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Einleitung

1  Einleitung

1.1 Defekte im Carnitin-Stoffwechsel

1.1.1 EinfGhrung

Carnitin (B-Hydroxy-y-Trimethylammonium Butyrat) ist ein endogenes Amin,
das als essentieller Cofaktor fur die B- Oxidation beim transmembrandren
Transport langkettiger FettsGuren durch die innere Mitochondrienmembran
fungiert. Die Aufnahme von Carnitin aus dem Plasma in das Zytosol der Zelle
ist an einen hoch-affinen, Natrium-abhdngigen organischen Kation-
Transporter (OCTN2) gebunden. [11]

Carnifin bindet intframitochondriale und zytosolische Acyl — RUckstGnde und
hilft diese zu eliminieren. Dieser Mechanismus ist essentiell fUr die Bindung und
Abgabe von abnormen organischen Sduren bei verschiedenen
Organoaziddmien und erklé@rt den daraus resultierenden sekunddren
Carnitinmangel. Die Carnitin — Konjugation erniedrigt die Zahl der an
Coenzym A (CoA) gebundenen Acyl — Reste und erhdht das Verhdltnis von
freiem zu acyliertem CoA. [3] Eine weniger gut bekannte Funktion von
Carnitin besteht, als TransportmolekUl fUr FettsGuren zwischen verschiedenen
Organellen (Peroxysomen, Mitochondrien, Microsomen) zu fungieren. Die
Konjugation von verschiedenen Acyl-Resten mit Carnitin  ergibt
unterschiedliche Acyl - Carnitine, die diagnostisch im Neugeborenen—
Screening erfasst werden kdnnen. Das Muster dieser Acyl — Carnitine ist die
Basis fUr das erweiterte Neugeborenen - Screening mit der Tandem — Massen
— Spektrometrie (MS/MS) [19]

In der durchschnittlichen Erndhrung Erwachsener wird der tagliche Carnitin
Bedarf zu 75%, hauptsdchlich Uber Fleisch und Milchprodukte, gedeckt. [4, 25,
35] Der Rest muss endogen aus Lysin und Methionin synthetisiert werden. [30]

Dass strikte Vegetarier dennoch ihren Carnitinspiegel aufrecht erhalten
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kdnnen, weist darauf hin, dass sie nicht nur Carnitin produzieren, sondern

effizient Uber die renal-tubuldre Reabsorption aufsparen. [26]

1.1.2 Carnitin — Zyklus und FettsGure — 8 — Oxidation

Carnitin ist verantwortlich fUr den Transport von langkettigen FettsGuren (C16-
20) aus dem Zytoplasma in die mitochondriale Matrix. [33]

Wdahrend Fastenperioden werden FettsGuren als Substrat fur die B — Oxidation
in der Leber, dem Skelett — und Herzmuskel verwendet. Das Gehirn ist nicht in
der Lage, direkt FettsGuren zu oxidieren, aber oxidiert Ketonkorper, die als
Produkte von Acyl — CoA und Acetocacyl — CoA aus der B — Oxidation
hervorgehen. Bei Defekten in der FettsGure-Oxidation kdnnen die aus dem
Fettgewebe geldsten Fette nicht weiter verarbeitet werden und akkumulieren
in der Leber, in Herz- und Skelettmuskel (Abb. 1).

ADIPOSE TISSUE
FATTY ACIDS — HEART
CARDIOMYOPATHY
ARRHYTHMIA
SKELETAL MYOPATHY

HYPOTONIA
MUSCLE MYOGLOBINURIA

LIVER KETONESZ __, @ BRAIN
STEATOSIS

LOSS OF
CONSCIOUSNESS

Abb. 1: FettsGure-Oxidation wdhrend des Fastens [19]

Die Folge sind Steatosis und verminderte Bereitstellung von Ketonkdrpern, die
wdhrend Glukosemangel als alternative Energielieferanten fur Herz-,

Skelettmuskel und Gehirn fungieren. Zudem wird in der Leber durch Acetyl-



Einleitung

CoA die Pyruvat — Carboxylase akfiviert, die die Glukoneogenese begUnstigt.
[19]

Bei Defekten der FettsGure-Oxidation kann Fett als Energielieferant nicht
genutzt werden, Glukose wird vermehrt konsumiert, ohne dass die
Regeneration via Glukoneogenese stattfinden kann. Die Folge sind
Hypoglykdmien, die in Ermangelung eines verwertbaren Energienachschubs
zu einer Beeintrachtigung der Hirnfunktion und zu Bewusstlosigkeit fGhren.

Fett kann dann zum einen direkt im Herz — und Skelettmuskel akkumulieren
und die Organ-/Gewebefunktfion beeintrdchtigen. Zum anderen kd&nnen
FettsGuren und langkettige Acylcarnitine die elekirische Aktivitdt von

Herzmuskelzellen ver&ndern, was zu Arrhythmien fUhren kann.

FettsGuren werden normalerweise aus dem Fettgewebsspeicher mobilisiert
und sind im Blut hauptsdchlich an Albumin gebunden. Nach ihrem Eintritt in
die Zellen Uber spezifische Membran — Transporter, werden die FettsGuren mit
Hilfe der Acyl — CoA - Synthetase an Coenzym A konjugiert. Die Konjugation
der Fettsduren an Carnitin ist Voraussetzung zum Ubertritt in  das
Mitochondrium. Carnitin reichert sich Uber einen hoch - affinen OCTN2
Carnifin Transporter in Herz- und Muskelzellen sowie in den Nierentubuluszellen
an, wdhrend in den Hepatozyten in der Leber ein niedriger — affiner OCTNI
Transporter mit hoher Kapazitdt vorhanden ist. [30] Im Zellinneren geht Carnitin
mit Hilfe der Carnitin — Palmitoyl — Transferase 1 (CPT 1), die an der Innenseite
der duBeren Mitochondrienmembran lokalisiert ist, eine Esterbindung mit
langkettigen aktivierten Fettsduren (Acyl — CoAs) ein . Diese Carnitinester
(Acylcarnitine) kénnen mit Hilfe der Carnitin — Acylcarnitin — Translokase
(CACT) die innere Mitochondrienmembran Uberwinden, werden dort durch
die Carnitin — Palmitoyl — Transferase 2 (CPT 2) wieder in Carnitin und Acyl —
CoA - Thioester gespalten. Das frei werdende Carnitin kann erneut die
Mitochondrienmembran passieren und gelangt so wieder in das Zytoplasma,
wdhrend die Acyl — CoA - Thioester in die B — Oxidation eingeschleust werden
(Abb. 2).
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Abb. 2: Carnitin — Zyklus und FettsGure — B — Oxidation [19]

1.1.3 Primdrer Carnitin — Mangel

Der primdre Carnitin — Mangel (OMIM 212140) ist eine autosomal rezessive
Erkrankung der Fettsdure Oxidation. Ursache ist eine Mutation im SLC22A5-
Gen, das fur den sperzifischen Natrium- abhdngigen Carnitin - Transporter
OCTN2 kodiert.

Die Inzidenz wird in der japanischen und australischen Population mit 1:40 000
bzw. 1:37.000 — 1:100.000 angeben. In Europa und den USA wurde sie bisher
nicht definiert, aus Fallberichten wird aber eine dhnlich hohe Inzidenz
angenommen. Ungefdhr 0,5% der Bevdlkerung Ubertragt ein defektes Allel
des SLC22A5-Gens (Heterozygotenfrequenz 1:200) der Gene fiUr die
Erkrankung. [10, 42] Es handelt sich um die zweithdufigste Erkrankung der

4
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FettsGure-Oxidation nach dem Medium - Chain Acyl - CoA -
Dehydrogenase — Defekt (MCAD — Mangel) [2]

Das Fehlen oder die Fehlfunktfion des Carnitin — Transporters hat einen renalen
Verlust an Carnitin zur Folge, der sich in stark erniedrigten niedrigen Serum-/
Plasma-Carnitinspiegeln (0-5 umol/l, normal 25-50 umol/l) und in einem
erniedrigten infrazellul@ren Carnitin — Gehalt widerspiegelt. Patienten mit
primdrem Carnitin — Mangel verlieren 90-95% ihrer Carnitin — Reserven Uber
den Urin (fraktionelle tubuldre RUckresorption < 10 %; normal > 90 %) ,
wdahrend ihre heterozygoten Eltern 2-3 mal mehr als normal Uber den Harn

verlieren, was die mild erniedrigten Carnitin - Spiegel erklart. [29]

Das klinische Bild beim primé&ren Carnitin — Mangel ist bunt und kann sich
durch hypoketotische Hypoglyké&mien, hepatische Enzephalopathie, Reye
Syndrom, Hypotonie, Kardiomyopathie (CM) und pldtzliche Todesfélle GuBern.
[38]

Betroffene Patienten fallen vorwiegend metabolisch oder kardial auf, wobei
die metabolische Manifestation meist innerhallb der ersten zwei Lebensjahre
auftritt.  Typischerweise fallen diese Kinder mit Nahrungsverweigerung
wdahrend einer Gastroenteritis oder einem Infekt der oberen Luftwege auf. In
der Folge werden sie lethargisch und reagieren vermindert auf Ansprache.
Zusatzlich besteht meist ebenfalls eine Hepatopathie. Laborchemisch fallen
eine Hypoglykdmie ohne oder mit nur geringer Konzentration von
Ketonkdrpern im Urin, eine milde Hyperammondmie sowie variabel erhdhten
Leberwerten auf. Auch die Creatin Kinase (CK) kann mild erhdht sein. Kinder,
die nicht sofort mit infravendser Glukosezufuhr behandelt werden, fallen ins
Koma und versterben.

