im BH4 loading Test zeigte er
einen minimalen (+4%) Anstieg des Phe Spiegels. Es gibt funf Patienten in
unserer Teilkohorte, die die Mutationen R261Q und R408W compound
heterozygot tragen. Zwei dieser Patienten sind miteinander verwandt, beide leiden
an cPKU und zeigten keinen signifikanten Abfall im BH4 loading Test (minus 14
bzw minus 6% Phe Abfall). Ein anderer cPKU Patient mit diesen Mutationen zeigte
ebenfalls nur 10% Abfall im BH4 loading Test. Der vierte Patient mit diesem
Genotyp ist auch ein cPKU Patient, er zeigte aber einen Phe Abfall um 58%. Der
funfte Patient mit demselben Genotyp ist der Einzige, der im Phanotyp an mPKU
leidet, mit einem postpartalen Phe Spiegel von 17mg/dl ohne Diat. Er fiel aber im
BH4 loading Test um 15% ab.

Es scheint daher noch andere Faktoren zu geben, die flir den Phanotyp
ausschlaggebend sind. Es ist denkbar, dass hier Polymorphismen des PAH Gens
eine Rolle spielen. Auf diesem Gebiet ist noch viel Forschung notwendig, um
vielleicht eines Tages sowohl den metabolischen Phanotyp sowie den BH4
Response anhand des Genotyps einteilen zu kénnen.

Ich habe keine Daten gefunden, die einen Umkehrschluss diskutieren. In unserer
Kohorte von 60 Patienten sind zwei Patienten mit Homozygotie fur die Mutation
IVS2+5C-G. Uber diese Mutation gibt es keine Information Uber die Restaktivitat
bzw BH4 Responsivitat. Beide Patienten sind im Phanotyp cPKU, mit postpartalen
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Phe Werten von 20mg/dl bzw 31,5 mg/dl. Im BH4 loading Test sind die Phe Werte
dieser Patienten um 0% bzw -1% abgefallen.
Inwieweit man nun von dieser Tatsache auf die BH4 Responsivitat der Mutation

schliel®en kann, ist unklar.

4.3 Phénotyp und BH4 Response

Zulassungsstudien von Sapropterin (Kuvan®) haben gezeigt, dass ca 20-50 % der
PKU Patienten eine Reduktion der Phe Werte im Blut von Uber 30% erreicht
haben. (25) In der Arbeit von Blau et al. (25) wird von BH4 Response bzw einem
klinisch signifikanten Abfall der Phe Werte nach BH4 Gabe, bei circa 80% der
HPA Patienten, bis zu 50% der mPKU Patienten und unter 10% der cPKU

Patienten gesprochen.

Nimmt man nun in unserer Teilkohorte von 60 Patienten den BH4 loading Test als
Grundlage zur Hand, so zeigten 32 Patienten einen Abfall der Phe Werte aber nur
12 Patienten einen Abfall Uber 30% des Ausgangswertes. Das entspricht 20% der
Teilkohorte.

Von diesen 12 Patienten leiden sieben Patienten an HPA, zwei an mPKU und drei
an cPKU. Insgesamt sind 12 HPA Patienten in der Teilkohorte. Das heil3t, die Phe
Spiegel sind von ca 80% der HPA Patienten im BH4 Test um Uber 30%
abgesunken. Von insgesamt acht mPKU Patienten, sind die Phe Spiegel von zwei
Patienten signifikant gesunken, das entspricht ca 25%. Drei der 40 cPKU in der

Teilkohorte zeigten eine Phe Abfall von Uber 30%, das entspricht ca 9% .

