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Abstrakt

Abstrakt

Die Trockenblutanalyse der Acylcarnitine mittels Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS)
ist ein fir das Neugeborenenscreening etabliertes Verfahren zur Diagnose von Fettséuren-
oxidationsdefekten (FAO) und Organoazidopathien (OA). Ziel dieser Arbeit war die Ent-
wicklung und Evaluation einer neuen Methode zur Bestimmung nicht derivatisierter
Acylcarnitine und Acylglycine im Urin mittels FlieRinjektion und tandem-
massenspektrometrischer Detektion (FIA-MS/MS).

614 Urinproben von gesunden Probanden (n = 359) sowie von Patienten mit MCAD-
Defekt (MCADD) (n = 98), Methylmalonazidurie (MMA) (n = 53), Propionazidamie (PA)
(n = 19), Isovalerianazidamie (IVA) (n = 19), Glutarazidurie Typ Il (GA 1) (n = 15),
Glutarazidurie Typ I (GA 1) (n = 12), 3-Methylcrotonylglycinurie (3-MCG) (n = 11),
anderen FAO (n = 10), Tyrosindmie Typ | (Tyr 1) (n = 10) und Ahornsiruperkrankung
(MSUD) (n = 8) wurden mit einer Flieinjektionsmethode mittels Triple-Quadrupol Mas-

senspektrometrie auf 37 Acylcarnitine und 17 Acylglycine untersucht.

Die Stoffwechselerkrankung MCADD war mit 94% Sensitivitat und 93% Spezifitat an-
hand folgender Marker des Acylcarnitin- und Acylglycinprofils zu detektieren: P-C3G,
C50HG, C6G, C7G, C8DCG, C80OHG, C6, C8 und C10:1. Die MMA wurde mit 94%
Sensitivitat und 96% Spezifitdt (Marker: C3), die PA mit 100% Sensitivitdt und 100%
Spezifitat (Marker: C3), die IVA mit 100% Sensitivitat und 98% Spezifitat (Marker: C5,
C5G), die GA | mit 92% Sensitvitat und 94% Spezifitat (Marker: C5DC) und die 3-MCG
mit einer Sensitivitdt und einer Spezifitdt von jeweils 100% (Marker: C5:1G, C50HG,
C50H, C80OHG) diagnostiziert. Andere charakteristische Marker waren: C4DC fir MMA,
C50HG, C0, C5:1G, C8OHG fir PA und C80HG fiir IVA, sowie C5:1, C7G und C5G fir
3-MCG. Fir die Krankheitsgruppen GA Il, andere FAO, Tyr | und MSUD lieRen sich

keine charakteristischen Parameter evaluieren.

Mit schneller Probenaufarbeitung und hohem Probendurchsatz sind Acylcarnitine und
Acylglycine mittels FIA-MS/MS im Urin sicher detektierbar. Spezifische Ausscheidungs-
muster lassen mit hoher Sensitivitat und Spezifitat die Diagnose bestimmter FAO und OA
zu. Als zusétzliches Analyseverfahren in der Routinediagnostik konnte diese Methode in
Zukunft eine schnelle Konfirmation von Verdachtsdiagnosen ermdglichen und zu mehr

Sicherheit in der Diagnosestellung beitragen.




Abstrakt

Abstract

The diagnosis of inborn errors of metabolism by measuring acylcarnitines in dried blood
spots by electrospray ionization tandem mass spectrometry (ESI-MS/MS) is a well-
established method which is used for newborn screening programs. The aim of this study
was the evaluation of a fast and reliable method for confirming the diagnosis of fatty acid
oxidation disorders (FAO) and organic acidemias (OA) by determining not derivatized
acylcarnitines and acylglycines in urine with a new flow injection and tandem mass spec-
trometry detection (FIA-MS/MS) method.

We determined 37 acylcarnitines and 17 acylglycines in 614 urine samples from healthy
individuals (n = 359), and in 255 samples from patients with FAO and OA: patients with
medium-chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency (MCADD) (n=98), methylmalonic
aciduria (MMA) (n = 53), propionic aciduria (PA) (n = 19), isovaleric aciduria (IVA) (n =
19), glutaric aciduria type Il (GA II) (n = 15), glutaric aciduria type I (GA I) (n = 12) and
3-methylcrotonylglycinuria (3-MCG) (n = 11), other FAO (n = 10), tyrosinemia type | (Tyr
I) (n = 10) and maple syrup urine disease (MSUD) (n = 8). Age-related reference values
for acylcarnitines and acylglycines were defined in healthy individuals and disease-specific

acylcarnitines and acylglycines were evaluated.

MCADD was identified with 94% sensitivity and 93% specificity on the basis of the fol-
lowing acylcarnitine and acylglycine profile: P-C3G, C50HG, C6G, C7G, C8DCG,
C8OHG, C6, C8 and C10:1. MMA was diagnosed with 94% sensitivity and 96% specifici-
ty (metabolite: C3), PA with 100% sensitivity and 100% specificity (metabolite: C3), IVA
with 100% sensitivity and 98% specificity (metabolites: C5, C5G), GA | with 92% sensi-
tivity and 94% specificity (metabolite: C5DC) and 3-MCG with 100% sensitivity and
100% specificity (metabolites: C5:1G, C50HG, C50H, C80HG). Other characteristic
metabolites were: C4DC for MMA, C50HG, CO0, C5:1G and C80HG for PA, C80OHG for
IVA as well as C5:1, C7G and C5G for 3-MCG. In GA Il, other FAO, Tyr I and MSUD no

characteristic metabolites were identified.

These data show that determination of acylcarnitines and acylglycines in urine by FIA-
MS/MS is a reliable and fast method for the diagnosis of FAO and OA. Therefore FIA-

MS/MS may be established as a new routine method for the confirmation of FAO and OA.




1. Einleitung

1 Einleitung
1.1 Neugeborenenscreening (NGS)

Je friher eine schwerwiegende Erkrankung entdeckt wird, desto gezielter und erfolgreicher
kann diese behandelt werden. Ziel ist es daher bestenfalls Erkrankungen in epidemiologi-
schen Untersuchungen bereits in einem noch klinisch symptomlosen Krankheitsstadium
durch ein sogenanntes Screening zu erkennen. Neugeborene werden so bereits kurz nach

der Geburt auf einige angeborene Erkrankungen gescreent.

Die Anfange des NGS machte 1963 Robert Guthrie, der einen mikrobiologischen Bakte-
rien-Hemmtest entwickelte, mit dem es gelang, flachendeckend das Fersenblut Neugebo-
rener als Trockenblut (s. Abbildung 1) auf die Krankheit Phenylketonurie zu testen.l?
Diese Methode wirde als NGS kurze Zeit spater auch in Deutschland etabliert: in der BRD
im Jahr 1969 und in der DDR im Jahr 197134

Seit 2002 wird zur Durchfuhrung des NGS der Einsatz der Tandem-Massenspektrometrie
(MS/MS) empfohlen.® Die Einfilhrung der MS/MS zeigte (iberzeugende Erfolge.®° Daher
wurde das erweiterte NGS mit dem Tandem-Massenspektrometer (Tandem-MS) schlieR3-
lich im Dezember 2004 vom Gemeinsamen Bundesausschuss der Arzte und Krankenkas-
sen zusatzlich zu den konventionellen Methoden in die Kinder-Richtlinien aufgenom-
men.!! Im Rahmen des NGS wurden in Deutschland im Jahr 2011 insgesamt 666.145
Neugeborene auf zwei Endokrinopathien und zwdlf angeborene Stoffwechselerkrankungen
getestet.!? Die entsprechenden Krankheiten sind Tabelle 1 und 2 zu entnehmen. Bei jedem
1.297. Neugeborenen wurde eine dieser ,,Screening-Zielkrankheiten® diagnostiziert.'?

Unbehandelt fuhren die meisten dieser angeborenen Stoffwechseldefekte zu akuter oder
chronischer Enzephalopathie mit Entwicklungsretardierung, zu multiplen Organschaden
oder konnen letal enden. Bei spater Diagnosestellung sind die bereits aufgetretenen Sché-
den irreversibel. Daher ist eine friihe Diagnosestellung bei prasymptomatischen Neugebo-
renen im Zuge des NGS flr die Prognose entscheidend. Durch eine friih einsetzende ge-
zielte diétetische und/oder medikamentdse Therapie kénnen schwerwiegende Folgesché-
den verhindert und in den meisten Fallen eine normale Entwicklung der Kinder gewéhr-

leistet werden. 1314
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Abbildung 1: Trockenblutkarte fur das NGS

a) Entnahme von Fersenblut bei einem Neugeborenen (ibernommen aus USAF Photographic Archives)' und b) be-
tropfte Trockenblutkarte

1.2 Erweitertes NGS mit dem Tandem-MS

Die Analyse mit dem Tandem-MS beruht auf dem fir die Erkrankungen charakteristischen
Veranderungen des Profils von Acylcarnitinen und Aminoséauren im Trockenblut.!* Fett-
séurenoxidationsdefekte (FAO) oder Organoazidopathien (OA) flihren zu einem Anstau
von Acyl-Coenzym A (CoA) vor dem entsprechenden Enzymdefekt. Dieses freie Acyl-
CoA wird zum Teil an Carnitin gekoppelt. Die hierbei entstehenden Acylcarnitinester
konnen freigesetzt werden und sind dann im Blut nachzuweisen.®® Mit dem Tandem-MS
ist es moglich tiber vierzig Stoffwechselstérungen zu erkennen.®%# Einige dieser Erkran-

kungen sind der Tabelle 1 zu entnehmen.

Tabelle 1: Auswahl an mit dem Tandem-MS erfassbarer Stoffwechselerkrankungen

HG' Erkrankung Enzymdefekt Schlisselmetabolite!>! | OMIMF NGSV
und eigene Erfahrungen
FAO MCAD-Defekt Mittelkettige-Acyl-CoA- Cs6, C8, C10:1, C10Y #201450 +
Dehydrogenase
LCHAD-Defekt Langkettige-Hydroxyacyl-CoA- | C16:10H, C160H, #609016 +
Dehydrogenase C18:10H, C180H
VLCAD-Defekt (Uber-)Langkettige-Acyl-CoA- | C14:1, C14:2, C14 #201475 +
Dehydrogenase
CACT-Mangel Carnitin-Acylcarnitin- C2, C18:1, C16, C18:2, #212138 +
Translokase C18

" Quelle: USAF Photographic Archives (U.S. Air Force photo/Staff Sgt Eric T. Sheler. The blood of a two
week-old infant is collected for Phenylketonuria screening. Posted 12/19/2007)

i HG: Hauptgruppe

it OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man siehe auch www.ncbi.nlm.nih.gov/omim

™ NGS: Neugeborenenscreening laut Kinder-Richtlinie!

v Die vollen Namen, der hier und im weiteren Verlauf als Formel wiedergegebenen Metaboliten, finden sich
im Abkurzungsverzeichnis
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CPT-I-Mangel Carnitin-Palmitoyltransferase-I | CO, (erniedrigt: C16, #255120 +
C18:2, C18:1)
CPT-11-Mangel Carnitin-Palmitoyltransferase-11 | CO, C2, C18:1, C16, #600650 +
C18:2,C18
MAD-Mangel Multiple Acyl-CoA- C4-C18 #231680 -
(Glutarazidurie 11) Dehydrogenase
SCAD-Defekt Kurzkettige-Acyl-CoA- C4 #201470 -
Dehydrogenase
OA Glutarazidurie Typ | | Glutaryl-CoA-Dehydrogenase C5DC #231670 +
Isovalerianaziddmie | Isovaleryl-CoA-Dehydrogenase | C5 #243500 +
Propionazidamie Propionyl-CoA-Carboxylase C3 #606054 -
Methylmlonazidurie | Methylmalonyl-CoA-Mutase C3, C4DbC #251000 -
oder Cobalamin-Defekt #251100
3-Methylcrotonyl- 3-Methylcrotonyl-CoA- C50H #210200 -
glycinurie Carboxylase
AAY Phenylketonurie Phenylalanin-Hydroxylase Phenylalanin, Tyrosin #261600 +
Ahornsirupkranheit | Verzweigtkettiger a-Ketosauren | Valin, Isoleucin, Leucin #248600 +
Dehydrogenase-Komplex
Citrullindmie Argininosuccinat-Synthetase Citrullin #215700 -
Tabelle 2: Mit konventionellen Methoden erfasste Zielkrankheiten des NGS
Erkrankung OMIM
Hypothyreose (#218300)
Adrenogenitales Syndrom #201910
Galaktosédmie #230400
Biotinidasemangel #253260

1.3 Klinische Besonderheiten der untersuchten Erkrankungen

Es folgt eine Beschreibung der in dieser Arbeit untersuchten Stoffwechselerkrankungen.