Die Kardiomyopathie fritt meist erst bei dlteren Patienten in Erscheinung und
ist manchmal mit einer muskuldren Hypotonie verbunden. Sie kann auch bei
dlteren Patienten mit einer primdr metabolischen Manifestation gesehen
werden, obwohl diese Patienten von der kardialen Seite zu diesem Zeitpunkt

asymptomatisch sind. [19] Zudem werden in der Literatur Patienten
5
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beschrieben, die ihr Leben lang asymptomatisch bleiben, obwohl andere mit
nachweislich derselben homozygoten Mutation im SLC22A5-Gen in frUhester
Kindheit mit einem dem Reye — Syndrom dhnlichen Bild auffallen und erst Uber
diesen ,Indexpatienten* die anderen Familienmitglieder diagnostiziert
werden. [34] In anderen Familien, bei deren Mitgliedern identische
Mutationen nachgewiesen wurden, sind beide Manifestationsformen (akute
metabolische und [kardio]myopathische Manifestation) oder
unterschiedliche Auspragungen des Krankheitsbildes beschrieben. Das Idsst
vermuten, dass andere metabolisch-genetische Faktoren und exogene
Faktoren, wie das Angebot von Carnitin in der Nahrung, Infektionen oder
Fasten, das den Bedarf an FettsGure-Oxidation steigert, einen groBen Einfluss

auf die Festlegung des Phdnotyps haben. [39]
1.1.4 Diagnostik

Wegweisend ist der niedrige Serum Carnitin — Spiegel, wobei freies Carnitin
und Acyl — Carnitin extrem erniedrigt sind (freies Carnitin < 5 umol/l, normal 25-
50 umol/l; Summe freies Carnitin + Acylcarnitine > 15 umol/l, normal > 35). Im
Urin zeigen die organischen Sduren keine einheitliche Abnormalitat,
wenngleich Uber eine unsperzifische Dicarbon — Azidurie berichtet wird. [29]
Die Diagnose wird durch die verminderte Aufnahme von Carnitin in Haut -
Fibroblasten des Patienten bestatigt, welche gewdhnlich unter 10% des
Wertes der Kontrollgruppe liegt. Es besteht eine Korrelation zwischen der Rest
— Carnitin — Transport — Akfivitdt und der Schwere der Mutation, nonsense
Mutationen sind mit einer fast véllig fehlenden Carnitin — Transport — Aktivitat
verbunden. [19] Bei heterozygoten Patienten findet sich ein halb normaler
Carnitin-Transport in ihren Fibroblasten; sie haben gegebenenfalls sogar einen
grenzwertig niedrigen Serum Carnitin — Spiegel. [29]. Die fraktionelle tubuldre
RUckresorption von freiem Carnitin ist massiv erniedrigt (< 10 %; normal > 90 %),
wdahrend die RUckresorption von Acylcarnitinen nicht signifikant eingeschrénkt

ist.
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Zu unterscheiden ist der primdre Carnitin — Mangel von anderen
Erkrankungen, die mit einem niedrigen Serum Carnitin — Spiegel einhergehen,
wie Organaziddmien, Defekte in der FettsGure — Oxidation, oder aber auch
bei Patienten mit einem generalisierten Tubulusschaden (z.B. Lowe-Syndrom,
nephropathische Zystinose), bei dem dann nicht nur Carnitin Gber die Niere

verloren geht, sondern auch z.B. Bikarbonat, Phosphat und Aminosduren.

1.1.5 Therapie des Primdéren Carnitin — Mangels

Eine kausale Therapie des primdren Carnitin — Mangels ist heute noch nicht
moglich, allerdings sprechen die Patienten gut auf eine Carnitin - Substitution
von 100- 400 mg/kg KG/d an. Bei frUhzeitigem Beginn kdnnen irreversible
Organschadigungen verhindert werden. Die Dosis sollte durch regelmdBige
Bestimmungen des Serum Carnitin — Spiegels individuell angepasst werden.
(19, 31]

1.2 Das OCTN2 - Protein und dessen Funktion

Das SLC22A-Gen, das fur das OCTN2-Protein kodiert, ist auf dem Chromosom
5931 lokalisiert und besteht aus 10 Exons; das fur OCTN2 spezifische DNA-
Transkript umfasst 31 kb. Das OCTN2 Polypeptid besteht aus 557 Aminosduren
mit 12 mutmaBlichen tfransmembrandren Domdnen und zeigt eine groBe
Homologie zu dem OCTNI Transporter. [43] Der OCTN2 funktioniert sowohl als
Natrium abhdngiger Carnitin — Transporter als auch als Natrium unabhdngiger
Transporter fUr andere organische Kationen. [11] Diese Tatsache ist wichtig for
das Verstdndnis des medikamentds oder toxisch induzierten sekunddren
Carnitin — Mangels. Es gibt eine groBe Anzahl verschiedener organischer
Kationen und Zwitterionen, die stark mit dem OCTN2 Transporter um die
intrazellulare Aufnahme von Carnitin konkurrieren, wie die lonenkanalblocker
wie Verapamil und Chinidin oder Cephalosporine und das Alkaloid Emetin,

oder nur leichte Inhibitoren des Carnitin - Transportes wie Valproinsdure. [28]
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1.2.1 Mutationen im OCTN2 - Protein

FOr den Carnitin — Transporter sind verschiedene Mutationen die zum
Funkfionsverlust und somit zum klinischen Erscheinungsbild des primaren
Carnitin - Mangels fGhren bekannt. Viele Studien beschreiben nonsense und
missense Mutationen fir den OCIN2 (Abb. 3). Beide fUhren zu einer vallig
aufgehobenen Funktion des Proteins, Carnitin zu transportieren, oder sind mit
einer Restaktivitdt des Carnitin — Transporters assoziiert. Allerdings besteht
keine Korrelation zwischen Genotyp und Phanotyp. [1, 7, 14, 29, 38, 39, 41]

Zudem ist der Transport anderer organischer Kationen von dem

Funktionsverlust nicht betroffen ist. [11]

! |
u

g =
a 3

Nucleoside

binding site

@ substitution in hydrophilic domain
substitution in TM domain

@ premature STOP codon

= frameshift

Abb. 3: Mutationen im OCTN2 — Protein beim primdren Carnitin — Mangel [19]

1.3 Neugeborenen - Screening

Ziel eines Neugeborenen - Screenings ist es, behandelbare
Stoffwechselerkrankungen mit ausreichender Inzidenz zu erkennen, bevor
ireversible Schdadigungen eingetreten sind. Sinnvoll ist ein Screening aller
Neugeborenen dann, wenn die Erkrankung erkannt werden kann, bevor erste
Symptome auftreten, die mit einer rechtzeitig eingeleiteten Therapie
verhindert werden kdnnen. Gleichzeitig muss eine Beunruhigung der
gesunden Bevdlkerung durch falsch positive Ergebnisse vermieden werden,

was eine hohe Sensitivitdt und Spezfitdt der verwendeten Methode

8
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voraussetzt. SchlieBlich mUssen auch finanzielle Uberlegungen beziglich der
Probengewinnung, Analytik und Nachbetreuung betroffener Patienten in ein

Screeningprogramm mit einflieBen. [5]

Erste Massentests an Neugeborenen wurden in den 60er Jahren des letzten
Jahrhunderts mit Testung auf die Phenylketonurie mit dem sogenannten
Guthrie — Test (mikrobiologischer Hemmtest) durchgefuhrt. [9, 18] Der Guthrie
- Test wurde in den folgenden Jahren um zahlreiche andere
Stoffwechselerkrankungen (z.B. konnatale Hypothyreose, Adrenogenitales
Syndrom,  Galaktos@mie,  Ahornsirupkrankheit)  erweitert. [13] Ein
fldchendeckendes Screening wurde Ende der 60er (1969 BRD, 1971 DDR) als
staatlich finanziertes Vorsorgeprogramm eingefGhrt. Dafir wurden dieselben

Filterpapiertestkarten wie beim urspringlichen Guthrie — Test benutzt.

1.3.1 Das erweiterte Neugeborenen — Screening

Anfang der 90er Jahre des zwanzigsten Jahrhunderts wurde die Tandem -
Massenspekirometrie (TMS) als Methode in das Neugeborenen - Screening
eingefUhrt. Dadurch war es nicht nur méglich, den Screeningumfang unter
anderem auf Defekte in der FettsGureoxidation auszuweiten, sondern auch
die Rate der falsch positiven Ergebnisse z. B. fUr die PKU deutlich zu senken.
Diese Methode bietet die Mdglichkeit, mehr als 30 Stoffwechselerkrankungen
innerhalb kurzer Zeit aus einem Tropfen getfrockneten Blutes zu detektieren.
[5] AuBerdem ist durch die hohe Sensitivitdt der Methode eine sichere
Erkennung der Erkrankung unabhdngig von der Proteinzufuhr moglich, was
eine frUhere DurchfUhrung des Screenings (nach der 36. Lebensstunde)
moglich und sinnvoll machte. Dadurch kdnnen besonders Neugeborene mit
einer  Ahornsiruperkrankung einer didtetischen Therapie vor einer

metabolischen Entgleisung zugefUhrt werden. [27]
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Die VerfUgbarkeit der TMS und die daraus resultierende Zunahme an
detektierbaren  Krankheiten  machte  eine  Neustrukturierung  des
Neugeborenen - Screenings in Deutschland ndétig. In  der 2005
herausgegebenen Richilinie fur das Neugeborenen - Screening in
Deutschland sind die Ziele fur das Neugeborenen - Screening erneut definiert
und in der Tabelle 1 aufgefUhrt. In der Richtlinie wurden neben den 14
Zielkrankheiten (Tabelle 2) auch die Untersuchungsmethode (TMS) und unter
anderem auch Untersuchungszeitpunkt, Information und Aufklérung,
Probengewinnung und -versand, Befundricklauf und Dokumentation
festgelegt. Wichtig war auch, die Akzeptanz in der Bevdlkerung wieder zu
erhdhen, weswegen eine umfassende Information und Aufkldrung Uber das
Neugeborenen - Screening - Programm gestartet und eine schriftliche

Einwilligung eines Elternteils obligat wurde. [ 8, 15, 16, 20, 27]

10
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1 Verfugbarkeit fUr die gesamte Bevdlkerung

flachendeckende und vollstdndige Erfassung

umfassende Aufkldrung von Eltern und Offentlichkeit

Al W DN

Vermeidung unndtiger Belastung von Familien gesunder

Neugeborener

zeit- und fachgerechte Probengewinnung

sichere und vollstdndige Dokumentation

klare Verantwortlichkeiten.

| N| O~ On

richtlinienkonformer Screeningumfang und

qualitatsgesicherte Laboranalytik.

9 raschen und vollstdndigen BefundrUcklauf aller Resultate

10 Bildung regionaler Screeningzentren zur Sicherung des
primdren Screeningziels der frohen und sachgemdBen

Intervention

11 niedriger Verwaltungsaufwand und maoglichst geringe

Kosten.