Allerdings handelt es sich bei unserem Test nur um den nachtraglich
ausgewerteten BH4 loading Test, der postpartal vor Diatbeginn der Patienten
durchgefuhrt worden ist. Der tatsachliche BH4 Response hangt unter anderem
auch vom Alter, Ausgangs-Phe Wert, Dauer des Tests und BH4 Pharmakokinetik
ab (22). Wie in der Arbeit von Zurfluh et al. (22) berichtet, sind die tatsachlichen
Zahlen an BH4 Respondern wahrscheinlich hoher als BH4 loading Tests dies

vermuten lassen.
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Wie bereits im Kapitel ,,Der Stellenwert der Genetik“ kurz angesprochen, gibt es
keine internationalen Richtlinien Uber die Phanotyp Einteilung und Klassifikation.
Phe Werte kdnnen zum Beispiel auf Grund vom Zeitpunkt der Blutabnahme,
letzter Mahlzeit oder durch Fieber beeinflusst sein. Auch unterschiedliche
Messmethoden und Parameter fir die Phanotyp Einteilung kdnnen zu
unterschiedlichen Ergebnissen fuhren.

In dieser Studie sind Patienten in HPA, mPKU und cPKU eingeteilt worden. In
englischen Arbeiten findet man auch immer wieder den Ausdruck milde
Hyperphenylalaninamie (MHP) statt HPA. Auch findet dort oft eine Unterteilung in
milde, moderate und klassische PKU statt.

Dadurch ist es wichtig, die Ergebnisse von Studien genau zu betrachten und zu
hinterfragen.

Gerade bei der Frage nach BH4 Respondern bzw Profit der BH4 Therapie fur die
Patienten, geht es um die Phe Toleranz. Besonders in den Langzeitstudien wird
es wichtig werden, nicht nur von Abfall der Phe Spiegel zu sprechen, sondern die
Steigerung der Phe Toleranz und deren Ausmal ist als ausschlaggebend

anzusehen.

4.4 Aussagekraft des BH4 loading Tests

In Abbildung 21 bis 26 sind die Ergebnisse des BH4 loading Tests in den Gruppen
dargestellt.

Alle vier Patienten der Gruppe eins sind im Phanotyp HPA Patienten und tragen
eine sicher responsive Mutation im Genotyp. Sie sind sicher BH4 Responder. Alle
vier Patienten sollten im BH4 loading Test einen signifikanten Abfall gezeigt
haben. Tatsachlich ist es aber so, dass zwei der vier Patienten in der Gruppe 1
keinen signifikanten Abfall im BH4 Test zeigten. Einer dieser Patienten zeigte
einen Abfall um 16 %. Dieser Patient tragt im Genotyp die Mutationen E390G und
R408W. Ein anderer Patient dieser Gruppe mit demselben Genotyp fiel im BH4
loading Test um 85% ab. Ich glaube, dass dieser Patient mit nur 16% Abfall in
einem neuen BH4 Test ebenfalls starker abfallen wirde. Der zweite Patient stieg

im BH4 loading Test sogar um 22% an. Sein Phe Ausgangswert lag bei 8,5 mg/dI.
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In diesem Fall ist anzunehmen, dass die Ergebnisse des BH4 loading Tests nicht
mit dem tatsachlichen BH4 Response Ubereinstimmen.

Durch die Instabilitat von BH4, die eine korrekte Lagerung erfordert, sowie auf
Grund von Unterschieden in Resorption und Pharmakokinetik von BH4, sind die
Ergebnisse des im Nachhinein ausgewerteten BH4 loading Tests nicht
aussagekraftig.

AuRerdem fallt auf, dass ein Patient aus der Gruppe 4 im BH4 loading Test um
32% abgefallen ist. Dieser Patient ist vom Genotyp her ein Non-Responder und
wird auch keinem weiteren BH4 Testversuch unterzogen. Allerdings ist es bei
diesem Patienten wahrscheinlich, dass hier ein Fehler in der Messung bzw
Dokumentation vorliegt. Der Ausgangswert beim BH4 loading Test lag bei 56
mg/dl, der erste gemessene Phe Wert bei 62 mg/dl. Diese Werte des Patienten
sind mit Abstand die héchsten Ausgangswerte von allen.