Umrissen sind die drei Hauptgruppen der Erkrankungen. Zudem werden die jeweils unter-

suchten Stoffwechseldefekte etwas detaillierter aufgegriffen.

vi AA: Amionoazidopathien
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1.3.1 Fettsaurenoxidationsdefekte

Die B-Oxidation der kurz- bis langkettigen Fettsauren findet in den Mitochondrien statt und
dient der Energiegewinnung in katabolen Phasen. Langkettige Fettsduren kdnnen nur als
Acylcarnitine die innere Mitochondrienmembran passieren und missen zum Transport
uber die Mitochondrienmembran an Carnitin gekoppelt werden. Der aus vier Einzelreakti-
onen bestehende Abbau der Fettsduren erfolgt durch die schrittweise Freisetzung von
Acetyl-CoA (C2). Dabei kommen je nach Kettenldnge der abzubauenden Fettséuren spezi-
fische Enzyme zum Einsatz.!*® Die folgende Abbildung 2 gibt schematisch den Ablauf
der Fettsdurenoxidation und Defekte dieses Stoffwechselprozesses wieder. Auflierdem sind

der Abbildung einige Carnitinzyklusdefekte zu entnehmen.

langkettige Fettsduren

ITranSEOner W
[Acyl-CoA-Synthetase v
p— v Carnitin
: Acyl-CoA }_T smissasuRaisabasy :
el \ X Carnitin- e

Intermembranraum [Transiokase| Shuttle
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g 1 B i
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_MCHAD?
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Abbildung 2: Ablauf der Fettsdurenoxidation

Biochemischer ,,Pathway* der mitochondrialen B-Oxidation der Fettsduren und die entsprechenden FAO

sowie Carnitinzyklusdefekte (ibernommen von Zschocke)*®

Alle FAO folgen einem autosomal-rezessiven Erbgang.'* Klinisch auffallig werden die

meisten Patienten erstmalig wahrend eines fieberhaften Infektes oder verlangerter Nuch-
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ternphasen.®® In diesen Situationen hat der Kérper einen erhéhten Energiebedarf und greift
auf die Fettreserven zuruick. Da der Fettsaurenabbau bei diesen Patienten erheblich beein-
trachtigt ist, steht weder genug Acetyl-CoA zum weiteren Abbau im Citratzyklus noch
genug Acetyl-CoA und Acetoacetyl-CoA zur Ketogenese bereit. Zudem ist die Gluconeo-
genese gehemmt. In der Folge erleiden die Patienten eine hypoketotische Hypoglykamie. 8
Die akkumulierenden Acylcarnitine sind im Blut nachweisbar und das freie Carnitin ist
erniedrigt. Im Urin findet sich eine vermehrte Ausscheidung von Dicarbonsduren sowie
von Acylglycinen.’® Der Nachweis der Erkrankungen gelingt durch den Nachweis der
charakteristische Metaboliten in Blut und Urin. Zur Diagnosesicherung kénnen enzymati-
sche und molekulargenetische Analysen herangezogen werden.'®'* Therapeutisches Ziel
sind in erster Linie die Vermeidung verlangerter Nuchternphasen sowie eine konsequente
Notfalltherapie. Eventuell sind didtische Malinahmen oder auch eine Supplementation von
L-Carnitin zu erwégen. Bei entsprechender Behandlung ist die Prognose meist gut und die
Kinder kénnen sich altersgerecht entwickeln. 314

Defekt der Acyl-CoA-Dehydrogenase mittelkettiger Fettsauren (MCADD)

Dieser Defekt betrifft den ersten Schritt der Fettsdurenoxidation mittelkettiger Fettsduren
mit einer Kettenlange von sechs bis zwolf Kohlenstoffatomen (C6-C12).13 Es handelt sich
um die haufigste Erkrankung der Fettsdurenoxidation mit einer Prévalenz von 1:8.720 im
Jahr 2011 in Deutschland.*® Klinisch auffallig werden die Patienten meist zwischen dem
dritten und fiinfzehnten Lebensmonat, auch asymptomatische Verlaufe sind beschrieben.®
Die erste Entgleisung kann tddlich enden und gleicht in diesem Fall dem pl6tzlichen
Kindstod.?%?! Die filhrende Klinik ahnelt dem Reye-Syndrom mit Enzephalopathie und
Leberfunktionsstorung.'?2? Charakteristisch ist die Erhéhung mittelkettiger Acylcarni-
tinverbindungen (C6, C8, C8:1, C10:1) im Plasma sowie Glycinkonjugate (C6G, C8DCG)

und Dicarbonsauren mittlerer Kettenlange im Urin.1323

Defekt der Acyl-CoA-Dehydrogenase langkettiger Fettsduren (VLCADD)
Der VLCAD-Mangel betrifft den Abbau langkettiger Fettsauren (>C14).2* Die Pravalenz
der Erkrankung im Jahr 2011 in Deutschland betrug 1:60.244.*2 Unterschieden werden:

I. neonatale Form mit Kardiomyopathie
ii. infantile Form mit hypoketotischer Hypoglykamie

iii.  juvenile/adulte Form mit Myopathie?®

Die pathologisch nachweisbaren Schliisselmetaboliten sind C14, C14:1 und C14:2.%

10
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Defekt der 3-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase langkettiger Fettsduren (LCHADD)
Der LCHAD-Mangel betrifft den dritten Schritt der Fettsdurenoxidation langkettiger Fett-
sduren (>C16)?’ und hatte im Jahr 2011 in Deutschland eine Pravalenz von 1:165.671.1
Klinisch zeigen sich ausgepragte muskulére, hepatische und neurologische Symptome und
eine Pigmentretinopathie.'®?® Charakteristisch sind eine Hydroxy-Dicarbonazidurie mittle-
rer Kettenldngen und eine Erhéhung der hydroxylierten Acylcarnitine C160H, C18:10H,
C18:20H.1%?° Neben dem isolierten LCHAD-Mangel gibt es Patienten, bei denen alle
Enzyme des Mitochondrialen-Trifunktionalen-Proteins defekt sind. Dieses aus mehreren
Untereinheiten bestehende Protein hat neben der beschriebenen Dehydrogenase-
(LCHAD-) noch eine Hydratase-(Langkettige Enoyl-CoA Hydratase-) und eine Thiolase-
(Langkettige 3-Ketoacyl-CoA Thiolase-) Aktivitat.}*

Multipler Acyl-CoA-Dehydrogenase-Mangel / Glutarazidurie Typ 11 (GA 11)

Fehlerhaft ist das Elektronentransfer-Flavoprotein oder die ETF-Cytochrom-Q-
Oxidoreduktase. Dadurch ist die Funktion aller NAD"-abhé&ngigen Dehydrogenasen beein-
trachtigt, was sowohl die Fettsdurenoxidation als auch den Abbau einiger Aminosduren
(v.a. Valin, Leucin, Isoleucin, Lysin) betrifft.!* Da diese Erkrankung keine Zielkrankheit
im NGS in Deutschland ist, fehlen Zahlen zur Prévalenz. Es wird zwischen drei Verlaufs-

formen unterschieden:

i. schwere neonatale Form bei Neugeborenen mit Fehlbildungen, vor allem Nie-
renzysten, die haufig letal endet®
ii. mildere neonatale Form mit meist letal verlaufender Kardiomyopathig3!%2

iii.  infantile/juvenile Form mit Myopathie und Hepatopathig333*

Pathologisch sind Erhéhungen der Dicarbonsduren, einiger Acylglycine und einiger

Acylcarnitine im Urin sowie einer Reihe von Acylcarnitine (C4-C18) im Trockenblut.1334

Defekt der Acyl-CoA-Dehydrogenase kurzkettiger Fettsdauren (SCADD)

Gestort ist hier der Stoffwechsel kurzkettiger Fettsauren mit einer Kettenldnge von vier bis
sechs Kohlenstoffatomen (C4-C6).1* Die Inzidenz ist aufgrund der wenigen bis heute
bestdtigten Falle unbekannt. Beschrieben werden klinische Symptome wie muskulare
Hypotonie und psychomotorische Retardierung.®® Viele Patienten sind jedoch asymptoma-
tisch oder zeigen nur eine milde Klinik.%® Pathologisch sind Ausscheidungen von Ethylma-
lonat, Methylsuccinat, C4G und C4.13
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Carnitinzyklusdefekte am Beispiel des Carnitinpalmitoyltransferase-I-

Mangels (CPT I)

Das Enzym Carnitinpalmitoyltransferase bildet Acylcarnitine und ist somit notwendig fiir
den Transport langkettiger Fettsduren Uber die Mitochondrienmembran in das Mitochond-
rium. Insgesamt wurden bisher unter 100 Falle dieser Erkrankung publiziert.}* Klinisch
typisch ist eine Kombination aus Hepato- und Enzephalopathie.'®**” Charakteristisch sind
eine erhohte Konzentration des freien Carnitins und erniedrigte Konzentrationen der lang-

kettigen Acylcarnitine im Plasma.383°

1.3.2 Organoazidopathien

OA umfassen Storungen des Aminoséauren- und Fettstoffwechsels. Benannt ist diese auto-
somal-rezessiv  vererbte Krankheitsgruppe nach den durch Gaschromatografie-

Massenspektrometrie (GC-MS) nachweisbaren organischen Sauren im Urin, 3940

Ursachen der OA sind Defekte intramitochondrial gelegener Enzyme, welche fiir den
Abbau CoA-aktivierter Carbonsauren notwendig sind. Folglich stauen sich diese toxischen
Carbonsduren an und hemmen eine Reihe von mitochondrialen Stoffwechselwegen.®
Durch die Akkumulation der Acyl-CoA-Ester fehlt freies CoA-SH, was zudem zu einer
Hemmung CoA-SH-abhéngiger Stoffwechselprozesse fiihrt. Durch Esterbindung der ak-
kumulierenden Acylgruppen an Carnitin bilden sich Acylcarnitine, die mit dem Urin aus-
geschieden werden und einen Carnitinverlust verursachen konnen.'® Stoffwechselentglei-
sungen drohen insbesondere in katabolen Phasen oder durch Eiweillexzesse. In diesen
Situationen stauen sich die toxischen Metaboliten in kurzer Zeit an, was zu akuter Enze-
phalopathie mit schweren Hirnschadigungen oder zum Tod fiihren kann.}* Die Therapie
besteht aus einer Restriktion der Zufuhr von naturlichem Eiweil3 und einer Supplementati-
on der nicht betroffenen Aminosauren in Form eines speziellen Aminosaurengemisches
sowie eventuell einer Supplementation von Carnitin und Cofaktoren. Eine katabole Stoff-
wechsellage ist streng zu vermeiden, und bei einer Stoffwechselentgleisung muss eine

strikte Notfalltherapie durchgefiihrt werden.'34

In der Diagnostik steht der Nachweis der organischen S&uren im Urin mittels GC-MS
sowie die Analyse der Acylcarnitine aus Trockenblut mit dem Tandem-MS an erster Stelle.
Zur Konfirmationsdiagnostik konnen enzymatische und molekulargenetische Untersu-

chungen durchgefiihrt werden.5
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3-Methylcrotonylglycinurie (3-MCG)