Tabelle 1: Anspriche an ein Neugeborenen -Screening [8]

11
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Krankheiten Kinderrichtlinie Hessisches
Programm
Konventionelle Hypothyreose X X
Testverfahren Adrenogenitales Syndrom | x X
(AGS)
Biotinidase-Mangel X X
Klassische Galaktosdmie (Gal- | x X
Uridyltransferase Mangel)
Tandem- Aminoazidopathien: PKU und HPA PKU
Massenspektro- MSUD MSUD
metrie HCY
CIT
ASA
TYR |
FettsGureOxidationsdefekte MCAD MCAD
VLCAD VLCAD
LCHAD LCHAD
MAD
Carnifinzyklus-Defekte CPTI CPTI
CPTII CPTI
CACT CACT
Cub
Organazidopathien GA GA
IVA IVA
HMG
MUT
3MCC
CblA, B
PROP
BKT

Tabelle 2: Zielkrankheiten des Neugeborenen — Screenings [8, 20]

12
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In der Leitlinie sind nur 14 Zielkrankheiten festgelegt, da nur fur diese eine
ausreichende Methodensicherheit nachgewiesen ist, obwohl durch die TMS
ohne hdheren Kosten- oder Zeitaufwand eine Erweiterung leicht maglich
ware. [8, 20]

Wenn in einem der regionalen Screeningzentren weitere Erkrankungen
detektiert werden, soll die Versorgung dieser Patfienten gegenwdartig nur in
wissenschaftlich  begleiteten  Programmen  erfolgen, damit  durch
Informationen Uber die Diagnostik und Behandlung dieser Erkrankungen das
Neugeborenen - Screening zum Nutzen der Bevolkerung weiterentwickelt
werden kann.

Als Besonderheit in Deutschland ist das hessische Screeningprogramm zu
nennen, das die Moglichkeit gibt, weitere Zielkrankheiten in das Screening
aufzunehmen. Hierbei kdnnen die Eltern entfscheiden, ob sie ein Screening
nach der deutschen Kinderrichtlinie oder das erweiterte hessische Programm
wunschen, bei der zusatzlich zu den in Tabelle 3 aufgelisteten Krankheiten
noch auf Arginindmie, Methionin-Adenosyl-Transferase-Mangel  und

Malonazidurie getestet wird. [20]

1.3.2 Carnitin — Mangel und erweitertes Neugeborenen — Screening

In den letzten Jahren sind Patienten mit primédrem Carnitin — Mangel Uber das
Neugeborenen — Screening aufgefallen. Dabei besteht die Auffalligkeit im
Acyl — Carnitin — Profil darin, dass der freie Carnitin — Spiegel sowie das aller
Acyl — Carnitin — Arten erniedrigt ist. Carnitin passiert die Plazenta, um dem
Fetus zu dessen Wachstum zur VerfGgung zu stehen. Nach der Geburt fallt der
Serum Carnitin — Spiegel physiologischerweise ab. Allerdings kann der Carnitin
— Spiegel, wenn das Screening sehr froh abgenommen wurde, auch falsch
normal sein. Aus diesem Grunde empfehlen einige Autoren, das Screening
erst nach der ersten Lebenswoche abzunehmen oder gegebenenfalls zu
wiederholen. Zudem wurden einige Neugeborene identifiziert, die initial einen
extrem niedrigen Carnitin — Spiegel aufwiesen, deren Carnitin-Spiegel aber

auffallend rasch nach der Substitution von Carnitin anstieg. Diese Patienten
13
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hatten keinen primdren Carnitin - Mangel, sondern einen maternal
erworbenen  Carnitin-Mangel; die  MoOtter  dieser Kinder  waren
asymptomatisch. Das bedeutet, dass ein niedriger Carnitin — Spiegel der
Neugeborenen den primdren Carnitin — Mangel der MUtter demaskieren
kann. [19, 31]

1.4 Fragestellung

Die nachfolgenden Fragestellungen sollen in dieser Untersuchung bearbeitet
werden

1. Inzidenz des im Neugeborenen - Screening detekfierten Carnitin -
Transporter — Defektes in Hessen

2.  Qualitatskriterien  (Sensitivitat, Sperzifitdt, positiver  Vorhersagewert,
Recallrate) des hessischen Neugeborenen - Screening auf OCTN2-Defizienz

3. vergleichende Mutationsanalyse bei Kindern mit OCTN2 — Defizienz, die im
Neugeborenen - Screening aufgefallen sind, und Kindern, die aufgrund des
primdren Carnitin — Mangels klinisch symptomatisch geworden sind.

4. das Mutationsspekirum bei MuUttern mit OCTN2-Defizienz, die im Rahmen

des NG-Screenings ihrer Kinder detektiert wurden.
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2 Material und Methoden

2.1 Untersuchte Population

2.1.1 Neugeborenen - Screening

In die Studie aufgenommen wurden alle Neugeborenen in Hessen, die im
Zeifraum vom 1.7.2005 bis zum 30.6.2009 am hessischen Neugeborenen —
Screening in Erweiterung der  Richtlinie der Interdisziplindren
Screeningkommission der Deutschen Gesellschaft fUr Kinderheilkunde und
Jugendmedizin teilnahmen. Die Teilnahmequote betrug > 99,5 % daller in
Hessen geborenen Neugeborenen im Zeitraum 1.7.2005 - 31.12.2006.
Aufgrund der rechtlichen Verpflichtungen aller geburtshilflichen Einrichtungen
und in der Geburtshilfe Tatigen in Hessen, das Neugeborenen — Screening am
Screeningzentrum Hessen vornehmen zu lassen, lag die Teilnahmequote ab
dem 1.1.2007 bei > 99,9 %. Den Neugeborenen wurde frUhestens im Alter von
36 Stunden Blut enthommen. Die Blutenthahme erfolgte entweder als
Kapillarblutentnahme aus der Ferse, oder falls noch andere Blutenthahmen
notig waren, vends. Das enthommene Blut wurde auf Filterpapierkarten
getropft.

Die Referenzwerte fur freies Carnitin wurden mit der gleichen Methodik an
einer Referenzpopulation von 20.000 reifen Neugeborenen im Zeitraum 1.1. —
1.7.2005 bestimmt.

Bei Unterschreiten eines Grenzwertes (cut-off) von - 3,0 SD (8.8 umol/l;
entspricht der 0,1%-Perzentile) fUr freies Carnitin wurde sofort eine Kontrollkarte
angefordert und untersucht.

Bei Unterschreiten eines Grenzwertes von -3,5 SD (4,8 umol/l; entspricht der
0,025 % - Perzentile) wurden die Kinder sofort kinderdrztlich untersucht; nach
Abnahme einer Konfrollkarte wurde sofort eine Carnitin-Supplementierung mit
100 mg/kg/Tag begonnen. Die obligate Konfirmationsdiagnostik umfasste die

Bestimmung von freiem Carnitin und Acyl — Carnitin im Plasma mittels Radio —
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Enzym - Assay (Routine-Diagnostik im Stoffwechsellabor am Zentrum for
Kinderheilkunde und Jugendmedizin) und die Mutationsanalyse im SLC22A5-
Gen und, wenn eine zeitgleiche Urinprobe verfugbar war, wurde im gleichen
Labor auch die fraktionelle tubuldre RUckresorption von freiem Carnitin (FTRrc)

bestimmt.

2.1.2 symptomatische Patienten mit OCTN2-Defizienz

Hier wurde bei Patienten, die im Rahmen der Diagnostik bei v.a. dilatativer
Kardiomyopathie untersucht wurden, als Ursache der Herzmuskelschwdche
ein primdarer Carnitin — Mangel diagnostiziert.

Auch hier umfasste die Diagnostik die Bestimmung von freiem Carnitin und
Acyl — Carnitin im Plasma mittels Radio — Enzym — Assay (Routinediagnostik im
Stoffwechsellabor am Zentrum fUr Kinderheilkunde und Jugendmedizin), eine
Mutationsanalyse im SLC22A5-Gen und, wenn gleichzeitig eine Urinprobe
verfUgbar war, die Bestimmung der fraktionellen tubuldren RUckresorption von
freiem Carnitin (FTRrc) im selben Labor. Die Patientenproben wurden uns
freundlicher Weise auch von den Universitatskinderkliniken Wien und Freiburg

zur Analyse Uberlassen.

2.1.3 MUtter mit OCTN2-Defizienz

Hier sind Neugeborene im NG — Screening mit erniedrigtem Carnitinspiegeln
aufgefallen, bei denen in der weiteren Diagnostik eine heterozygote Mutation
im SLC22A5-Gen diagnostiziert wurde. Bei den Familienmitgliedern wurde
ebenfalls eine Bestimmung von freiem Carnitin und Acyl — Carnitin im Plasma
mittels Radio — Enzym — Assay (Routinediagnostik im Stoffwechsellabor am
Zentrum fUr Kinderheilkunde und Jugendmedizin), eine Mutationsanalyse im
SLC22A5-Gen und, wenn gleichzeitig eine Urinprobe verfUgbar war, eine
Bestimmung der fraktionellen tubuldren RUckresorption von freiem Carnitin
(FTRrc) im selben Labor. Diese MUtter waren alle asymptomatisch. Hier wurden

uns Patientenproben aus dem Dr. von Haunerschen Kinderspital MUnchen,
16
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den Universitatskinderkliniken Hamburg — Eppendorf und Erlangen, sowie von
Dr. Heinrich Wiggermann, Facharzt fOr Kinderheilkunde in Schwerte

zugesandt.

2.2 Aufarbeitung der Trockenblutkarte

Aus den Trockenblutkarten wurde zundchst ein 3,2mm groBer Stanzling aus
einem Trockenblutkreis herausgeldst und in eine Vertiefung einer MTPF —
Platte gesetzt. AnschlieBend werden 150ul Interne — Standard — Arbeitslésung
in jede Vertiefung mit Stanzling pipettiert und fir 20 Minuten auf einem
Schuttler bei ?200rpm bei Raumtemperatur extrahiert und im Anschluss fur 3
Minuten bei 1640 RFC zenftrifugiert. Danach werden die Proben fUr 22 Minuten
auf dem Warmeblock getfrocknet.

Der ndchste Arbeitsschritt ist die Butylierung des Extraktes. Hierzu werden 60yl
butanolische Salzsdure (BuO-Cl) hinzu pipettiert, fur 2 Minuten auf dem
Schuttler bei 200rpm vermischt und anschlieBend fur 13-14 Minuten bei 65°C
im Warmeschrank inkubiert. Danach werden die Proben fur 30 Minuten auf
dem Wdarmeblock eingedampft. Zuletzt werden die Proben fUr 5 Minuten
abgekUhlt und kénnen dann direkt fUr die Tandem — Massenspektrometrie

vorbereitet oder im KUhlschrank gelagert werden.