Obwohl der nachtraglich ausgewertete BH4 loading Test keinen Ruckschluss auf
die tatsachliche BH4 Response zulasst, so kann man in unserem
Patientenkontingent dennoch sagen, dass er beim Grof3teil der Patienten mit dem
Genotyp Ubereinstimmt. Die Ergebnisse des BH4 loading Tests zeigen, dass bis
auf zwei Ausnahmen, alle signifikanten Phe Abféalle in den Gruppen 1 und 2
stattgefunden haben. Der Patient in Gruppe 3, der einen Abfall um 30% hatte,
tragt im Genotyp die Mutationen R408W und A395G. Uber die Mutation am
zweiten Allel sind keine Daten Uber die BH4 Responsivitat oder Restaktivitat
bekannt. Mdglicherweise ist der BH4 Test ein Anzeichen daflir, dass es sich um
eine BH4 responsive Mutation handelt und der Patient BH4 Responder ist. Er wird
wie alle Patienten der Gruppe 3 einem BH4 Testversuch unterzogen. Seine
Reaktion im BH4 loading Test konnte aber vermuten lassen, dass er hohere
Chancen hat von dieser Therapie zu profitieren. bzw auf diese Therapie
anzusprechen.

Meiner Meinung nach hat der postpartale BH4 Test keine relevanten Aussagekraft
und ist in der Studie als Zusatzinformation zu sehen. Es ist nicht notwendig den
BH4 Test der Patienten im Nachhinein auszuwerten. Non-Responder kénnen auf
Grund der molekulargenetischen Testung ausgeschlossen, alle anderen Patienten
mussen einem neuerlichen BH4 Testversuch unterzogen werden. Dieser BH4
Test sollte standardisiert, nach einem festgelegten Protokoll, mit einem

zugelassenen Praparat und einer langeren Testdauer durchgeflihrt werden.
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4.5 Praktische Durchfiihrung des neuen BH4 Test

Bisher war der BH4 loading Test lediglich ein Mittel um typische und atypische
PKU zu differenzieren. Zu diesem Zeitpunkt haben die Kinder noch keine
eiweildreduzierte Diat und ihre Phe Werte sind dem Phanotyp entsprechend hoch.
Nun stellt sich die Frage nach dem optimalen Zeitpunkt fir den BH4 Test fur die
Suche nach BH4 Respondern bei typischer PKU. Es ware sinnvoll ein
Testprotokoll zu entwickeln, das beide Tests miteinander kombiniert. Wenn
mdglich sollte man sich international auf ein Protokoll, wie getestet werden soll,
einigen. Damit wurden die Ergebnisse international vergleichbar und Daten aus
Studien konnten leichter miteinander verglichen werden. Ein mogliches Protokoll,
von der europaischen Arbeitsgruppe fur Phenylketonurie ausgearbeitet, zeigt
Abbildung 13. Auf Patienten mit atypischer PKU wird in dieser Arbeit (25) nicht
eingegangen. Ob dieser Test mit 48 Stunden Testdauer alle BH4 responsiven
Patienten identifizieren kann ist derzeit noch offen. Zudem ist Kuvan® nicht fur die

Anwendung vor dem 4. Lebensjahr zugelassen.

Es steht nun die Frage im Raum, was man mit den Patienten machen soll, die
einem BH4 loading Test bereits unterzogen wurden und nun bereits mittels
eiweillreduzierter Diat therapiert werden.

Der BH4 loading Test im Nachhinein ausgewertet hat nicht genugend
Aussagekraft, ebenso wenig kann man BH4 Responsivitat Uber den Genotyp
bestimmen. Bei diesen Patienten kann man die Non Responder anhand des
Genotyps ausschlie3en, aber alle anderen Patienten miussen einem neuerlichen
BH4 Testversuch unterzogen werden. Allerdings sind diese Patienten auf Diat und
haben Ublicherweise niedrige Phe Werte. So gab es die Empfehlung eines
kombinierten Phe und BH4 Tests. Dabei wurde zuerst ein standartisierter Phe-
load verabreicht und dann BH4. Dieser Test ist jedoch bereits wieder obsolet.
Derzeit sind Protokolle mit einer stufenweisen Steigerung der Phe Zufuhr in

Abhangigkeit vom Abfall des Phe Spiegels im Blut in Ausarbeitung.
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