Es handelt sich hierbei um einen Defekt der 3-Methylcrotonyl-CoA-Carboxylase. Durch
den Mangel dieses biotinabhangigen Enzyms ist der Leucinabbau gestort.!* Die Inzidenz
liegt bei etwa 1:40.000.%° Klinisch prasentiert sich diese Erkrankung &uRerst variabel; sehr
selten weisen Patienten friihe neurologische Symptome auf, und die meisten Patienten
bleiben zeitlebens asymptomatisch.’* Da ein GroRteil der Patienten benigne Phénotypen
aufweist,*! ist diese Erkrankung inzwischen nicht mehr Bestandteil des NGS in Deutsch-
land. Die laborchemisch entscheidenden Metaboliten sind 3-Methylcrotonylglycin, 3-

Hydroxyisovalerat und C50H.1

Methylmalonazidurie (MMA)

Bei der MMA liegt ein Defekt des Adenosylcobalamin abhangigen Enzyms Methylma-
lonyl-CoA-Mutase vor. Unterschieden wird zwischen einem priméaren Enzymdefekt auf-
grund einer Mutation ohne Restaktivitat (mut® - Mutation), einer Mutation mit Restaktivitat
des Enzyms (mut - Mutation) oder einem Mangel des Cofaktors Adenosylcobalamin
bedingt durch Defekte im Cobalamin-Stoffwechsel.> Bei den Cobalamin-
Stoffwechseldefekten kann ausschlieflich der Methylmalonatstoffwechsel (CblA, CbIB)
oder zudem die Remethylierung von Homozystein zu Methionin betroffen sein (CbIC-
CblG).*? Die Gesamtinzidenz liegt ungefihr bei 1:50.000.* Es gibt sowohl foudroyante
Verlaufsformen mit schweren ketoazidotischen Entgleisungen und Hyperammonamie bis
hin zum Tod, als auch mildere Formen bei denen eine psychomotorische Retardierung im
Vordergrund steht.*? Zu den Komplikationen im Verlauf zahlen extrapyramidale Bewe-
gungsstorungen, Osteoporose und eine progrediente Niereninsuffizienz.24434 1m Urin sind
die Metaboliten Methylmalonsaure, 3-Hydroxypropionat, Methylcitrat und C3-G nach-
weisbar. Mit dem Tandem-MS lassen sich C3 und C4DC detektieren.*24

Propionazidamie (PA)

Aufgrund eines Defekts der biotinabh&ngigen Propionyl-CoA-Carboxylase kann Propi-
onyl-CoA nicht verstoffwechselt werden. Das Propionyl-CoA entsteht vor allem beim
Abbau von Isoleucin, Valin, Methionin, Threonin, ungeradzahligen Fettsduren, Thymin,
Uracil und Cholesterolseitenketten.'® Die Haufigkeit dieser Erkrankung liegt ungefahr bei
1:100.000.%¢ Das akkumulierende Propionyl-CoA hemmt wichtige Enzyme im Energie-
stoffwechsel und im Harnstoffzyklus, was zu Hyperammonamie, metabolischer Azidose,
Hyperlaktatamie, Ketose und Hypoglykédmie fihrt. Durch eine Hemmung des Glycin-
Abbaus kommt es zudem zu einer Hyperglycindmie.*? Aufgrund der Knochenmarktoxizitat
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kommt es zu Thrombozytopenie und Leukopenie.’* Meistens tritt die schwerwiegende
neonatale Form auf.*? Im Verlauf kénnen die Patienten eine Kardiomyopathie, Pankreati-
tis, Niereninsuffizienz, Optikusatrophie, Hautprobleme, extrapyramidale Bewegungssto-
rungen und Hirninfarkte entwickeln.*#247-50 |_aborchemisch relevant ist der Nachweis von

Methylcitrat, C3G und 3-Hydroxypropionat im Urin und von C3 im Trockenblut. 14424546

Glutarazidurie Typ I (GA 1)

Dieser Stoffwechseldefekt betrifft die Glutaryl-CoA-Dehydrogenase, ein zentrales Enzym
im Lysin-, Hydroxylysin- und Tryptophanabbau.®® In Deutschland trat dieser Enzymdefekt
im Jahr 2011 mit einer Haufigkeit von 1:94.669 auf.'? Diese Erkrankung unterscheidet sich
von den anderen OA, da die Kinder zunéchst keine akute Stoffwechselentgleisung aufwei-
sen, sondern zunéchst lediglich durch eine Makrozephalie aufféallig werden. Die ersten
Klinischen Symptome treten mit durchschnittlich neun Lebensmonaten im Rahmen einer
akuten enzephalopathischen Krise auf.}#°2 Es entwickeln sich eine Striatumnekrose und
eine fronto-temporale Atrophie mit resultierender schwerer irreversibler und progredienter
dyston-dyskinetischer Bewegungsstorung.1***** Es sind auch chronische und spét-
manifeste adulte Verlaufsformen mit Leukoenzephalopathie bekannt.>® Pathologisch zei-
gen sich eine erhdhte Ausscheidung von Glutarséure und 3-Hydroxy-Glutarsaure im Urin
und ein Nachweis von C5DC im Trockenblut.%

Isovalerianazidamie (IVA)

Betroffen ist das Enzym Isovaleryl-CoA-Dehydrogenase, welches am Abbau der Amino-
sauren Leucin beteiligt ist.* Die Pravalenz der Erkrankung war im Jahr 2011 in Deutsch-
land 1:110.448.12 Etwa die Halfte der Patienten erleidet eine akute neonatale Stoffwechsel-
krise, die unter anderem auffallig werden kann mit Ketoazidose, Hyperammonéamie, Le-
thargie, Koma, cerebralen Krampfanfallen und einem charakteristischen ,,Schweif3fulge-
ruch“.1*4? Circa 50% der Patienten weisen eine chronisch intermittierende Form auf, die
sich bis ins Erwachsenenalter hinein mit rezidivierender Ketoazidose und psychomotori-
scher Retardierung manifestieren kann.*? Die charakteristischen organischen Sauren im
Urin sind C5G und 3- und 4-Hydroxyisovaleriansdaure. C5 ist zudem im Trockenblut er-

heht. 1442
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1.3.3 Aminoazidopathien

Die AA sind in ihrer Pathogenese und Atiologie den OA sehr ahnlich. Es handelt sich um
Stérungen im Abbau und Umbau von Aminosduren. Meist liegt ein Defekt von zytosoli-
schen Enzymen vor und die sich anstauenden Metaboliten wirken neuro- oder hepatoto-
xisch. Auch diese Erkrankungen werden in der Regel didtisch mit einer Restriktion der
Zufuhr an natdrlichem Eiweil} und einer Supplementation spezieller Aminosaurengemische
behandelt.*®

Diese Krankheitsgruppe ist in dieser Arbeit von untergeordneter Bedeutung, daher wird

nur kurz auf zwei der hier exemplarisch untersuchten Krankheiten eingegangen.

Tyrosinamie Typ | (Tyr 1)

Dieser autosomal-rezessiv vererbte Defekt betrifft das Enzym Fumarylacetoacetat-
Hydrolase und somit den Abbau der Aminosauren Phenylalanin und Tyrosin. Die Pré-
valenz betragt ungefahr 1:100.000 Neugeborene.>” Unterschieden wird zwischen:

I. akuter Form mit Manifestation vor dem sechsten Lebensmonat mit akutem Le-
berversagen

ii. subakuter Form mit Beginn zwischen dem sechsten Lebensmonat und dem ers-
ten Lebensjahr

iii. chronischer Form mit Beginn nach dem ersten Lebensjahr und zirrhotischem

Umbau der Leber, Rachitis und tubularen Resorptionsstérungen®

Neben dem Risiko eines hepatozelluldren Karzinoms entwickeln sich oft Nierenfunktions-
stérungen, neurologische Krisen und eine Rachitis.®®° Diagnostisch ausschlaggebend ist
der Nachweis der organischen Saure Succinylaceton in Urin und Plasma. Im Plasma sind

insbesondere die Aminosauren Tyrosin, Phenylalanin und Methionin erhoht.*

Ahornsirupkrankheit oder ,,maple syrup urine disease“ (MSUD)

Betroffen ist der Verzweigtkettige-2-Ketoséuren-Dehydrogenase-Komplex, ein Mul-
tienzymkomplex, der flr den Abbau der verzweigtkettigen Aminosauren Leucin, Isoleucin
und Valin benétigt wird.*® Die Pravalenz der Erkrankung betrug in Deutschland im Jahr

2011 1:165.671 Neugeborene.'? Unterschieden werden auch hier drei Verlaufsformen:

I. schwere neonatale Form mit Manifestation in den ersten Lebenstagen mit

schwerer Ketoazidose, Enzephalopathie oder Tod
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ii. intermedidre Form mit Erndhrungsproblemen, Entwicklungsriickstand und
psychomotorischer Retardierung

iii. intermittierende Form mit Entgleisungen in katabolen Situationen*?

Namensgebend ist der Uringeruch nach Ahornsirup.** Mdgliche neurologische Komplika-
tionen sind zerebrale Odeme und Myelinisierungsstorungen.5-%2 Diagnostisch relevant sind
eine Erh6hung der Aminosauren Valin, Leucin und Isoleucin sowie der Nachweis von allo-
Isoleucin im Plasma und die erhdhte Ausscheidung verzweigtkettiger Oxo- und Hydro-

xyséauren im Urin.™

1.4 Fragestellung/Zielsetzung

Einige angeborene Stoffwechselerkrankungen entsprechen nicht den von Wilson und
Jungner 1968 formulierten Screening-Kriterien,®® daher sind nicht alle Stoffwechseler-
krankungen, die mittels MS/MS diagnostiziert werden kdnnen, Bestandteil des NGS. Bei
einem positiven Befund im NGS erfolgt umgehend eine Kontrolle der Analyse; bei einem
hochgradigen Verdacht auf eine Stoffwechselstérung erfolgt eine gezielte Konfirmations-
diagnostik. Deren Ziel ist der Nachweis spezifischer Metabolite, die direkt oder indirekt
auf den entsprechenden Enzymdefekt zuriickschlieRen lassen. Dabei géngige Methoden
sind die Metaboliten-Untersuchungen von Blut, Plasma, Urin und Liquor.**% Dazu zihlen
auch die Analysen von Acylcarnitinen im Trockenblut mittels MS/MS®>%¢ und von organi-
schen Sauren im Urin mittels GC-MS.*® Diese Untersuchungsverfahren, insbesondere die
GC-MS, sind arbeitsaufwendig, zeitintensiv und haben einen geringen Probendurchsatz.®’
So dauert die Analyse und Auswertung der organischen Sdauren im Urin derzeit mehrere
Stunden und erlaubt lediglich in Ausnahmeféllen die Erstellung eines Befundes am Tag
des Probeneingangs. Zudem kann die Diagnose der Erkrankungen im gut kompensierten
metabolischen Stadium der Erkrankung schwierig sein, und milde Formen koénnen leicht
iibersehen werden.®”®8 Daher ist die Entwicklung eines neuartigen Analyseverfahrens, das
eine schnellere Konfirmation von Verdachtsdiagnosen ermdglicht, anzustreben. Neben
einer schnelleren Befunderhebung bietet ein ergdnzendes Analyseverfahren zusatzliche
Sicherheit in der Diagnosestellung. Dies tragt dazu bei, unnétige Behandlungen zu vermei-

den und Kinder mit erblichen Stoffwechselerkrankungen schnellstméglich zu therapieren.