2.3 Tandem-Massenspekirometrie

Das Prinzip der klassischen Massenspektrometrie besteht darin, dass Teilchen
in einem Hochfrequenzfeld gemdB inrer Masse aufgetrennt werden kénnen.
Ein Problem dabei besteht aber darin, dass auch chemisch unterschiedliche
Stoffe, die eine gleiche Massenzahl besitzen, simultan detektiert werden und
ein gemeinsames Signal ergeben. Dieses Problem wurde mittels
Hintereinanderschalten zweier Massenspektrometer (Tandem -
Massenspekirometrie) geldst. Hierbei werden im Vakuum lonen in einem
ersten Massenspekirometer in einem Hochfrequenzfeld massenabhdngig in
Schwingung versetzt. In Abh&ngigkeit von der angelegten Spannung kénnen
nur lonen einer Masse das Feld passieren. AnschlieBend werden die

vorselektierten Teilchen in einer Kollisionszelle mit einem inerten Gas, z.B.
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Argon, in Verbindung gebracht, wo sie in spezifische BruchstUcke zerfallen.
[27] Aminosduren spalten dabei immer ein neutrales Teilchen bei 102 Dalton
ab, wdahrend Acylcarnitine den Fettsdurerest und die quarterndre
Ammoniumgruppe abgespalten und ein gemeinsames Fragment — lon liefern,

das mit der Masse 85 Dalton detektiert wird. [5, 27]

Aminosduren
freies Carnitin
Acylcarnitine

l Butanol

Butylester [ l l

lh |.I”.l "

m/z
MS 1 Kollisionszelle MS 2 E

.y T T =
oy . s - =l

Detektor

Ionenquelle

Aminosdure-Butylester - Neutralteilchenverlust (102 Da)
Carnitin-Butylester - gemeinsames Fragment-lon (m/z 85)

Abb4: schematische Darstellung der Funktionsweise der Tandem -

Massenspekirometrie [27]

2.4 Mutationsanalyse

2.4.1 Gewinnung genomischer DNA

Zur Gewinnung der genomischen DNA verwendeten wir das Qiamp DNA mini
Kit® und EDTA Blut. Der erste Schritt war der sogenannte Proteaseverdau, bei
dem 200ul Patientenblut mit Proteinase K in ein 1,6ml EppendorfgefdB
pipettiert und anschlieBend mit 200ul AL — Puffer versetzt (Lysepuffer) wurden.
Diese Loésung wurde mit dem TischrUhrer vermischt und dann fOr 10 Minuten
bei 56°C inkubiert.

AnschlieBend wurde diese Losung mit 200ul 100%igem Ethanol versetzt und
erneut gemischt. Das gesamte Gemisch wurde nun in eine sterile 2ml SGule
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pipettiert und 1 Minute bei 8 000rpm zentrifugiert. Danach wurde die Sdule in
ein offenes 1,6ml GefdB gesetzt und 500ul AW 1 Puffer hinzu gegeben um das
Ganze erneut fur 1 Minute bei 8 000rom zu zentrifugieren. AnschlieBend wurde
die Sdule in ein sauberes 1,5ml GefdB gesetzt und mit dem 2. Waschpuffer,
AW 2 Puffer, versetzt und fUr 3 Minuten bei 14 000rpm zentrifugiert. Die S&ule
wurde nun in ein steriles 1,5ml EppendorfgefdB gesetzt mit 125ul Wasser
versetzt und die Losung fUr 5 Minuten bei Raumluft inkubiert. AnschlieBend
erfolgte eine abschlieBende Zentrifugation bei 8 000rpm fUr 1 Minute. Danach
konnte aus dem EppendorfgefdB die DNA enthommen und die Konzentration

spektralfotometrisch gemessen werden.

2.4.2 Messung der DNA — Ausbeute

Um fUr die Weiterverarbeitung der DNA eine einheitliche Konzentration zu
haben wurde die Ausbeute an DNA spektralphotometrisch gemessen. Dazu
wurde in einem Aliquot von 100ul, bestehend aus 5ul DNA — Lésung und 954l
Wasser, bei 260 nm die Menge an Nukleinsduren gemessen. Die optische
Dichte bei 280 nm entsprach der Menge an Proteinen, der Wert bei 320 nm
diente als Hintergrundkorrektur. Das Verhdltnis von OD 260/OD 20 ist ein MaB fir

die Reinheit der DNA und sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.
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Nach Anwendung folgender Formel erhielt man die Konzentration der DNA:
DNA Konzentration (ng/ul) = OD 260 x 0,05 x 40

OD = optische Dichte bei 260 nm

* VerdUnnungfaktor

Unsere Ziel-Konzentration betrug 50ng/ul. Eine Verdinnung der z.T. hdher

konzentrierten DNA — Losung erfolgte mit Tris — Puffer nach der Formel:

((OD+50) -1) x V bna= V Tispuffer
V = Volumen

Aufbewahrt wurden die DNA Proben bei einer Temperatur von 4° C.
2.4.3 Die Polymerase — Ketten — Reaktion (PCR)

Die PCR ist ein Verfahren zur exponentiellen Vervielfaltigung von definierten
DNA -Sequenzen und wurde maBgeblich von Mullis und Faloona 1987
entwickelt. Es  besteht aus drei Reaktionsschritten, die  alle
temperaturabhdngig sind und zyklisch wiederholt werden. Katalysiert wird
diese Reaktion von einer hitzestabilen DNA-Polymerase.

Der erste Schritt ist die Denaturierung der doppelstrdngigen DNA bei 94°C.
Danach erfolgt das Anlagern von Oligonucleotfiden (Primer; forward und
reverse) an die einzelstrdngige DNA, das so genannte Annealing. Die
Annealingtemperatur hdngt von der Ldnge und dem Gehalt an
Guanin/Cytosin der Primer ab und liegt meist zwischen 50 und 70°C. Es
werden Ublicherweise Primer mit einer Ldnge von 20-30 Nukleotiden
verwendet. Nach der Anlagerung des Primers produziert die DNA-Polymerase
einen neuen komplementdren Strang zur urspringlichen DNA - Matrize
(Template). Dieser Schritt wird Elongation genannt. Nun kann die Reaktion
von neuem beginnen. Die neu synthetisierten DNA - Strdnge dienen nun

ebenfalls als Template, so dass die Vervielfdltigung zundchst exponentiell
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stattfindet. Mit zunehmender Zykluszahl kommt es jedoch zu einem
Wirkungsverlust der Polymerase, durch zunehmende Anhdufung des PCR —
Produktes z. T. zu Rehybridisierungen und zum Zerfall der Nukleotide und somit
kaum noch zur Vervielfdltigung der Template — DNA, es wird eine

Plateauphase erreicht. [23]

Zum Nachweis der Amplfikation verwendeten wir die Gelelektrophorese, mit
der Nukleinsduren, Proteine und andere geladene Teilchen aufgetrennt
werden kénnen. Da die DNA negativ geladen ist wandert diese in einem
Spannungsfeld zum positiven Pol. Dabei ist die Wanderungsgeschwindigkeit
von der Lange der NukleinsGureketten, der GroBe der Poren und von der
angelegten Spannung abhdngig, d. h. kleine Ketten wandern in der gleichen
Leiteinheit schneller, weswegen sich die langsten DNA — Fragmente im Tell
nahe der negativen Elektrode des Gels befinden.

Die Gele stellten wir mit 1,5g Agarose mit 100ml TAE Puffer her. Die Geltaschen
wurden jeweils mit Aliquots aus je 5ul PCR Produkt, 3ul BlueRun und 5ul Wasser
beladen. Als Bandenmarker verwendeten wir DNA Molecular Weight Marker
XllI; 50 base pair ladder der Firma Roche. Die Gele wurden nach dem Lauf in
einem Ethidiumbromidwasserbad for 10 Minuten gefarbt. Aufgrund von
Interaktionen lagert sich Ethidiumbromid zwischen benachbarte Purin- und
Pyrimidinbasen an. Unter ultraviolettem Licht fluoresziert dieser Farbstoff blau —
violett. Die Signalstarke ist proportional zur DNA — Menge. Die Ergebnisse

wurden auf Fotopapier dokumentiert.
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2.4.4 Praktische DurchfUhrung der PCR

FUr jedes Exon wurde zun&chst ein PCR Mastermix in einem separaten Raum
um Kontaminationen zu vermeiden angesetzt und auf die einzelnen GefdBe

verteilt. Dieser bestand aus:

5,0 ul PCR-Puffer
4,0 yl ANTP's (10 mM)
1,0 pl Primer-up (20 uM)
1,0 I Primer-do (20 uM)
0,5 ul Tag-Gold (2,5 Units) (fGr Promotor 207, Exon 1
und 10 Hot Star Tag (5 Units)
1,0 ul DNA (50ng)
37,5 pl H20
ad 50,0 ul

Die DNA wurde dann im Labor in die einzelnen Cups hinzugefugt.
Das Programm fUr die einzelnen PCRs unterscheidet sich nur in der

Annealingtemperatur (Ta).

10 min. 94°C
30 sec. 94°C
60 sec. Ta°C
120 sec. 72°C + 3 sec./Cycl.
10 min 72°C
35 Zyklen
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Primer Annealingtemperatur (Ta)
5'UTR-Fneu/5'UTR-Rneu 60°C
OC21F2neuA-F/OC21R1(Ex1) 60°C
OC22F3/OC22R1(EX2) 57°C
OC234F2/OC23R3(Ex3) 55°C
OC24F3neu/OC24R1 (Ex4) 60°C
OC25F3neu/OC25R1 (Ex)) 65°C
OC26F2/OC26R1(Ex$) 55°C
OC27F3neu/OC27R1 (Ex7neu) 57°C
OC28F2/OC28R1(Ex8) 55°C
OC29F1/OC28R2(EX9) 50°C
OC210F3/OC210R1 (Ex10) 52°C

Tabelle 3: Annealingtemperaturen der jeweiligen Primer. Im Anhang sind die

Primer-Sequenzen tabellarisch aufgelistet.
2.4.5 Reinigung des PCR Produktes

Vor der Sequenzierung wurde das PCR — Produkt zun&chst mit dem QIAquick
PCR Purification Kit® der Firma QIAGEN von Primern, Nucleotiden,
Polymerasen und Salzen gereinigt. Hierzu wurde das PCR Produkt mit dem
Sfachen Volumen PB Puffer (Bindungspuffer) in ein 2ml GefdB vermischt und
anschlieBend in eine 2ml Sdule pipettiert und bei 13000rpm fUr eine Minute
zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde verworfen, die SGule wieder in das Gefal
gesetzt und Uber die Saule 740ul PE Puffer (Waschpuffer) gegeben. Dieses
Gemisch wurde erneut bei 13000rpm fUr eine Minute zentrifugiert und das
ZLentrifugat wieder verworfen. Danach erfolgte eine weite Zentrifugation bei
13000rpm fUr eine Minute.