Wie oben bereits dargestellt, beruht der Nachweis von FAO und OA auf einer Akkumula-

tion von Acylcarnitinen. Zudem zeigt sich, dass diese Acylcarnitine zum Teil effektiv renal
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ausgeschieden und nur schlecht tubul&r rtickresorbiert werden, sodass sie in relativ hoher
Konzentration im Urin detektierbar sind.®®" So konnten bereits friiher mit Methoden wie
der Fast Atom Bombardment Massenspektrometrie charakteristische Acylcarnitine im Urin
einiger Patienten mit Stoffwechseldefekten bestimmt werden.’”*"® Neben der bereits er-
wéhnten Kopplung an Carnitin wird das akkumulierende Acyl-CoA zum Teil auch mit
Glycin verestert.”* Durch die Analyse der organischen Sauren im Urin mit GC-MS ist
bekannt, dass fiir einige Stoffwechselerkrankungen spezifische Acylglycine im Urin nach-
zuweisen sind.>*" Die Ausscheidung der Acylcarnitine und Acylglycine scheint tiberdies,
anders als die Ausscheidung organischer S&uren, nahezu unabhangig von der klinischen

Verfassung des Patienten zu sein.’®’’

Die MS/MS hat sich erfolgreich bewéhrt und zeichnet sich durch einen hohen Proben-
durchsatz in sehr kurzer Zeit, die Mdglichkeit der Automatisierung vieler Arbeitsschritte
sowie prazise Ergebnisse aus. Neben der Bestimmung der Acylcarnitine im Trockenblut
koénnen diese im Plasma mittels MS/MS bestimmt werden.>’87 Die Frage ist daher, ob
sich diese Methode ebenfalls zur Detektion von Acylcarnitinen und Acylglycinen im Urin

eignet.

Einige Studien berichteten bereits vom erfolgreichen Nachweis dieser Substanzgruppen im
Urin mittels MS/MS und lieferten erste Hinweise auf charakteristische Erhdhungen einzel-
ner Acylcarnitine sowie Acylglycine fir verschiedene angeborene Stoffwechselerkrankun-
gen. So entwickelten Mueller et al. eine Methode, die mittels Elektrosprayionisation und
tandem-massenspektrometrischer Detektion (ESI-MS/MS) butylierte Acylcarnitine im
Urin ohne vorherige chromatografische Trennung nachwies. Sie bestimmten Referenzwer-
te fur einige Acylcarnitine im Urin und untersuchten 18 Patienten mit metabolischen Sto-
rungen. Es gelang, Patienten mit FAO und Patienten mit OA von gesunden Kontrollperso-
nen abzugrenzen. Dabei waren die gefundenen Acylcarnitinprofile sowohl wéhrend einer
akuten Stoffwechselentgleisung als auch in ausgeglichener Stoffwechsellage diagnostisch
relevant.”® Kobayashi et al. orientierten sich an der Methode von Mueller et al. und werte-
ten Acylcarnitinprofile von 45 Patienten mit OA und FAO aus. Selbst bei unauffalliger
Blutanalyse konnte, insbesondere bei mit L-Carnitin substituierten Patienten, ein Anstieg
der diagnostischen Acylcarnitine im Urin gegenuber den von Mueller et al. veroffentlich-
ten Referenzwerten gemessen werden.®® Auch Duranti et al. wiesen mit ESI-MS/MS
Acylcarnitine im Urin nach. Sie untersuchten die Ausscheidung langkettiger Dicar-
boxylcarnitine und sehr langkettiger Monocarboxylcarnitine bei Patienten mit peroxisoma-

17



1. Einleitung

len Erkrankungen.8! Smith et al. analysierten unter anderem im Urin butylierte Acylcarni-
tinester mit ESI-MS/MS. Fir sie war der direkte Nutzen der Acylcarnitinprofile im Urin
aufgrund der diagnostischen Komplexitat eingeschrankt, jedoch waren diese nutzlich zur
Bestatigung und weiterfiihrenden Diagnostik ausgewahlter Erkrankungen, wenn gangige
Untersuchungen keine eindeutige Diagnose zulieRen.® Die Arbeitsgruppe um Pitt et al.
entwickelte zwei ESI-MS/MS Methoden fir Testungen im Urin. Sie analysierten zum
einen positiv geladene butylierte Aminosauren und Acylcarnitine und zum anderen negativ
geladene organische Séuren in verdinnten Proben ohne vorherige Butylierung. Bei den
meisten getesteten Stoffwechseldefekten war mindestens ein Metabolit gegentber Kon-
trollwerten relevant erhéht.# Auch Rebollido-Fernandez et al. entwickelten und validierten
ES-MS/MS Methoden, die es unteranderem ermdglichten butylierte Acylcarnitine (im
positiven lonenmodus) und einige Acylglycine (im negativen lonenmodus) im Urin zu
diagnostischen Zwecken schnell und zuverlassig zu bestimmen.®® Bonafé et al. untersuch-
ten methylierte Urinproben mittels ESI-MS/MS. Sie fanden charakteristische Acylglycin-
profile fir verschiedene metabolische Stérungen. Insbesondere fur den MCAD-Mangel
und den MAD-Mangel lieRen sich, unabhangig vom klinischen Status der Patienten, stets
spezifische Ausscheidungsmuster der Acylglycine im Urin nachweisen.”” Auch Ombrone
et al. detektierten, nach vorheriger Flissigkeitschromatografie, erfolgreich einige Acylgly-
cine im Urin mittels MS/MS .8

Alle diese Studien wiesen darauf hin, dass die Detektion von Acylcarnitinen und Acylgly-
cinen im Urin erfolgversprechend zu sein scheint. Durchgefiihrt wurden die Studien jedoch
meist an sehr kleinen Patientenkollektiven fir lediglich einige wenige Erkrankungen.

Ebenso fehlen aussagekréftige statistische Daten.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung und Evaluation einer Methode zur Bestimmung
der Acylcarnitine und Acylglycine im Urin mittels FlieRinjektion und tandem-
massenspektrometrischer Detektion (FIA-MS/MS). Anhand der Proben gesunder Proban-
den werden Referenz- und Kontrollwerte fiir Acylcarnitine und Acylglycine im Urin ermit-
telt und darliber hinaus an einem Patientenpool charakteristische Musterprofile dieser
beiden Substanzgruppen im Urin flr verschiedene angeborene Stoffwechselerkrankungen
erstellt. Schliel3lich ist die diagnostische Aussagekraft dieser Ausscheidungsprofile zu
prufen. Langfristiges Ziel ist die schnelle Konfirmation einer Verdachtsdiagnose aus dem
Neugeborenen- oder selektiven Screening anhand des Acylcarnitin- bzw. Acylglycinprofils

im Urin.
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2 Methode
2.1 Patientenkollektiv und Materialgewinnung

Fur diese Studie fand ausschlieBlich Restmaterial von Urinproben aus der Routinediagnos-
tik Verwendung. Die Proben kamen aus dem Fachbereich Endokrinologie und Stoffwech-
sel (Labor Berlin GmbH, vormals Interdisziplindres Endokrinologisches und Stoffwechsel-
labor der Charité) und sind dort urspriinglich zur Untersuchung der organischen Sduren
eingegangenen. Nach erfolgter Diagnostik wurden die Urinproben bei -20°C konserviert
und bei gegebener Eignung mit der hier vorgestellten Methode erneut analysiert. Die Un-
tersuchung umfasste Proben aus dem Zeitraum November 2009 bis Februar 2011. Eingang
fanden Urinproben vom Neugeborenen- bis zum Erwachsenenalter ohne pathologischen
Befund und alle jener Patienten, mit einer gesicherten Diagnose einer der zu untersuchen-
den Stoffwechselerkrankungen. Diese Patienten wurden alle in der Stoffwechselsprech-
stunde der Klinik fur Padiatrie m. S. Endokrinologie, Gastroenterologie und Stoffwech-
selmedizin der Charité Universitdtsmedizin Berlin betreut. Entsprechend des Endbefundes

der Routinediagnostik erfolgte eine Zuordnung der Proben in eine der folgenden Gruppen.

e Kontrollgruppe
Stoffwechselgesunde Probanden: alle im Untersuchungszeitraum eingegangen
Urinproben, bei denen die erweiterte Stoffwechseldiagnostik einen unauffalligen

Befund erbrachte

e Angeborene Stoffwechseldefekte
Gruppe A: Alle im Untersuchungszeitraum eingegangen Proben von Patienten mit
nachgewiesenen FAO oder OA. Diese Gruppe war unterteilt in die folgenden Un-

tergruppen:

o MCADD

o MMA

o PA

o IVA

o GAI

o GAI

o 3-MCG

o Andere FAO: VLCADD, SCADD, LCHADD, CPT I
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Gruppe B: Aus der Erkrankungsgruppe der AA wurden lediglich stichprobenartig
einige wenige Urinproben aus dem gesamten Untersuchungszeitraum herausgegrif-

fen und exemplarisch fir die nachstehenden beiden Erkrankungen untersucht:

o Tyrl
o MSUD

Als Goldstandard, das heifl3t als etabliertes Verfahren zur Diagnosestellung des wahren
Krankheitsstatus der Probanden,® dienten die Verfahren der erweiterten Stoffwechseldiag-
nostik: die Bestimmung der organischen Sauren im Urin mittels GC-MS, die Bestimmung
der Aminosduren im Plasma mittels lonenaustauschchromatografie sowie die Trockenblut-

analyse auf Acylcarnitine mittels MS/MS.

Ausgeschlossen wurden Urinproben mit zu geringem Restmaterial und Urinproben, deren

Endbefund keine eindeutige Zuordnung in eine der oben genannten Gruppen zuliel.

Bei der Einteilung erfolgte keine Unterscheidung der Stoffwechsellage der entsprechenden
Erkrankung. Die untersuchten Proben stammen sowohl von Patienten mit einer akuten
Stoffwechselentgleisung, als auch von Patienten in einem gut kompensierten Stadium der
Erkrankung. Vorwiegend handelte es sich um Verlaufskontrollen von Patienten mit einer

ausgeglichenen Stoffwechsellage.

Tabelle 3 zeigt das erfasste Patientenkollektiv. Die niedrigen Pravalenzen der Stoffwech-
seldefekte (z.B. MCADD 1:8.720'?) bedingen kleine Fallzahlen. Aus diesem Grund wur-
den auch unterschiedliche Urinproben des gleichen Patienten untersucht. Diese Proben
stammten von unterschiedlichen Tagen und waren daher nicht aus der gleichen Stoffwech-

sellage, sodass diese als unabhéngige Proben zu werten sind.
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Tabelle 3: Untersuchte Urinproben
: £
a = 8= 2
c 8s cc &
g |SE 22 2
Normalbefunde | 359 345
mild: 6
MCADD 98 33 moderat: 38
klassisch: 54
MMA 53 mut-0-Mut.: 23 Proben von 2 Patienten moderat: 21
Cbl-Defekt: 30 Proben von 6 Patienten klassisch: 32
moderat: 8
PA 19 3 schwer: 11
IVA 19 6 mild: 19
GA ll 15 3 mild: 15
mild: 6
GA | 12 4 moderat: 4
schwer: 2
3-MCG 11 4 benigne: 11
VLCADD: 6 Proben von 3 Patienten
SCADD: 2 Proben von 1 Patient mild: 9
andere FAO 10 LCHADD: 1 Probe schwer: 1
CPT I: 1 Probe
Tyr | 10 1 klassisch: 10
MSUD 8 6 mild: 3
schwer: 5

Die 359 Proben der stoffwechselgesunden Probanden wurden den fiinf Altersgruppen aus

Diagramm 1 zugeteilt.

100 -
80 -
60
40

Probenzahl

Altersgruppen

99
77 71 75
37
20 | l
O .
| 1 11 v V

Diagramm 1: Einteilung der Altersgruppen
Gruppe I: <1 Monat; Gruppe II > 1 Monat bis < 2 Jahre; Gruppe III > 2 Jahre bis < 5 Jahre; Gruppe IV > 5
Jahre bis < 16 Jahre; Gruppe V > 16 Jahre
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Insgesamt wurden 129 Proben weiblicher und 230 Proben ménnlicher stoffwechselgesun-
der Probanden uberpruft.

Die Ethikkommission stimmte dem geplanten Projekt zu (Antragshnummer: EA2/065/11).

2.2 Probenaufbereitung

Vorbereitung der Urinprobe

Um fur die folgenden Urinuntersuchungen einen moglichen Matrixeffekt zu minimieren,
wurden die Proben vor der Analyse auf einen Kreatininwert von 1mmol/l verdinnt. Ent-
sprechend des bereits im Vorfeld im Fachbereich Klinische Chemie photometrisch mit
Hilfe der Jaffé-Reaktion® bestimmten Kreatininwertes erfolgte eine Verdiinnung mit des-
tilliertem Wasser (H20). Es schloss sich eine dreiminiitige Zentrifugation“" der verdiinnten
Urinproben mit 10.000 Umdrehungen an. Nachfolgend wurden 20l des Uberstandes in
ein Well einer 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert. Die weitere Aufbereitung unterschied

sich flr die beiden untersuchten Substanzgruppen und wird getrennt erldutert.

Aufbereitung fir die Acylcarnitinbestimmung
Diese Aufbereitung erfolgte modifiziert nach Mueller et al.”® Mit dem Ziel einer schnelle-

ren und einfacheren Aufbereitung erfolgte jedoch keine Butylierung.

e Zugabe von 180ul Methanol (CH40) pro Well (Verdiinnung 1:10)
e 10 Minuten schiitteln der Mikrotiterplatte auf einem Schiittler'!

e 30 Minuten Inkubation im Kuhlschrank

e 10pl Uberstand in eine neue Mikrotiterplatte pipettieren

e Zugabe von je 100ul Standardlésung je Well

e 10 Minuten schiitteln

Bei dem verwendeten internen Standard handelte es sich um ein fertiges Standard-Kit der
Firma Chromsystems™, Bestandteil des Kits zur Analyse von Aminosauren und Acylcarni-
tinen in Trockenblut. Die einzelnen Konzentrationen der im Standard enthaltenen deute-

rierten Acylcarnitine sind der Tabelle 6 zu entnehmen.

vii Zentrifuge: Biofuge pico Heraeus instruments
Vil Heidolph Titramax 101 450 rpm
* MassChrom® Internal Standard Labeled Amino Acid, Acylcarnitines Order no. 55004
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Aufbereitung fur die Acylglycinbestimmung
Diese Vorbereitung der Urinproben orientierte sich an Pitt et al.®2

e Zugabe von 200l Standardldsung pro Well
¢ 10 Minuten schitteln der Mikrotiterplatte

e 30 Minuten Inkubation im Kihlschrank

Die interne Standardldsung entstammte eigener Herstellung. Alle verwendeten Reinsub-
stanzen wurden von Dr. Herman J. ten Brink* bezogen. Die Standardlésung enthielt D3-
Propionylglycin, D9-lIsovalerylglycin, D3-Hexanoylgylcin und D3-Dodecanoylglycin

geldst in CH40 und hat eine Konzentration von 5pumol/I.

2.3 Tandem-Massenspektrometrie

Einleitend folgen Grundlagen zum angewendeten Verfahren der MS/MS. Im Anschluss
wird die entwickelte Methode vorgestellt.

2.3.1 Funktionsweise und instrumenteller Aufbau

Die Massenspektrometrie ist ein Verfahren, das lonen in der Gasphase nach ihrem Masse-
Ladungs-Verhéltnis (m/z) auftrennt und anschlielend registriert. Die erzeugten Massen-
spektren zeigen, welche lonen in welchen relativen Mengen gebildet wurden und geben
somit Rickschlusse auf die qualitative und quantitative Zusammensetzung von Substanz-

proben.%’
Grundsétzlich besteht ein Massenspektrometer aus vier Funktionseinheiten:8®

l. Probenzufuhrung
Il. lonenerzeugung
1. Massentrennung

V. lonennachweis

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Tandem-MS handelte es sich um das Triple-
Quadrupol Massenspektrometer 4000QTRAP® der Firma AB Sciex® (s. Abbildung 3). Die

verwendete lonisationstechnik ist die Elektrosprayionisation.

* Dr. Herman J. ten Brink VU Medical Center Amsterdam, Niederlande (www.vumc.nl/metabool/index.html)
XI'(http://www.absciex.com/products/mass-spectrometers/qtrap-systems/4000-gtrap-lcmsms-system)
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2. Methode

Abbildung 3: Tandem-MS
Verwendetes Tandem-MS 4000QTRAP® der Firma AB Sciex. AuRerdem abgebildet sind der Autosampler
sowie das HPLC-System.

I. Probenzufihrung

An das Massenspektrometer ist ein Autosampler angeschlossen. Dies ist ein kleiner
Roboter, der nach einem voreingestellten Programm die bendtigte Probenmenge aus der
vorbereiteten Mikrotiterplatte entnimmt und tber ein Hochdruckflissigkeitschromatogra-
fie(HPLC)-System*" in das Massenspektrometer injiziert. Bei der hier verwendeten Me-
thode wurde keine Trennsdule verwendet, sodass im Vorfeld keine chromatografische
Trennung der Lésung erfolgte. Man spricht in diesem Fall von einer Flieinjektionsanalyse
(FIA).

I1. lonen-Erzeugung

Bei der hier verwendeten Elektrosprayionisation wird die Probenldsung durch eine feine
Metallkapillare geleitet, an deren Spitze eine Hochspannung angelegt ist. Dadurch kommt
es zur Verstaubung und Aufladung der Losung. Die Aerosolbildung wird zusétzlich unter-
stitzt durch einen Stickstoff (N2)-Strom (,,Nebulizer Gas*). Es entstehen Nebeltrépfchen,
welche einen Uberschuss an positiver oder negativer Ladung aufweisen. Durch Verdamp-
fung des neutralen Lésungsmittels, unterstutzt durch einen Strom heilen N2, werden die
Tropfchen immer kleiner, wéhrend ihre Oberflachenladung stetig zunimmt. Wird eine
bestimmte Ladungsgrenze, das sogenannte Rayleigh-Limit erreicht, Ubersteigt die
Coulomb-AbstolRung der gleichsinnigen Ladungen die Oberflachenspannung und die
Tropfchen zerfallen in kleinere Tropfchen (Coulomb-Explosion). Zur endgiiltigen Entste-

hung freier lonen gibt es zwei Modellvorstellungen:

XI'HTS PAL der Firma CTC Metabolitics
Xi P C: UFLC prominence der Firma Shimadzu, bestehend aus Controller, zwei Hochdruckgradienten-
pumpen mit Degasser und einem S&ulenofen
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2. Methode

e charged residue model“: Es bleiben nach mehrfacher Wiederholung dieses Prozes-
ses am Ende nur hoch geladene lonen zurtick
e ion evaporation model“: Es kommt schlieflich zum Austritt von lonen aus den

Tropfen in die Gasphase

Der Ubertritt der lonen in die Gasphase findet bei normalem Luftdruck statt. Da die Vor-
gange im Analysatorteil im Hochvakuum stattfinden, werden die lonen nun tber ein Blen-
densystem unter Absaugung von Luft und Lésungsmittelddmpfen in das Massenspektro-
meter Uberfiihrt.3#7# Abbildung 4 zeigt schematisch das Prinzip der Elektrosprayionisati-

on.

O COqumb-Explosion

+

= ' lon evaporatuon
\0 -®

Kapillare

Nebulizer Gas (N,)

f

Desolvation Gas (N,, 280°C) A+
MS-Vacuum

Abbildung 4: Prinzip der Elektrosprayionisation zur Erzeugung freier lonen (ibemommen von

Vogeser)89

Die durch eine Metallkapillare geleitete Probenlésung wird verstaubt und aufgeladen. Durch Verdampfung
des Losungsmittels werden die entstandenen Trofpchen immer Kleiner, wéhrend ihre Oberflachenladung
stetig zunimmt. SchlieRlich Ubersteigt die Abstoung der gleichsinnigen Ladungen die Oberflachenspannung
und die Tropfen zerfallen weiter, bis nur noch freie lonen zurtick bleiben bzw. freie lonen austreten, welche

in das Tandem-MS Uberfiihrt werden.

I11. Massentrennung

In den Quadrupol-Analysatoren erfolgt die lonentrennung durch Ablenkung der verschie-
denen Massen mittels elektrischer Felder. Ein Quadrupol besteht aus vier parallel und
quadratisch zueinander angeordneten Stabelektroden, dabei sind die sich gegeniiberliegen-
den Elektroden elektrisch miteinander verbunden. An diese werden eine variable und

jeweils entgegengesetzte Gleichspannung und eine radiofrequenz-modulierbare Wechsel-
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spannung angelegt. Treten nun die durch eine Spannung beschleunigten lonen in diesen
Quadrupol ein, werden sie durch die anliegende Frequenz in eine spiralférmige Flugbahn
gebracht. Durch eine geeignete Abstimmung der Gleich- und Wechselspannung wird
erreicht, dass nur ein lon einer spezifischen Masse eine stabile Oszillation ausfiihrt und das
Stabsystem durchqueren kann. Die lonen anderer Massen werden zu stark abgelenkt und
seitlich aus dem Quadrupol entfernt. Das hier verwendete Tandem-MS arbeitet mit zwei
hintereinander geschalteten Massenfiltern. Zunéchst wird ein Ion definierter Masse (,,Mut-
ter-Ion*) im ersten Quadrupol selektiert und anschlieBend in eine Kollisionszelle gelenkt.
Beim Zusammenstol? mit dem sich in der Kollisionskammer befindenden Inertgas zerfallen
die lonen auf Grund der Stol3energie in Fragmentionen (,,Tochter-lonen*). Diese werden
im Anschluss einem zweiten Quadrupol-Massenfilter zugeleitet. Hier wird erneut ein

spezifisches lon (Fragment) herausgefiltert und schlieRlich dem Detektor zugefiihrt.3%87-8°

Abbildung 5 illustriert das Prinzip der MS/MS schematisch.

Inertgas
lonenquelle T o
py | N
| .
o) ® O
3 : L4 Cp O
g : L
o | N
H [ ] O
LC-Eluat \ Detektor
Vakuumbereich l

Quadrupol 1 Kollisionszelle ~ Quadrupol 2

v v
Filtern des Molekiil-lons J Filtern der Produkt-lonen

Fragmentation in Produkt-lonen

) Molekiil-lon — @ detektiertes Produkt-lon

Abbildung 5: Prinzip der MS/MS (ibernommen von Vogeser)®®

Selektion von lonen in den Quadrupolen, Bildung von Fragmentionen in der Kollisionskammer und ab-

schlieRende Detektion spezifischer lonen

IV. lonennachweis

Am Ausgang des Analysators befindet sich ein Detektor, auf dem die lonensorten nachei-
nander auftreffen. Ein Sekundarelektronenvervielfacher registriert die Intensitaten der
Entladungsstrome. Die erhaltenen Signale werden digitalisiert und auf dem angeschlosse-

nen Computer gespeichert.®’
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Die Auswertung der Daten erfolgte mit der hierfiir konzipierten Software Analyst®V. Das
Diagramm 2 zeigt beispielhaft ein von Analyst® erzeugtes Massenspektrum fiir Acylcarni-
tine einer Kalibrationsprobe. Aufgetragen ist die gemessene Intensitdt in Abhangigkeit
vom m/z der detektierten Metaboliten. Im dargestellten Beispiel sind deutliche Peaks fiir
die Molmassen 246 (C5), 288 (C8), 372 (C14) und 400 (C16) erkennbar.

o
. 372,6

1,4e6 400,6
>

»§,2e6— 2464 2885 C14\ C16\‘
Cd C8
8065 \ \

6,0e5-

Intensitat [cps]

4,0e5- 167,3

2,0e5

207,3
00 714 1853 50347 2215 2353 Lzss,s 2635 _%1,5 3195 3474 JQS ° 4317
160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

m/z [Da]
Diagramm 2: Beispiel flr ein Massenspektrum einer Kalibrationsprobe

Gemessen wurden die Acylcarnitine C5, C8, C14 und C16.

Die MS/MS ermdglicht es, in weniger als einer Sekunde zwischen einer Vielzahl spezifi-
scher Masseniibergédngen von Mutter- auf Tochter-lonen hin und her zu wechseln, weshalb
gleichzeitig zahlreiche Metaboliten quantifiziert werden kénnen.®® Die Bestimmung der
Acylcarnitine und Acylglycine mit der hier beschriebenen Methode dauert pro aufbereite-

ter Urinprobe lediglich vier Minuten.

2.3.2 Weitere Begrifflichkeiten zur Massenspektrometrie

Beim ,,Multiple Reaction Monitoring* (MRM) Verfahren (Abbildung 6) wird im ersten
Quadrupol ein Mutter-lon selektiert, dieses im zweiten Quadrupol fragmentiert und im

dritten Quadrupol ein charakteristisches Tochter-lon selektiert und bestimmt.