Nun wurde die Sdule in ein 1,6ml Cup gesetzt und die DNA mit 50ul Wasser
eluiert. Das Cup wurde ein letztes Mal bei 13000rpm fUr eine Minute
zentrifugiert. Im Zentrifugat befand sich nun das gereinigte PCR Produkt. Die

DNA —Konzentration wurde erneut spektralfotometrisch gemessen.
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2.4.6 Sequenzierung

Im letzten Schritt der Mutationsanalyse wurde nun die Sequenz eines
Genabschnittes kenntlich gemacht. Dazu wurde zundchst eine Art PCR
jedoch nur mit einem Primer (lineare Amplifizierung) und unter Zugabe von
fluoreszenzmarkierten Didesoxy-Nukleotiden gestartet.

Dazu wurde eine PCR Mastermix fUr jeden Primer angesetzt, der sich wie folgt

zusammen setzte:

4ul  Big Dye Terminator - Premix v. 3.1
2,0ul Sequencing-buffer

Tl Primer (5 uM)

25ng Template (fur OC24R1 50ng)

xul Wasser ad 20ul Gesamtmenge

Das Programm der PCRs wunterschied sich auch hier in den

Annealingtemperaturen der Primer.

10 sec. 96°C
5 sec. Ta°C
4 min. 60°C
unendl. 4°C
25 Zyklen
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Primer Tq forward Ta reverse
5'UTR-Fneu/5'UTR-Rneu 55°C 60°C
OC21F2neuA-F/OC21R1(Ex1) | 60°C 60°C
OC22F3/OC22R1(EX2) 55°C 50°C
OC234F2/OC23R3(Ex3) 55°C 55°C
OC24F3neu/OC24R1 (Ex4) 50°C 58°C
OC25F3neu/OC25R1 (Ex)) 60°C 58°C
OC26F2/OC26R1(Ex$) 55°C 55°C
OC27F3neu/OC27R1(Ex7neu) | 55°C 55°C
OC28F2/OC28R1(Ex8) 50°C 50°C
OC29F1/OC28R2(EX9) 55°C 50°C
OC210F3/OC210R1(EX10) 50°C 50°C

Tabelle 4. Annealingtemperaturen der Primer bei der Sequenzierung

Im Anschluss daran wird, um die NucleinsGuren aufzureinigen, eine
Ethanolfdllung durchgefuhrt. Daozu werden das Produkt aus der
Sequenzierungs — PCR, 3M  Natriumacetat und 100%iges Ethanol for 10
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend fir 20 Minuten bei
14000rpm zenftrifugiert. Danach wird der EthanolUberstand abpipettiert. Auf
das Pellet wird dann erneut mit 70%igem Ethanol pipettiert und bei 14000rpm
for weitere 20 Minuten zentrifugiert und dann der EthanolUberstand
abpipettiert. Um kleinste Reste von Ethanol zu verdampfen, wurde danach
das Pellet 8 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet. AbschlieBend wird das
Pellet in Formamid geldst und wird dann im 16-Kapillar-Sequenzer (ABI 7700)
analysiert.

Die nachgewiesenen Sequenzvariationen wurden, sofern nicht bereits
beschrieben, mit den beiden computerbasierten Algorithmen Polyphen und
SIFT hinsichtlich ihrer moéglichen Pathogenitat Uberprift. Eine Mutation, die zu
einer VerkUrzung der Proteinsequenz fUhrt (nonsense-Mutation, Verschiebung

des Leserasters oder abnormales splicing), wurde als krankheitsausldsend
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eingestuft. Die Mutationen wurden mit der Human Gene Mutation Database
(vgl. Seite E 1638) und der Datenbank des ARUP Labors verglichen

(http://www.aruplab.com/Research&Development/research_main.jsp)  Die

strukturellen und funktfionellen Domd&nen des OCTN2-Proteins wurden anhand

der Informationen der Universal Protein Resource (http://www.uniprot.org)

eruviert.

2.5 Berechnungen

Die labortechnischen Qualitatskriterien des NG-Screenings wurden nach
folgenden Formeln berechnet (vgl. Tabelle 7):

Sensitivitat: A/ (A +C)

Spezifitat: D/ (B + D)

positiv pradiktiver Wert (PPW): A / (A + B)

»~wahrer Wert*
Krank Gesund
Testergebnis Positiv A B
Negativ C D
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Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Tandem-Massenspekirometrie

Wie im vorigen Kapitel erlGutert, spaltet die Massenspekirometrie die
Inhaltsstoffe der Prolbe nach inrer Masse auf. Von besonderem Interesse ist

hier das freie Carnitin mit der m/z 218.

Nachfolgend zeigt die Abbildung ein Massenspektrogramm mit einer

normalen Konzentration von freiem Carnitin im Blut.
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Abb. 5: Normales Massenspektrogramm. Freies Carnitin (C0) ist mit m/z von

218 in normaler Konzentration nachweisbar (23,0 umol/l).
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In der folgenden Abbildung zeit sich ein Massenspektrogramm bei der die
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Konzentration von freiem Carnitin im Blut erniedrigt ist.
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Abb. 6: Massenspektrogramm bei OCTN2-Defizienz: Freies Carnitin (CO) ist mit

m/z von 218 in stark erniedrigter Konzentration nachweisbar (2,40 umol/l).
3.1.1 Inzidenz der OCTNZ2 — Defizienz in Hessen

In dem Zeitraum der Untersuchung wurden in Hessen durch das
Neugeborenen — Screening 3 an einer OCTN2-Defizienz Erkrankte auf 211.766
Neugeborene detektiert. Dies entspricht einer Inzidenz von 1:70.589.

Direkte Nachfrage in den entsprechenden Institutionen
(Stoffwechselambulanzen und kinderkardiologische Ambulanzen der
Universitatskinderkliniken Frankfurt, GieBen und Marburg sowie der Kinderklinik
Kassel) ergaben keine Hinweise auf weitere Kinder mit einer OCTN2-Defizienz ,
deren Trockenblutkarte im Zeitraum dieser Studie untersucht worden war.

Deshalb wird die Zahl der falsch-negativen Ergebnisse mit n=0 angesetzt.
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Patient 1 2 3
SSW (Wo) 39 39 39
Alter (d) 2 2 2
Geschlecht (m/w) m W W
CO(umol/l) (cut off: 8,8umol/l) 6,2 2,3 4,0
[CO+C2+C3+C16+C18+C18:1] 24,4 16,2 17,5
[CO+C2+C3+C16+C18+C18:1] / Citrullin* (cut off: 3) |2,9 1,46 1,96

Tabelle 5: Angaben zu den Kindern mit OCTN2-Defizienz, die im

Neugeborenen — Screening detektiert wurden

3.1.2 Qualitatskriterien

Bei alleiniger Verwendung von freiem Carnitin (CO) als Ziel-Parameter wurden
233 Kontrollkarten nach dem Erst-Screening angefordert. Dies entsprach einer
Recall-Rate von 0,11 %. Der positiv pradiktive Wert (PPW) betrug lediglich
1,2%.

OCITN 2-Defizienz
Krank Gesund
Testergebnis Positiv (233) A (3) B (230)
Negativ (211.533) | C (0) D (211.533)

Die Recadllraten und Qualitatsparameter in der untersuchten Population
wurden nachtraglich mit dem zusatzlich zu erfillenden Grenzwert
Verhdltniswert [CO+C2+C3+C16+C18+C18:1] / Citrullin < 3,0 nachberechnet.
Dieser zusatzliche Grenzwert wird vom TMS-Screening-Netzwerk ,,Regions for
Genetics" (http://region4genetics.org/) empfohlen, dem das
Screeningzentrum Hessen seit 2008 angehort. Die Hinzunahme dieses

Parameters verbessert die Aussagefdhigkeit des Testverfahrens sehr deutlich.
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Die Zahl der hypothetischen Kontrollkarten betrug 44 Karten. Insbesondere der

positiv pradiktive Wert stieg deutlich an.

Grenzwert Parameter Recall | Sensifivitat | Spezifitadt | PPW
-Rate | (A/(A+C) |D/(B+D) | A/(A +B)

C0<-3,0 SD (P99.9) 0,11% | 100% 99.88% 1,2%

C0<-3,0 SD (P99.,9) und 0,02% | 100% 99.98% 6,8%

[CO+C2+C3+C16+C18:1]/Citrullin
<3.0

Tabelle 6: Qualitatskriterien des hessischen Neugeborenenscreenings in Bezug

auf den OCTN2-Mangel
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1.1 3.2 Ergebnisse der Mutationsanalyse

3.2.1. Exon-Amplifikation des SLC22A5 (OCTN2) — Gens

Die Fotografie (Abb. 7) zeigt die exon-spezifischen PCR - Produkte nach

Durchlaufen der Agarosegelelekirophorese sowie den DNA Langenstandard

Pram-207 Ex2 Ex 4

Ex 1 Ex3 Ex%

1642

750
5000
250

1642

a0
s00°
250

a0

Ex B Ex8 Ex 10
Exd Ex9

Abb. 7 Exon-spezifische PCR - Produkte mit dem DNA Langenstandard

Die nachfolgenden Abbildungen zeigen beispielhaft Mutationen, die in
unserem Patientenkollektiv durch die Sequenzierung diagnostiziert werden
konnten. Dabei fand sich die Mutation p.P446S auf dem Exon 1 sowohl bei
Neugeborenen, die im Neugeborenen — Screening detektiert wurden, als
auch bei MUttern, die durch das Neugeborenen — Screening ihrer Kinder

detektiert wurden.
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Exon 1, Wildtyp

LALLM TN
.................................................................................... -

-

| ﬂ|

Exon 1,codon 46, c.136C>T (p.P46S)

Abb. 8: Wildtyp-Sequenz und heterozygote Mutation ¢.136C>T in Exon 1
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Die Mutation p.R282X auf dem Exon 5 fand sich sowohl bei Neugeborenen,
die im Neugeborenen - Screening detektiert wurden, als auch bei Patienten,

die symptomatisch an einer OCTN2 — Defizienz erkrankten.