O ‘ y ‘ '
@ °
.. S . B

Abbildung 6: MRM Verfahren (ibernommen von ABSciex)

Fragmentierung eines zuvor selektierten Mutter-lons und Detektion eines Tochter-lons.

XV Apalyst® 1.5.1 der Firma Applied Biosystems
» Mit freundlicher Genehmigung von ABSciex: Abbildung aus Schulungsunterlagen der Firma ABSciex
(http:/lwww.absciex.com/) zum API 2000

27
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Beim ,,Precursor Ion Scan“ Verfahren (Abbildung 7) wird der erste Quadrupol so einge-
stellt, dass die Mutter-lonen zeitlich versetzt den Quadrupol passieren kdnnen. Im zweiten
Quadrupol wird wiederrum fragmentiert und im dritten Quadrupol schlieRlich ein charakte-
ristisches lon selektiert. Dieses Verfahren war mdglich, da sowohl die Acylcarnitine als
auch die Acylglycine das jeweils charakteristische Fragment bilden. Damit ist die Erfas-
sung der jeweiligen ganzen Substanzklasse moglich.

. ° 2
o e
e -0 2 »
N R 5
o—+

A

m,*
<
m,*
47 |

Abbildung 7: Precursor lon Scan Verfahren (abernommen von ABSciex)”

Zeitlich versetzte Fragmentierung von Mutter-lonen und Detektion charakteristischer Tochter-lonen.

2.3.3 Protokoll der programmierten Methode

Die folgende Tabelle 4 stellt die vorgenommenen Einstellungen am Tandem-MS dar. Die
Massenubergéange, die Steuerung des Flusses und die charakteristischen Energien wurden
durch die manuelle Injektion reiner Kalibratoren optimiert. Programmiert wurde eine
Methode flr die Bestimmung der Acylcarnitine und eine separate Methode zur Bestim-
mung der Acylglycine. AulRerdem wurde fur alle auf den internen Standard D9-C5-Glycin
bezogene Metaboliten innerhalb der Methode fiir Acylglycine ein zusétzliches Experiment
programmiert. Dies war notig, da sich herausstellte, dass anderenfalls die unten beschrie-
bene Berechnung der Konzentration mit dem Programm ChemoView™®V fiir diese Me-

taboliten zu falschen Ergebnissen gefiihrt hétte.

xi Software ChemoView™ Von der Firma AB SCIEX, Deutschland
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Tabelle 4: Einstellungen am Tandem-MS

Acylcarnitine Acylglycine D9-C5-Glycin

Analyseverfahren Flow Injection Flow Injection Flow Injection

Scan Typ Precursor lon Precursor lon MRM

Polaritét Positiv Negativ Negativ

Anzahl der Scans 30 56

Q1 Massenbereich | m/z 160 — 450 m/z 100 — 430 m/z 166,9

Q3 Precursor lon m/z 85 m/z 74 m/z 75

Kapillarspannung 5500 V -4500 V -4500 V

Kollisionsgas N2 N2 N2

Spiillésung H,O & CH4O H>O & CH.,O H,O & CH40

Dpxvii 49-60V (-45) — (-110) V (-70) V

CEwii 26 -57V (-14) - (-58) V (-18) V

CXpix 6-14V (-5) - (-11) V -3)V

Injektionsvolumen | 20 pl 20 pl 20 pl

Laufmittel Chromsystems** Chromsystems™ Chromsystems**

Flussrate Beginn 200p1/min Beginn 200pl/min Beginn 200pl/min
nach 0,5 Min 60pl/min nach 0,5 Min 60pl/min nach 0,5 Min 60ul/min
nach 0,8 Min 200ul/min | nach 0,8 Min 200ul/min | nach 0,8 Min 200ul/min

2.4 Auswertung der Messdaten
2.4.1 Kalibrierung

Die Empfindlichkeit des Massenspektrometers, das heif3t die ermittelte Peakhthe in Ab-
hangigkeit von der eingesetzten Substanzmenge, variierte fir die verschiedenen Metaboli-
ten. So war bei gleichen urspriinglichen Konzentrationen zum Beispiel die Peakh6he im
Massenspektrum von C5G im Vergleich zu C5:1G bis zu 30 Mal hoher. Obwohl beide

Substanzen die gleiche Kettenldange besitzen, ionisierte C5:1G aufgrund der Doppelbin-

i Declustering Potential

i Collision Energy

Xix Cell Extrance Potential

* Kitbestandteil des Kits zur Bestimmung von Aminosduren und Acylcarnitinen mittels LC-MS/MS von
Chromsystems Heimburgstrale 3 81243 Miinchen Bestellnummer: REF 55001
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dung um ein Vielfaches schlechter. Daher war es notig, fur jeden zu untersuchenden Meta-
boliten mit entsprechenden Reinsubstanzen eine Kalibrationsfunktion zu erstellen. Die
Steigung der ermittelten Kalibrationsfunktion gab dabei die Empfindlichkeit an.8” Es er-
folgte eine dreimalige Erstellung entsprechender Kalibrierungskurven. Daflir wurden
Losungen mit verschiedenen Reinsubstanzen™ in den Konzentrationen 40umol/l,
80pmol/l, 120umol/I, 160umol/l und 200umol/l hergestellt. Die verwendeten Reinsubstan-

zen und das jeweils verwendete Losungsmittel finden sich in Tabelle 5.

Tabelle 5: Losungsmittel und Reinsubstanzen der Kalibrierung

Substanz | C2G|C3G|C5:1G| C5G |C6G|C8DCG| C14G |C18:1G |
Losungsmittel | HzO | HzO | H20 |CoHsO|H0| H:0 | C2HeO| CoHeO |

Substanz | P-C3G | C4G | C7G | co|c2| c8 | c5 | c14 | C16

Lésungsmittel | C2HeO | C2HeO | C2HsO | H20 | Hz0 | CH2O | CH4O | CH4O | CH4O
(C2HsO = Ethanol)

Die Aufarbeitung entsprach der blichen Aufarbeitung fir das Tandem-MS mit der Aus-
nahme, dass statt der 20ul Urin die Zugabe von 20pl des jeweiligen Losungsmittels erfolg-
te. Der Mittelwert aller drei grafisch ermittelten Steigungen wurde als MaR fir die Emp-
findlichkeit gewahlt. Im Folgenden wurde dieser Wert als ,,Response Faktor* bezeichnet.
Die berechneten und im Weiteren angewendeten Response Faktoren sind Tabelle 6 zu
entnehmen. Flr einige Metaboliten waren keine Reinsubstanzen vorhanden und somit
keine Ermittlung eigener Kalibrationsfunktionen moglich. Fur diese Metaboliten wurde der

Response Faktor eins angenommen.

Das folgende Diagramm 3 gibt exemplarisch zwei erstellte Kalibrationsfunktionen wieder.

X Alle Substanzen bezogen von Sigma-Aldrich (www.sigmaaldrich.com) und Dr. Herman J. ten Brink VU
Medical Center Amsterdam, Niederlande (www.vumc.nl/metabool/index.html), sowie von BACHEM
(http://shop.bachem.com/ep6sf/). Genaue Zuordnung s. Tabelle 6
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C5:1G Cs5G

9 300
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Diagramm 3: Kalibrationsfunktionen
Geringere Empfindlichkeit des Tandem-MS bei der Detektion von C5:1G (y=0,041x) im Vergleich zu C5G
(y=1,205Xx).

2.4.2 Konzentrationsbestimmung

Vor der Analyse wurde jeder Probe eine bekannte Konzentration eines internen Standards
zugesetzt. In dieser Arbeit kamen deuterierte Analoga der jeweiligen Metaboliten zur
Anwendung. Die ermittelten Peakhdhen der gesuchten Metaboliten wurden in Relation zu
den Peakhohen der internen Standards gesetzt. Da die Konzentration des jeweiligen inter-
nen Standards bekannt war, konnte aus dem Flachenguotienten des Analystensignals zum
internen Standard die gesuchte Konzentration errechnet werden.®*® War kein eigener
stabilisotopenmarkierter Standard fiir den Metaboliten vorhanden, so wurde der Standard
verwendet, dessen molekulare Masse der des Metaboliten am ndchsten kam. Die Konzent-
rationsbestimmung erfolgte mit der Software ChemoView™®, Nach entsprechender Pro-
grammierung berechnete diese Software aus den von Analyst® erstellten Massenspektren
die Konzentrationen der gesuchten Metaboliten. Die gesuchten Konzentrationen konnten
dann einer entsprechenden Tabelle entnommen werden. Tabelle 6 zeigt alle in Chemo-
View™® programmierten zu analysierenden Substanzen, deren verwendeten Abkiirzun-
gen, deren Zuordnung zu den jeweiligen internen Standards, sowie deren Molmassen und

den jeweiligen Response Faktor. Die Molmassen wurden der Human Metabolome Data-
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base™ ! entnommen oder selbst berechnet. Zudem sind die entsprechenden Konzentrationen

der internen Standards zu entnehmen. In einigen Féllen konnte aufgrund der gleichen

Molmasse zweier unterschiedlicher Acylcarnitine nicht zwischen diesen unterschieden

werden. Die Konzentration dieser isobaren Verbindungen wurde folglich als Summe der

entsprechenden Mengen beider Metaboliten erfasst. Daher sind diese Isobare auch in Ta-

belle 6 als Summe abgebildet. Zu Bedenken ist, dass auch andere hier nicht ausdrucklich

erwahnte Isobare mit erfasst werden konnten.

Tabelle 6:  Programmierung ChemoView™®
o 2| 8|,
N c = v O o < | %
S E S £ | £E| 5|
? < = | o | 2lalg
| &
Carnitin CoO 162,1 |D9-CO 0,353 10,99 | SA
Acetylcarnitin C2 204,1 |D3-C2 1,57 (0,87 |SA
Propionylcarnitin C3 218,1 |D3-C3 0,042 |1 X
Butyrylcarnitin C4 232,1 |D3-C4 0,019 |1 X
Hydroxybutyrylcarnitin C40H +
+)|/\/Ialor)1/ylcgrr¥tin C3DC el e
Isovalerylcarnitin C5 246,2 |D9-C5 0,022 {0,69 |H
Tiglylcarnitin C5:1 244,2 | D9-C5 0,022 |1 X
Glutarylcarnitin C5DC +
+Hyd¥oxyhexan0ylcarnitin C60H Bifgd | DiHeEDie L) & S
3-Hydroxyisovalerylcarnitin C50H +
+M)(/ethylr¥alonylca){rnitin C4DC el ez |8 X
Hexanoylcarnitin C6 260,2 |D3-C6 0,019 |1 X
Adipylcarnitin CeDC 290,2 |D6-C5DC 0,017 |1 X
Octanoylcarnitin C8 288,0 |D3-C8 0,02 |0,62H
Octenoylcarnitin C8:1 286,2 |D3-C8 0,02 |1 X
Decanoylcarnitin C10 316,2 |D3-C10 0,021 |1 X
Decenoylcarnitin C10:1 314,2 |D3-C10 0,021 |1 X
Hydroxydecenoylcarnitin C10:10H 330,3 |D3-C10 0,021 |1 X
Decadienoylcarnitin C10:2 312,2 |D3-C10 0,021 |1 X
Dodecanoylcarnitin C12 344,3 |D3-C12 0,02 |1 X

i Sjehe http://www.hmdb.ca/

xidil K onzentration des internen Standards in pmol/I

xiv Hersteller von dem die Reinsubstanz bezogen wurde.