Exon 5, Wildtyp
l

L L B 880 L
CATCCCTOAGTCCCCCCOATOOCTCATCTCTCADOOG ACGAT

o VJ AMBA M v\]\

CATCECCTO AGTCCCCCCOANGOCTCATCT CTCAG GG ACOAT

A W Ik

Exon 5, codon 282, ¢.844T>C (p.R282X)

Abb. 9: Wildtyp-Sequenz und heterozygote Mutation ¢.844T7>C in Exon 5
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3.2.2 Neugeborene mit OCTN2-Defizienz

Die Tabelle 8 fasst die Ergebnisse der Mutationsanalyse des SLC22A5-Gens

und der biochemischen Analytik bei Neugeborenen mit genetisch gesicherter

OCTN2-Defizienz zusammen. Alle im Neugeborenen — Screening erkannten

Patienten werden mit L-Carnitin behandelt (100 — 260 mg/kg/d) und zeigten

bisher keine klinische Manifestation. Echokardiographische

Verlaufsuntersuchungen zeigen keine Auffdlligkeiten.

Die Normwerte fUr freies Carnitin, Gesamt Carnitin und die fraktionelle

tubuldre RUckresorption von freiem Carnitin werden in der nachfolgenden

Tabelle dargestellt.

Alter Freies Carnitin Gesamt Carnitin Fraktionelle Tubulare
(MMol/l) (MMol/l) RUckresorption (FTR rc) (%)
1.Tag 36,4+10,8 20,1+ 6,7 >75
(23,3 - 67.9) (11,5-36.0)
2-7 Tage 25,2+ 4,1 14,3+3,0 >75
(17,4 - 40,6) (10,1 -21,0)
8-28 Tage 36,7+10,5 27,6 £9,7 >75
(18,5 -58.7) (12,3 - 46,2)
29 Tage - 47,6 +7,7 355+6,5 > 85
1 Jahr (38,1 - 68.0) (26,9 - 49.,0)
1-6 Jahre 54,4+9,9 41,779 > 95
(36,6 - 83,6) (24,3 - 62,5)
6-10 Jahre |562+11,4 41,4+10,0 > 95
(27,8 - 82,9) (21,7 - 66.,4)
10-17 53,4%9,5 39,487 > 95
Jahre (33,7-77,0) (21,6 - 64,5)
Erwachsene | 54,0+ 12,6 39.1+£8,6 > 95
(33,8 -77.5) (25,4 - 54,1)

Tabelle 7: Normwerte fUr freies Carnitin, Gesamt — Carnitin, FTRrc
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Ergebnisse

3.2.3 Selektive Patienten mit OCTN2-Defizienz

Die nachfolgende Tabelle stellt die Ergebnisse der Mutationsanalyse des
SLC22A5-Gens und der biochemischen Analytik bei Patienten mit genetisch
gesicherter OCTN2-Defizienz dar.
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Ergebnisse

3.2.4 MUtter mit OCTNZ2 — Defizienz

Die nachfolgende Tabelle fasst die Ergebnisse der Mutationsanalyse des
SLC22A5-Gens und der biochemischen Analytik bei MUttern mit genetisch
gesicherter OCTN2 — Defizienz zusammen, die durch das Neugeborenen -

Screening ihrer Kinder detektiert wurden.
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In der nachfolgenden Abbildung sind alle bisher bekannten Mutationen im
OCTN2 Rezeptor graphisch dargestellt. Alle Mutationen, die im Rahmen dieser

Arbeit neu gefunden wurden, sind rot in der Abbildung dargestellt.

Extracellular
N57Q.
p.vn(." 2
3 | N133Q
[—5 PWIFIX
D487N
N91Q : p.Gas4y l
& sich A 1372A 1824 .,.{ H
POR00000 00000000 99 4; ,., op Pe00e
‘; I‘u ul«r 1>l IE!;,;;: | , ?““ IH“
LI l"'d.‘; o 5| i [ 5 ‘13"453' WAL
JEZ - AP
ooodooéé o o 790000800,

{3450 ya49F S30v
452K

V295D | [A301D)
R298Q
Eingerahmte Mutationen haben <= 10% normale Transportaktivitat
*Mutationen haben 10-20% der normalen Transportaktivitat

Cytoplasm Alle rot dargesteliten sind in dieser Arbeit neu beschriebene Mutationen

Alle anderem haben > 20% der normalen Transportaktivitat

Abb. 10: Graphische Darstellung der transmembrandren Domdnen des

OTCN2 Rezeptors und bisher gefundene Mutationen
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4.1 Diskussion der Ergebnisse

4.1.1 Ergebnisse aus dem Neugeborenen — Screening

Eine Zielstellung dieser Arbeit ist es, eine Inzidenz des Carnitin Transporter —
Defektes fUr Hessen zu beschreiben. Von 211.766 Neugeborenen wurden 3
Neugeborene durch das Neugeborenen - Screening detektiert.  Das
entspricht einer Inzidenz von 1: 70.589. Unsere Ergebnisse decken sich damit in
etwa mit der in der Literatur beschriebenen Inzidenz von 1:37.000-1:100.000
[10, 42]. Diese Haufigkeit entspricht dem Vorkommen anderer
Stoffwechselerkrankungen, wie beispielsweise der klassischen Galaktosamie,
die mit einer Inzidenz zwischen 1:30.000 bis 1:180.000 oder der
Ahornsiruperkrankung, die mit 1:100.000 bis 1:200.000, beschrieben werden.
[22, 32] Diese Erkrankungen sind bereits seit langem im Programm des
Neugeborenen — Screenings enthalten und erflllen mit ihrer Inzidenz das
Kriterium  der InterdisziplinGren  Screeningkommission der Deutschen
Gesellschaft fur Kinderheilkunde und Jugendmedizin, das ein ausreichend
haufiges Auftreten der Erkrankung in der Bevdlkerung fordert. FOr den
primdren Carnitinmangel stimmt diese Aussage allerdings nur bedingt, da der
Beobachtungszeitraum begrenzt ist und die Daten nicht ohne Weiteres auf
die Gesamtpopulation Ubertragbar sind.

Die Arbeitsgruppe von Liebl et al. [15] reihte die OCIN2-Defizienz zu
Erkrankungen ein, die nicht routinemdBig in das Neugeborenenscreening
integriert werden sollten, da es bei dieser Erkrankung eine mangelnde
Sensitivitadt und Sperzifitdt der Untersuchungsmethoden gabe.[17] Durch die
Hinzunahme des Verhdltnisses [CO+C2+C3+C16+C18+C18:1] / Citrullin < 3,0
wurde die Aussagefdhigkeit des Testverfahrens deutlich verbessert und somit
eine unndtige Verunsicherung bei Eltern durch eine falsch positive
Verdachtsdiagnose nahezu verhindert. Zudem werden die genannten

Acylcarnitine und Citrullin in  der Routineanwendung der Tandem -
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Massenspekirometrie im Neugeborenen-Screening bestimmt, sodass keine
Mehrkosten und auch kein zeitlicher Mehraufwand durch diese Erweiterung

resultieren.
4.1.2 Ergebnisse aus der Mutationsanalyse

In dieser Arbeit fanden wir eine Reihe unterschiedlicher Mutationen, die zum
groBen Teil bereits in der Literatur beschrieben wurden (sieche Kapitel 3.2.1.
und 3.2.2.)

In unserem Kollekfiv fand sich eine Mutation, die sowohl bei klinisch
unauffdlligen, als auch an Kardiomyopathie erkrankten Patienten vorhanden
(p.AF22) war. Es ist Spekulation, ob die zum Diagnosezeitpunkt unauffalligen
Individuen ohne Therapie mittels Carnitin-Substitution ebenfalls eine
Kardiomyopathie entwickelt hdatten. Sicher ist jedoch, dass das
Neugeborenenscreening mit Einsatz der Tandem- Massenspekirometrie eine
gute Methode ist, einen primdren Carnitinmangel aufzudecken. Damit kann
durch rechizeitige Carnitin - Substitution und gegebenenfalls strikte
Vermeidung von Fastenzeiten sowohl eine metabolische Manifestation als
auch die Entwicklung einer Kardiomyopathie verhindert werden und somit
eine potentiell tddliche Erkrankung therapiert werden.

Ahnliche Beobachtungen machten andere Arbeitsgruppen, die keinen
stringenten Zusammenhang zwischen Genotyp und Phdnotyp herstellen
konnten. [2, 12, 34, 39] Somit muUssen andere Faktoren wie beispielsweise
Fasten oder eine carnitinarme Erndhrung (Vegetarier), Infekfionen,
Medikation mit Verapamil, Chinidin oder Antibiotika wie Pivampicillin eine

Manifestation provozieren. [11, 12]

Bestandteil dieser Arbeit war die Mutationsanalyse von Muttern, deren Kinder
im Neugeborenenscreening mit erniedrigten Carnitinspiegeln auffielen. Bei
diesen wurde erst im Anschluss an das Neugeborenenscreening die Diagnose
eines klassischen primdren Carnitinmangels gestellt. Sie waren zum
Diagnosezeitpunkt klinisch nicht oder nur duBerst gering beeintrdchtigt. Aus

Erfahrungen, die unterdessen im Krankheitsverlauf von Erkrankungen der
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FettsGures-Oxidation vorliegen, weil man, dass diese bis dahin unauffalligen
Erwachsenen lebenslang ein Risikko fragen, eine lebensbedrohliche
Manifestation oder einen pldtzZlichen Tod zu erleiden. Deswegen ist eine
Carnitinsubstitution dringend erforderlich. Aus diesem Grund sollten bei
auffdllig niedrigen Carnitinspiegeln bei Neugeborenen, nicht nur bei diesen
die Diagnose UberprUft werden, sondern auch bei deren Muttern. [31, 37]