SA: Sigma-Aldrich (www.sigmaaldrich.com)
H: Dr. Herman J. Brink VU Medical Center Amsterdam, NL (www.vumc.nl/metabool/index.html)
B: Bachem (http://shop.bachem.com/ep6sf/)
X: keine Reinsubstanz vorhanden gewesen
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Dodecenoylcarnitin Cl2:1 342,3 |D3-C12 0,02 |1 X
Hydroxydodecenoylcarnitin C12:10H 358,3 |D3-C12 0,02 |1 X
Hydroxydodecanoylcarnitin C120H 360,3 |D3-C12 0,02 |1 X
Myristoylcarnitin Cl14 372,3 |D3-Cl4 0,018 {0,54 |H
Tetradecenoylcarnitin Cl4:1 370,3 |D3-C14 0,018 |1 X
Hydroxytetradecenoylcarnitin C14:10H 386,3 |D3-Cl4 0,018 |1 X
Tetradecadienoylcarnitin Cl4:2 368,3 |D3-C14 0,018 |1 X
Hydroxytetradecanoylcarnitin C140H 388,3 |D3-C14 0,018 |1 X
Palmitoylcarnitin C16 400,3 |D3-C16 0,037 10,59 |H
Hexadecenoylcarnitin Cl16:1 398,3 |D3-Cl6 0,037 |1 X
Hydroxyhexadecenoylcarnitin C16:10H |414,3 |D3-Cl16 0,037 |1 X
Hydroxyhexadecanoylcarnitin C160H 416,3 |D3-C16 0,037 |1 X
Stearoylcarnitin C18 428,3 |D3-C18 0,33 |1 X
Octadecenoylcarnitin C18:1 426,3 |D3-C18 0,033 |1 X
Hydroxyoctadecenoylcarnitin C18:10H |442,4 |D3-C18 0,033 |1 X
Octadecadienoylcarnitin C18:2 4244 |D3-C18 0,033 |1 X
Hydroxyoctadecadienoylcarnitin  |C18:20H |440,4 |D3-C18 0,033 |1 X
Hydroxyoctadecanoylcarnitin C180H 4444 |D3-C18 0,033 |1 X
Hydroxymethylglutarylcarnitin HMG 306,3 |D6-C5DC 0,017 |1 X
Acetylglycin C2G 116 D3-C3G 5 |08 |H
Phenylacetylglycin P-C2G 192 D3-C6G 5 |1 X
Propionylglycin C3G 130,1 |D3-C3G 5 10,97 |H
Phenylpropionylglycin P-C3G 206 D3-C6G 5 |0,83|H
Isobutyrylglycin CAG 144 D3-C3G 5 |0,83|H
Hydroxybutyrylglycin C40HG 160 D9-C5G 5 |1 X
Tiglylglycin C5:1G 156,1 |D9-C5G 5 |0,04H
Glutarylglycin C5DCG 188 D9-C5G 5 |1 X
Isovalerylglycin C5G 158,1 |D9-C5G 5 [1,18 |H
Hydroxyvalerylglycin C50HG 174 D9-C5G 5 |1 X
Hexanoylglycin C6G 172,1 |D3-C6G 5 (0,97 |H
Heptenoylglycin C7:1G 184 D3-C6G 5 |1 X
Heptanoylglycin C7G 186 D3-C6G 5 [1,12|H
Suberylglycin C8DCG 230,1 |D3-C12G 5 |055|H
7-Hydroxyoctanoylglycin C8OHG 216 D3-C12G 5 |1 X
Myristoylglycin C14G 284,4 |D3-C12G 5 (09 |B
Oleoylglycin C18:1G 338,3 |D3-C12G 5 |091|SA
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2.5 Analysen zur Methodenvalidierung

Nachweisgrenze

Um zu bestimmen, in welchem Konzentrationsbereich die hier angewandte Methode zu-
verlassig misst, wurde das ,,Limit of Detection* (LOD) bestimmt. Diese Nachweisgrenze
ist definiert als die kleinstmdgliche Menge eines Metaboliten, die vom Hintergrundrau-
schen zu unterscheiden ist. Im Allgemeinen ist hierunter die Konzentration eines Metaboli-
ten zu verstehen, deren Signal im Massenspektrum einen dreimal hoheren Peak ergibt als
die Peakhohe des zu detektierenden Hintergrundrauschens eines Leerwertes.®t Zur Be-
stimmung des LOD wurden Verdiinnungsreihen der angesetzten Kalibrierungslésungen in
den Konzentrationen 5uM, 4uM, 3uM, 2uM, 1uM, 0,5uM, 0,4uM, 0,3uM, 0,2uM und
0,1uM hergestellt, analysiert und die erhaltenen Massenspektren mit der Software Ana-

lyst® ausgewertet.

Matrixeffekt

Der Matrixeffekt ist die direkte oder indirekte Beeinflussung oder Verfalschung der Mess-
ergebnisse durch in der Probe vorkommende interferierende Metaboliten.®> Ohne Matrixef-
fekt ist die vorher eingewogene Konzentration einer Substanz in jedem Untersuchungsme-
dium in gleicher Hohe zu messen. Eruiert wurde ein moglicher Matrixeffekt der Untersu-
chungsmatrix Urin. Erstellt wurden hierfiir je drei Messreihen von Urinproben dreier ver-
schiedener gesunder Probanden, welche mit den Reinsubstanzen (s. Tabelle 5) auf
40umol/l aufgestockt wurden. Anschlieend erfolgte ein Vergleich mit den detektierten
Konzentrationen der entsprechenden Kalibrierungsreihe bei 40umol/l in den jeweiligen
Kalibrierungsmatrices H.O, CH4O oder C2HeO (s. Tabelle 5). Pro Metabolit wurden je
neun Messwerten im Urin korrespondierende Messwerte der Kalibrierungsreihe gegen-
ubergestellt. Mit Hilfe des t-Tests fiir unabh&ngige Stichproben erfolgte ein Vergleich der
detektierten Konzentrationen auf signifikante Unterschiede. Bei einem nicht signifikanten

Testergebnis ist davon auszugehen, dass der Matrixeffekt vernachléssigbar ist.

Préazision der Messungen

Variationskoeffizienten (CV) geben an, mit welchem zufélligen Fehler eine Methode
behaftet misst. Um die Prézision der Messung innerhalb eines Versuchs zu ermitteln,
wurde zehnmal dieselbe Probe in einem Versuchsdurchlauf analysiert. Eine Untersuchung
derselben Probe an zehn unterschiedlichen Tagen diente der Bestimmung der erreichbaren

Reproduzierbarkeit von Test zu Test. Beide Testungen erfolgten fur drei unabhangige
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Urinproben, die mit den Reinsubstanzen der Kalibrierung (s. Tabelle 5) auf die Konzentra-
tionen 4pumol/l und 20pmol/l aufgestockt wurden. Die jeweiligen CV berechneten sich aus
dem Mittelwert aller bestimmten Konzentrationen dividiert durch die Standardabweichung

und wurden in Prozent angegeben. Die CV sollten nicht gréRer als 15% sein.®?

2.6 Statistische Auswertung
2.6.1 Allgemeine Begrifflichkeiten zur Statistik

Sensitivitat

Die Empfindlichkeit eines Testverfahrens wird durch die Sensitivitat wiedergegeben. Unter
dieser ist die Wahrscheinlichkeit flr einen positiven Test unter den tatséchlich Kranken zu

verstehen. Sie wird berechnet, indem die Zahl der Erkrankten mit positivem Test durch die

Gesamtzahl der Erkrankten dividiert wird.%3%4

Spezifitat

Die Spezifitat steht fur die Treffsicherheit des Testverfahrens, Gesunde richtig zu erken-
nen. Sie gibt die Wahrscheinlichkeit fiir einen negativen Test unter den tatsachlich Gesun-
den an. Diese wird berechnet, indem die Zahl der Gesunden mit negativem Test durch die

Gesamtzahl der Gesunden dividiert wird.%3%

Schwellenwert

Bei stetigen Merkmalen ist fir die binédre Testentscheidung, ob ein Test positiv im Sinne
von krank oder negativ im Sinne von gesund ausfallt, eine TrenngréfRe notwendig. Dieser
Schwellenwert trennt den pathologischen vom physiologischen Bereich. Die erhobenen
Messwerte werden mit diesem Schwellenwert verglichen. Ist der Messwert groRer oder
gleich dem entsprechenden Schwellenwert, wird von einem positiven, anderenfalls von

einem negativen Befund gesprochen.®

Beziehung zwischen Sensitivitat und Spezifitat

Je hoher die Sensitivitat ausféllt, desto geringer ist die Spezifitat. Liegt eine schwerwie-
gende aber behandelbare Erkrankung vor und koénnen falsch positive Befunde mit an-
nehmbarem Aufwand und akzeptabler Belastung geklart werden, ist eine hohe Sensitivitat
anzustreben. Spezifische Tests sind zur Bestatigung einer Diagnose hilfreich und sind
anzustreben, wenn falsch positive Ergebnisse physische, emotionale und finanzielle Belas-

tung bedeuten und keine erfolgsversprechende Therapie bekannt ist.%>% Ziel dieser Arbeit
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soll ein Kompromiss aus hoher Sensitivitat und moéglichst hoher Spezifitat des Testverfah-
rens sein.

Signifikanz
Das Signifikanzniveau fur alle durchgefuhrten Analysen wurde auf kleiner 0,05 (p < 0,05)

festgelegt.

2.6.2 Angewendete Testverfahren

Receiver Operating Characteristic (ROC)-Kurven

ROC-Kurven vermitteln einen bildlichen Eindruck der Uberlegenheit eines Tests gegen-
uber der Zufallsdiagnose zur Differenzierung zwischen gesunden und kranken Probanden.
Hierzu werden die Werte fur die Sensitivitat Uber die Werte der Gegenwahrscheinlichkeit
der Spezifitat (1-Spezifitat) abgetragen. Dabei korreliert die Testgenauigkeit mit der Flache
unter der Kurve (,,area under the curve” (AUC)). Betrdgt die Flache 0,5, ist der Test nicht
besser als die zufallige Zuweisung ,,krank* oder ,,gesund*, siche Abbildung 8 links. Fla-
chenanteile groRer als 0,9 gelten als ausgezeichnet, Flachen zwischen 0,8 und 0,9 als gut
und zwischen 0,7 und 0,8 als noch akzeptabel. Bei Flachen von eins, rechts in Abbildung 8

dargestellt, sind falsche Befunde ausgeschlossen. 939

03 05

Sensitivitat
°
>

Sensitivitdt
o
=

Sensitivitdt

AUC: 0,5 J AUC: 0,8 AUC: 1,0

T T T T T T T T T T T T
00 02 04 08 08 10 00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 10
1 - Spezifitit 1 - Spezifitit 1 - Spezifitat

Abbildung 8: Prinzipdarstellung zur Auswertung von ROC-Kurven

Ist AUC >0,8 kann ein Test gut zwischen Kranken und Gesunden unterschieden.

Mit Hilfe von ROC-Kurven wurden fiir die einzelnen Erkrankungen die charakteristischen

Metaboliten sowie deren zugehdrigen Schwellenwerte ermittelt.

Weitere angewandte Testverfahren und verwendete Software

Zur Uberpriifung altersspezifischer und geschlechtsspezifischer Unterschiede in der Aus-
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scheidung der Metaboliten kam der nichtparametrische Rangsummentest von Mann-
Whitney-U zur Anwendung.®” Mit Hilfe von Kreuztabellen® erfolgte die Berechnung der
Sensitivitdten und Spezifitaten fur verschiedene Parameterkombinationen charakteristi-
scher Metaboliten. Zur Berechnung des Matrixeffektes wurde der der t-Test fir unabhén-
gige Stichproben®” verwendet. Im Prinzip erfullten die beiden groRen Patientengruppen
MCADD und MMA ebenfalls alle Voraussetzungen zur Durchfiihrung einer logistischen
Regressionsanalyse. Allerdings stellte sich heraus, dass die Ergebnisse, die mit den ROC-
Kurven ermittelt wurden, aufgrund der Varianz der Parameter valider waren, sodass dieses

Verfahren nicht weiter zur Anwendung kam.

ChemoView™® erstellte eine Tabelle mit den berechneten Konzentrationen in pumol/l der
jeweils gesuchten Metaboliten. Um die gefundenen Konzentrationen der verschiedenen
Urinproben vergleichbar zu machen, war eine unabhangige GroRe nétig. Daher wurden die
Konzentrationen in mmol/mol Kreatinin umgerechnet.’® Diese und einige weitere Berech-
nungen wurden mit Microsoft Excel®™ durchgefihrt. Die statistische Auswertung erfolgte
mit dem Statistikprogramm SPSS® Version 19 der Firma IBM.