Mit dem Wissen, dass die primdre OCTN2-Defizienz eine seltene autosomal
rezessive Erkrankung ist und wir in der Studie Uber MUtter berichten, die nur
Uber das Neugeborenenscreening ihrer Kinder diagnostiziert wurden, sollte bei
der Betreuung von Familien mit erkrankten Kindern auch bedacht werden,
dass auch der Vater nicht nur Konduktor sein kann, sondern ebenfalls an
einem klassischen primdren Carnitinmangel erkrankt sein kann und ebenfalls
einer Therapie bedarf. Ebenso sollten die Geschwister untersucht werden,
insbesondere wenn diese dlter sind und nicht mit dem erweiterten
Neugeborenscreening untersucht wurden. [24, 34]

Interessant ist die Frage, ob es Mutationen im SLC22A5 - Gen gibt, die
regelhaft als krankheitsausldsend gelten. Mehrere Arbeitsgruppen haben
durch Messungen der Restaktivitdten des Carnitin Transportes im OCTN2
Rezeptor in mit entsprechenden Mutationen verdnderten CHO -Zellen
(Chinese Hamster Ovary) gezeigt, dass es Mutationen im OCTN2 Rezeptor
gibt, die den Carnitin Transport fast vollstadndig aufheben. Diese Mutationen
liegen zumeist in den fransmembrandren Domdanen, wie z.B. bei der nonsense
Mutation des p. R282X. Hier kommt es zu einer VerkUrzung des Transporters,
die dazu fUhrt, dass nicht 12, sondern nur 6 transmembrandre Domdanen
entstehen. Dies fUhrt zu einem deutlich ermiedrigten Carnitin Transport. [12, 41]
Diese Mutation wurde bei vielen klinisch auffdlligen Individuen mit primdrem
Carnitin — Mangel beschrieben. In unserem Kollektiv fanden wir die Mutation
in homozygoter Form bei einem Neugeborenen ohne Klinik (unter Substitution
seit den ersten Lebenswochen) und einem an einer Kardiomyopathie
erkrankten 2jahrigen Mdadchen, und in heterozygoter Form bei einem
ebenfalls an einer Kardiomyopathie erkrankten Jungen. Dieser Junge ist

compound heterozygot p.R282X/p.R169W, das heit auf jedem Allel liegt eine
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andere Mutation vor, die den Phdnotyp beeinflusst. Auch die zweite missense
Mutation (p.R169W) fUhrt zu einem nahezu vollstndigen Funktionsverlust des
Carnitintransporters. Allerdings fand sich diese Mutation in der Literatur sowohl
bei Patienten mit einer metabolischen als auch bei einer kardialen
Manifestation. In unserem Kollektiv fand sich diese Mutation nur bei Patienten
mit einer Kardiomyopathie, was allerdings darin mitbegrindet sein kénnte,
dass ein Schwerpunkt an unserer Klinik die Diagnostik und Therapie von
Patienten mit einer Kardiomyopathie darstellt.

Weitere Mutationen in fransmembrandren Domdanen in unserem Kollektiv sind
P.AF22, p.G33V, p.Y211C, p.T232M p.A257-262 und p.W351X. Darunter fanden
wir einige, die in der Literatur zuvor nicht beschrieben waren (p.W351X und
p.G33V). Bei nicht allen diesen Mutationen ist bekannt, wie groB die
Restfunktion des Carnitintfransporters ist.  Vergleicht man jedoch die
Mutationen  mit  direkt  benachbarten  Mutationen  (ebenfalls  in
tfransmembrandren Domdnen), zeigt sich bei p.F22D, p.N32S, p.N210S eine
deutliche Funktionseinschrinkung. Die Annahme, dass dies bei den neu
beschriebenen Mutationen ebenfalls so ist, liegt nahe, muUsste aber mit
weiteren Studien belegt werden.

Patfient Nr. 2 ist ebenfalls compound heterozygot fur p.R169W/p.Y211C, die
beide ebenfalls mit einer reduzierten Carnitintransportfunktion beschrieben
sind. Dieser Patient ist bisher nicht an einer Kardiomyopathie erkrankt, jedoch
gab es einen Todesfall mit Kardiomyopathie in der Familie, bei dem leider die

Diagnostik bezuglich eines primdren Carnitinmangels nicht bekannt ist.

Auch in unserer Arbeit sind Mutationen in allen Exons gefunden worden,
allerdings kénnen auch wir die Erkenntnisse anderer Arbeitsgruppen
bestatigen, dass die am haufigsten betroffene Region auf dem Exon 1 codiert
wird. Das Exon 1 beinhaltet Informationen fUr das N-terminale Ende, die erste
tfransmembrandre Domdne und den gréBten Teil der ersten extrazellulGren
Schleife (Abb. 4). In in vitro subzelluldren Lokalisationsstudien von Mutationen
fanden die Arbeitsgruppen Urban et al. [36] und Maekawa et.al. [21] heraus,

dass diese Region des OCTN2 eine wichtige Rolle in der Interaktion zwischen
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dem endoplasmatischen Retikulum und der Zellmembran spielt. Mutationen in
diesem Bereich kbnnen zu bedeutsamen Verdnderungen in der
Proteinstruktur fUhren, die die Lokalisation des OCTN2 Rezeptors verdndert.
[14]

Wie die in anderen Arbeiten beschriebenen MUtter, die durch das auffallige
Neugeborenenscreening ihrer Kinder auffielen, ist auch in unserer Arbeit die
Gruppe der Mutter mit OCTN2-Defizienz asymptomatisch. In unserem Kollektiv
waren alle MUtter compound heterozygot. Eine Mutter hatte auf einem Allel 2
Mutationen und eine weitere wurde auf dem anderen Allel nachgewiesen.
Uberdurchschnittlich h&ufig fand sich die Mutation p.P46S. Diese Mutation
fanden auch die Arbeitsgruppen von Schimmenti et al. [31Jund Li et al.[14]
bei asymptomatischen MUttern. In anderen Arbeiten wurde nachgewiesen,
dass gerade diese Mutation mit einer signifikanten Funktionseinschrénkung
des Rezeptors einhergeht. Lamhonwah et al.[12] konnten in ihrer Arbeit
zeigen, dass das Zusammenftreffen von einer missense Mutation mit einer
weiteren missense Mutation oder mit einer frameshift Mutation eine partielle
Verbesserung des Carnitin — Transportes bewirken kann. Dies kdnnte eine
ErklGrung dafir sein, weswegen die Mutter in unserer Studie asymptomatisch
sind. Zudem wird in vielen anderen Arbeiten immer wieder auf die Tatsache

hingewiesen, dass keine Korrelation zwischen Genotyp und Phanotyp besteht.

4.2 Limitationen

Die Nachbeobachtungszeit ist unter dem Gesichtspunkt falsch-negativer
Screening — Ergebnisse mdglicherweise noch zu kurz. In der Literatur finden
sich Hinweise, dass eine genetisch und biochemisch gesicherte OCTN2-
Defizienz erst im Alter > 5 Jahre symptomatisch werden. Deshalb kann die
angenommene Anzahl von 0 falsch-negativen Ergebnissen nur als vorldufig
eingestuft werden.

Die erhobenen Werte zur fraktionellen RUckresorption von FIRrc erlauben
keine verldsslichen Aussagen, wenn diese Untersuchung vor Etablierung einer

ausreichenden Carnitin — Substitution durchgefUhrt wird. Bei sehr niedrigem
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tubul@rem Carnitin  — Angebot bei ausgepragter Carnitin — Depletion
gewinnen unspezifische Transportprozesse eine relativ hdhere Rolle und fUhren
zu falsch — hohen FTR —Werten. Deshalb sollte diese Untersuchung nur unter
addquater Carnitin — Substitution durchgefUhrt werden. Zur biochemischen
Charakterisierung ist die Messung der OCTN2-Akfivitédt in  Fibroblasten

vorzuziehen.

4.3 Schlussfolgerungen

Das Neugeborenen - Screening fur den priméren Carnitin — Mangel (OCTN2-
Defizienz) ist bei Wahl entsprechender Parameter und cut-off-Werte moglich
und sinnvoll.

Sowohl Kinder und als auch MUtter mit OCTN2-Defizienz werden detekfiert
und kdnnen behandelt werden, was schwerwiegende Organschddigungen
verhindern kann.

Es finden sich partielle Uberschneidungen in den Mutationen zwischen neu
detektierten MUttern, Neugeborenen und symptomatischen Kindern.

Welche Faktoren im Einzelnen UOber einen symptomatischen oder
asymptomatischen Verlauf entscheiden sind weiterhin unbekannt. Es bedarf
weiterer Studien, um eine Risikoabschatzungen bezUglich der Schwere der

Erkrankung treffen zu kdnnen.
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5 Zusammenfassung

Der primdre Carnitinmangel (OMIM 212140) ist eine autosomal rezessive
Erkrankung der Fettsdure — Oxidation und durch Mutationen im SLC22A — Gen,
das fur den spezifischen Carnitin — Transporter (OCTN2) kodiert, verursacht.
Klinische Symptome sind hypoketotische Hypoglykdmie, hepatische
Encephalopathie, muskuldre Hypotonie, Kardiomyopathie und pldtzliche
Todesfdlle.

Das erweiterte Neugeborenenscreening mit Hilfe der Tandem-
Massenspekirometrie ermdglicht die simultane Detektion angeborener
Erkrankungen im Stoffwechsel von Aminosduren, organischen Sduren und
FettsGuren. In Ergdnzung der Kinderrichtlinie gehort der primdére Carnitin —
Mangel zu den Zielkrankheiten des Neugeborenen — Screenings in Hessen.
Die Inzidenz in unserer Studie betragt 1:70 589 und deckt sich mit der in der
Literatur angegebenen Inzidenz fUr den prim&ren Carnitin- Mangel. Es konnte
gezeigt werden, dass durch Hinzunahme des Verhdltniswertes
[CO+C2+C3+C16+C18+C18:1]/Citrullin < 3,0 die Aussagefdhigkeit des
Testverfahrens deutlich erhdht werden konnte und eine hohe Recall — Rate
gesenkt wurde. Deswegen ist die Tandem — Massenspekirometrie eine gute
Methode Patienten mit prim@rem Carnitin - Mangel im Neugeborenen —
Screening zu detektieren. Zudem kann Uber das Neugeborenen — Screening
auch ein maternaler Carnitin — Mangel aufgedeckt werden.

Ein weiterer Punkt dieser Arbeit ist die Mutationsanalyse von Kindern und
MUttern mit einer OCTN2-Defizienz, die Uber das Neugeborenen — Screening
aufgefallen sind und Kindern, bei denen im Rahmen weiterer Diagnostik eine
OCTN2-Defizienz auffiel. Wir fanden auch Mutationen, die bisher in der
Literatur nicht beschrieben wurden. Es finden sich partielle Uberschneidungen
in den Mutationen zwischen neu detektierten MUttern, Neugeborenen und

symptomatischen Kindern.

49



Zusammenfassung / Summary

Summary

Systemic primary carnitine deficiency (OMIM 212140) is an inborn defect in
the oxidation of fatty acids. It is caused by a mutation in the SLC22A — gene of
the specific carnitine tfransporter (OCTN2). The inheritance is autosomal
recessive. Clinical features are hypoketotic hypoglycemia, hepatic
encephalopathy, skeletal muscle weakness, cardiomyopathy and cases of
sudden death.

By expanded neonatal screening including tandem mass spectrometry
inborn errors of amino acid, organic acid and fatty acid metabolism can be
detected simultaneously. In addition to common german guideline of
neonatal screening, systemic primary carnitine deficiency is a target of
neonatal screening in Hesse.

In our study the incidence of the disease was 1:70 589 which is consistent with
the reported incidence for primary carnitine deficieny in literature. We were
able to demonstrate, that specifity and positive predictice value markedly
improved by adding the ratio [CO+C2+C3+C16+C18+C18:1]/Citrulin < 3,0 as a
disease marker , thus lowering the high number of recalls. So the neonatal
screening by tandem mass spectrometry is able to reliably detect patients
suffering from primary carnitine deficieny. Moreover, maternal carnitine
deficiency is detected as well.

Another point of this study is the analysis of mutations of children and mothers
with OCTN-2 deficiency detected in neonatal screening. We were able to
detect mutations that have not been described before. We found an overlap
in the mutations between newly detected mothers, affected newborns and

symptomatic children.
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é Abkurzungsverzeichnis

AC Acylcarnitin

ASA Argininsukzinatlyasemangel
BKT B-Ketothiolase-Mangel

BuO-ClI butanolische Salzsdure

CACT Carnitin-Acylcarnitin-Translocase
CblA B Methylmalonazidurie

CIT ZitrullinGmie

CK K(C)reatinkinase

CoA Coenzym A

Cub Karnitinaufnahmestérung

CPTI Carnitin-Palmitoyl-Transferase |
CPT I Carnitin-Palmitoyl-Transferase |I
CO freies Carnitin

C2 Acetylcarnitin

C3 Propionylcarnitin

Cl1é Palmitoylcarnitin

C18 Stearylcarnitin

C18:1 Oleylcarnitin

GA Glutarazidurie |

HCY Homozystinurie (aufgrund einer

Cystathionin-p-Synthase-Stérung)

HMG 3-Hydroxy-3-Methylglutarazidurie

HPA Hyperphenylalanindmie

IVA Isovalerianazidurie

LCHAD Long-Chain-L-3-Hydroxy-Acyl-CoA-
Dehydrogenase-Mangel

MCAD Medium-Chain-Acyl-CoA-
Dehydrogenase-Mangel

MSUD Ahornsirupkrankheit

MUT Methylmalonazidurie (Mutasemangel)
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MTPF Multiscreen Filtrationsplatte

PKU Phenylketonurie

PPW positiv pradiktiver Wert

PROP Propionazidurie

TFP Mangel des trifunktionellen Proteins

TYR I Tyrosindmie |

VLCAD Very-long-Chain-Acyl-CoA-
Dehydrogenase-Mangel

3 MCC 3-Methylcrotonyl-CoA-Karboxylase-
Mangel
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9 Anhang

9.1 Kommerziell erhaltliche Gerate und Arbeitsmaterialien

ABIPrism® 3100 Genetic Analyzer
ABIPrism® 7700 Sequence Detector

DistriMan (Pipettierhilfe)

Distri Tip Maxi (12,5 ml)

Elektrophoresekammern

Elektrophoresekammern

Glasmaterialien

(Messbecher, Glasbecher)

Heizblock

Mikrowelle

HPLC-Pumpe 1525

KUhlschrank Economic cooler

KUhlschrank

Profiline 7081555-00

Mikromass Quattro mikro

Multiscreen Filtrationsplatte

Solviniert 96 well

Applied Biosystems, UK
Applied Biosystems, UK

Abimed, Langenfeld

Gilson, USA

Keutz, Reiskirchen

Keutz, Reiskirchen

Schott, Mainz

Techne, UK

Severin, Sundern

Waters, USA

Bosch

Liebherr

APl Waters, USA

Millipore, Frankreich
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Nescofilm

PCR-Thermoycler

(GeneAmp PCR System 2400)

PCR-GefdaBe (0,2 ml)

Pipetten (verstellbar)

Pipettenspitzen

PP-Mikrotiterplatte 96 well

ReaktionsgefdBe (1,5 ml)

ReaktionsgefdBe (2,0 ml)

SchuUttler Titramax

Schallschutzhaube Vakuumpumpe
Sofortbildkamera Polaroid MP-4

Spannungsquelle

Spekiralphotometer

Stickstoff = Membran — Generator

NGM =11 -LC/MS

TischrUhrer (,,Vortexer”)

UV-Stratalinker

Roth, Karlsruhe

Perkin-Elmer, Uberlingen

Greiner, Frickenhausen

Abimed, Langenfeld

Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Heidolpf, Schwabach

Sonation GmbH, Biberach
Polaroid, USA

Biotec-Fischer, Reiskirchen

Pharmacia Biotech, USA

cmc Instruments, Eschborn

Janke und Kunkel, Staufen

Stratagene, Kanada
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Umluft Trockenschrank

Veriti ® 96 well thermal cycler

Waage

Wdarmeblock L 30

ZLentrifuge

Heraeus, Haonau

Applied Biosystems, UK

Scaltec, Heiligenstedt

Schrader, Ennigerloh

Hettich, Tuttlingen

9.2 Kommerziell erhaltliche Chemikalien

Acetylchlorid

Acetonitril (ACN) LiChrosolv

Agarose, universal

Ameisensaure p.A. 98-100%

Bromphenolblau

Butanol p.A.

DNA-Langenmarker XIil

dNTPs

EDTA

Eisessig

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Peqglab, Erlangen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

Sigma, MUnchen

Riedel des Haen, Seelze
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Ethanol Riedel de Haen, Seelze
Ethidiumbromid Qbiogen, Frankreich
Formamid Applied Biosystems, UK

Big Dye Terminator - Premix v. 3.1  Applied Biosystems, UK

Glycerin Sigma, MUnchen
LiChrosolv-Wasser Merck, Darmstadt

Milli-Q PF Plus Anlage Millipore, Frankreich
Methanol p.A. kein spezifischer Hersteller
Methanol LiChrosolv Merck, Darmstadt
Natriumacetat Merck, Darmstadt
PCR-Puffer (10x) Applied Biosystem, UK
QIAMP® DNA Mini Kit (250) Qiagen, DUsseldorf
QIAquick® PCR Purfication Kit Qiagen, DUsseldorf

Sequence Puffer (10x) mit EDTA Applied Biosystems, UK

SDS (Natfriumdodecylsulfat) Sigma, MUnchen

Tris-Puffer Roth, Karlsruhe

64



Anhang

9.3 Oligonukleotide

Name Sequenz bp | Richtung
5'UTR-F-neu TCAGGTGCACTCCCGGCCCG 20 Forward
5'UTR-R-neu AGGCAAGCCAGGCAGCAG 18 Reverse
OC21F2neuA-F CGCAACCITCCCTGGTICGT 19 Forward
OC21R1 AGCTCGGGITCAAGGACCGC 20 Reverse
OC22F3 CCTGACTAAGTIGAGITCACA 20 Forward
OC22R1 TCAAGGGCCAGGCACACGCT 20 Reverse
C234F2 "TTCACACCCACTTACTGGATGGAT 24 Forward
OC23R3 GAAAGGTAGGTGATGGGATG 20 Reverse
OC24F3neu AGCGCCATGAACTTAGAGAGAGTTC 25 Forward
OC24R1 CTGCCCTCTAGTGAAGGCCA 20 Reverse
OC25F3neu CAAGCTCTGGITCTGCAACCTTATIC 26 Forward
OC25R1 AGGGCTGGGTIGCTGCTGCTC 20 Reverse
OC26F2 TCTGACCACCICTTICTTCCCATAC 24 Forward
OC26R1 TAAACAAGAGGCCCAATGGC 20 Reverse
OC27F3neu TTGTACAGGITGGGAAAGATG 21 Forward
OC27R1 ATTGAGACAGCCTGGTAGAC 20 Reverse
OC28F2 TATGTTTGITITGCTCTCAATAGC 24 Forward
OC28R1 CAGCTCACATTCAAGCCAGT 20 Reverse
OC29F1 ATAAAGGGGTAGATGAGAGA 20 Forward
OC28R2 TCTGTGAGAGGGAGTITGCGAGTA 24 Reverse
OC210F3 CTTGTTTIGTITGGAGACTG 19 Forward
OC210RT CTGCACAAGCTGGCCATITC 20 Reverse
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9.4 Eigenhergestellte Losungen

Blaumarker:

Bromphenolblau 62,5 mg
Glycerin 28,7 ml

SDS 250,0 mg

Na2EDTA pH 8,0 (0,5 M) 5,0 ml

Destilliertes Wasser 16,3 ml

TAE- Puffer (50x), Ansatz fur 1,0 Liter:
Tris- Puffer 242,0 g

Eisessig 78,0 ml

EDTA pH 8,0 (0,5 M) 100,0 ml

Interner Standard Stammlbsung:

FUr den Ansatz der IS-Stammldsung werden jeweils 2 Flaschen Carnitin- bzw.
Aminosdure-Lyophilisat verwendet:

12ml MeOH (LiChrosolv) + 1 ml H20 zusammengeben davon je 1ml zu jeder IS
Carnitin-Lyophilisat-Flasche und zu jeder IS Aminosd@ure-Lyophilisat-Flasche
geben. Gut mischen und quantitativ UberfUhren

2x mit je Tml MeOH/H20 nachspulen

IS-Arbeitslésung:
300ul Stammldsung + 15 ml MeOH (LiChrosolv)
( EndverdUnnung 1:300 )

Ansatz BuO-CL:

920ml BUOH im KUhlschrank vorkUhlen (mindestens 1h)

in Eis stellen und 10ml Acetylchlorid fropfenweise unter Schwenken zugeben.
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