*XV Deutsche Version von Microsoft Excel 2010
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3. Ergebnisse

3 Ergebnisse
3.1 Methodenvalidierung

Nachweisgrenze

Liegt die detektierte Konzentration eines Metaboliten oberhalb des LOD der Reinsubstanz
dieses Metaboliten, so ist die Messung valide. Je geringer die Konzentration eines Metabo-
liten in der Untersuchungsprobe ist und je weiter diese Konzentration unterhalb des be-
stimmten LOD liegt, desto weniger genau ist diese mit der angewendeten Methode zu

messen. Die im Einzelnen ermittelten Nachweisgrenzen sind Tabelle 7 zu entnehmen.

Tabelle 7: LOD der untersuchten Reinsubstanzen

V) O
ol 9 = 0|0
Q | 3| O O] Q| &| O Q| 2| Q| x| ©
Lo — Y N~ N (ap] — <t (o] Lo (0] i i [e0) Lo N o
®) ) o ) ®) ) ®) ) O[O] O O ) O[O0 0O]| O
01101]01]01]02|02]02|02]03]1(1]02]|02]|04 2|3
Nachweisgrenze in pmol/l
Matrixeffekt

Fur die Gruppe der Acylcarnitine war der durchgefiihrte t-Test auf Unterschiede der
Messwerte in der Matrix Urin und in der Matrix H>O beziehungsweise CH4O fir alle
untersuchten Standardsubstanzen nicht signifikant. Fir die Gruppe der Acylglycine war
der t-Test nicht signifikant fur die Substanzen C2G, C3G, C5:1G und C8DCG. Ein signifi-
kantes Testergebnis ergab sich hingegen fir die Substanzen C6G, P-C3G, C14G, C18:1G,
C5G, C4G und C7G.

Prazision der Messungen

Die CV im selben Versuchsdurchlauf schwankten zwischen 2% und 15%, wobei sich nur
fur einen der sechs erhobenen CV der Substanz C16 (Urin 1 mit der Konzentration
4umol/l) ein Wert von 15% ergab und alle tibrigen CV deutlich kleiner waren. Die CV fur
die Testung an zehn unterschiedlichen Tagen sind Tabelle 8 zu entnehmen. CV > 20% sind

grau hinterlegt.
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3. Ergebnisse

Tabelle 8: CV in Prozent der Testungen an zehn unterschiedlichen Tagen

)
£ lkemertion 3|3 8 3135121518181 213 2] 2[ 2|83
o OlOlolm|lolo]o 8 O|JO|O | o
[umol/l] O O
1 4 11] 9| 10] 12| 16| 27| 9] 18| 10| 10] 13] 20| 10} 8| 8| 18| 8
1 20 111 7] 10 9| 12| 15| 21 18] 7| 7| 7| 121 7| 5] 6] 15| 6
2 4 13| 9| 14| 8| 15| 20| 11| 24| 7| 11| 8| 24| 10} 7| 12| 8| 13
2 20 19| 16| 14| 15| 21] 20| 9| 11| 5| 6| 11] 131 8 7] 71 9| 6
3 4 12| 14| 18| 14] 23| 25| 9| 8| 7| 14| 11] 12| 7| 11} 11| 12| 8
3 20 201 16] 21| 19| 20 21f 15| 17| 9 8| 9 8| 5| 6] 7| 14| 11

3.2 Normalbefunde

3.2.1 Referenzwerte

Aus den erhobenen Daten aller stoffwechselgesunden Probanden wurden Referenzwerte
ermittelt. Da es sich bei den Messwerten um nichtnormalverteilte Daten handelte, wurde
hierflir als oberer Cut off die 97,5. Perzentile gewéhlt. Diese Darstellung ist eine gangige
Methode.®® Fiir die Diagnostik spielte der untere Cut off (z.B. die 3. Perzentile) keine
Rolle, daher wurden als Referenzwerte lediglich die 97,5. Perzentilen errechnet. Die ermit-

telten Referenzwerte der jeweiligen Metaboliten sind Tabelle 9 zu entnehmen.
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3. Ergebnisse

Tabelle 9: Referenzwerte (oberer Cut off) der untersuchten Metaboliten im Urin

Acylcamitine Acylcarnitine Acylglycine
Cco 67,7 C40H+C3DC 047 C51G 488
C2 34,3 C141 0,43 C2G 23,0
cs1 3,88 C12 0,42 C40HG 169
C4 3,69 Ci4 0,32 P-C2G 537
C5 2,95 C120H 0,29 C5G 4,66
ceDC 2,69 C121 0,28 Cr1G 423
C5DC+C60H 2,20 C14:10H 0,17 C4G 3,82
C10:2 2,16 C14:2 0,15 C3G 2,50
C3 1,80 C160H 0,14 C6G 2,28
C50H+C4DC 1,20 C140H 0,13 C50HG 192
C51 1,02 Ci16:1 0,12 C5DCG 151
C8 0,97 C16:10H 0,20 C8DCG 1,02
c101 0,82 C18 0,10 C80OHG 053
HMG 0,78 Ci181 0,10 C7G 0,39
C12:10H 0,66 C18:20H 0,10 P-C3G 034
C10 0,62 C18:2 0,09 C14G 0,30
Ci16 0,61 C18:10H 0,09 C181G 0,15
C10:10H 0,52 C180H 0,07

C6 0,52

= 97,5. Perzentile der detektierten Konzentration [mmol/mol Kreatinin]

3.2.2 Alters- und geschlechtsspezifische Unterschiede

Es ergaben sich signifikante Altersunterschiede im Ausscheidungsprofil fur viele Parame-
ter zwischen den Altersgruppen I-111. Zwischen den Altersgruppen 1VV-V zeigten sich nur
fur einige wenige Parameter signifikante Unterschiede, sodass diese Gruppen zu einer
Gruppe zusammengefasst wurden. Der Einfluss des Alters auf die ermittelten Referenz-

werte ist beispielhaft den Diagrammen 4 und 5 zu entnehmen.
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_ 4,50 -
£
£ 4,00 -
3
S ® 3,50 -
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s mC10
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§ 0,50 -
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Altersgruppen

Diagramm 4: Altersunterschiede im Ausscheidungsprofil der Acylcarnitine
Beispiel fur die Altersabhangigkeit der Ausscheidung anhand der Acylcarnitine C3, C5 und C10

£ 10,00 -
g
X2 800 -
Eg
28 600
Ew = C3G
<5
S 4,00 - P-C2G
= o
£° = C5DCG
g 2,00 -
c
(=]
X
0,00 -

< 1 Monat > 1 Monat > 2 Jahre > 5 Jahre
< 2 Jahre <5 Jahre

Altersgruppen

Diagramm 5: Altersunterschiede im Ausscheidungsprofil der Acylglycine
Beispiel fur die Altersabhéngigkeit der Ausscheidung anhand der Acylglycine C3G, P-C2G und C5DCG

Hier ist zu sehen, dass die Referenzwerte fir die gemessenen Metaboliten bei Probanden
< 2 Jahre tendenziell héher waren als die bei Probanden > 2 Jahre.

Eine Zusammenstellung der 97,5. Perzentilen der gemessenen Konzentrationen in
mmol/mol Kreatinin in Abhéngigkeit vom Alter fiir die einzelnen Metaboliten findet sich
in Tabelle 10.
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Tabelle 10:  97,5. Perzentile der altersabhéngigen Ausscheidung

a) b)
<1 Monat ilz ﬁ?ﬁ:‘; f ; jz:::: >5 Jahre <1 Monat i;?;“rf iz_) j::::: >5 Jahre
[mmol/mol Kreatinin] [mmol/mol Kreatinin]

Cco 67,32 93,85 45,75 47,79 C2G 28,25 25,36 22,07 15,48
Cc2 31,77 36,31 16,60 60,51 P-C2G 5,16 6,00 6,64 3,52
C3 2,24 2,56 1,06 1,56 C3G 10,34 3,05 1,30 1,60
c4 131 4,23 3,66 2,85 P-C3G 0,35 0,32 0,32 3,90
C40H+C3DC 0,48 0,56 0,32 0,80 C4G 2,54 3,96 431 411
C5 4,19 3,99 2,24 1,94 C40HG 28,27 20,70 12,92 16,23
C5:1 121 121 0,95 0,83 C5:1G 39,64 57,13 136,14 35,85
C5DC+C60H 221 2,75 2,27 2,15 C5DCG 1,65 2,00 0,95 1,00
C50H+C4DC 1,47 1,22 1,27 0,76 C5G 2,53 6,75 545 3,08
C6 0,52 0,54 0,45 0,76 C50HG 1,35 1,97 2,08 1,88
C6DC 342 2,99 1,94 1,80 C6G 1,96 361 231 5,15
c8 1,68 1,17 0,88 0,50 C7:1G 3,25 7,04 4,86 2,13
c8:1 2,74 5,82 4,08 2,87 C7G 0,45 0,47 0,32 0,49
C10 0,64 0,81 0,38 0,38 C8DCG 1,40 1,66 0,75 2,74
C10:1 0,52 1,17 0,80 0,68 C8OHG 0,46 0,60 0,51 0,62
C10:10H 0,61 0,63 0,49 0,36 Cl14G 0,28 0,33 0,27 0,26
C10:2 0,46 1,02 5,01 1,33 C18:1G 0,11 0,16 0,18 0,12
C12 0,52 0,52 0,35 0,29

C12:1 0,25 0,38 0,32 0,26

C12:10H 0,74 0,71 0,73 0,50

C120H 0,50 0,31 0,18 0,16

C14 0,39 0,35 0,28 0,27

C14:1 0,69 0,44 041 0,30

C14:10H 0,16 0,19 0,21 0,15

C14:2 0,20 0,16 0,11 0,11

C140H 0,14 0,15 0,13 0,12

C16 0,72 0,70 0,60 0,51

Ci16:1 0,16 0,15 0,11 0,11

C16:10H 0,18 0,12 0,08 0,08

C160H 0,19 0,15 0,13 0,12

C18 0,12 0,10 0,10 0,07

Cc18:1 0,12 0,10 0,10 0,07

C18:10H 0,09 0,11 0,08 0,08

C18:2 0,10 0,09 0,13 0,08

C18:20H 0,11 0,10 0,11 0,10

C180H 0,12 0,07 0,05 0,06

HMG 0,67 1,00 0,71 0,49

Es lieRen sich keine signifikanten geschlechtsspezifischen Unterschiede feststellen.

Die Diagramme 6 und 7 zeigen Normalbefunde eines Acylcarnitin- und Acylglycinprofils
eines zufallig ausgewahlten stoffwechselgesunden Probanden zum Vergleich mit den im

Weiteren aufgefiihrten Detektionsproflilen der Patientenproben.
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Diagramm 6: Acylcarnitinprofil eines gesunden Probanden

Aufgetragen ist die gemessene Intensitét in Abhangigkeit vom m/z der detektierbaren Metaboliten
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Diagramm 7: Acylglycinprofil eines gesunden Probanden

Aufgetragen ist die gemessene Intensitat in Abhangigkeit vom m/z der detektierbaren Metaboliten
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3.3 Untersuchte Stoffwechseldefekte

Nachfolgend wird auf die Stoffwechseldefekte eingegangen, dabei soll die angewandte
Vorgehensweise am Beispiel des MCADD exemplarisch erlautert werden. Die Handha-
bung war fir alle Stoffwechseldefekte analog, sodass im Weiteren die Ergebnisse ohne

Erklarung des VVorgehens présentiert werden.

3.3.1 Mittelkettiger Acyl-CoA-Dehydrogenase Defekt

Zu Beginn erfolgte die Betrachtung exemplarischer Acylcarnitin- und Acylglycinprofile
eines zufallig ausgewahlten Patienten mit MCADD, welche den Diagrammen 8 und 9 zu
entnehmen sind. Die Profile wurden den Detektionsprofilen eines Gesunden (s. Diagram-
me 6 und 7) gegentbergestellt. Die sich im direkten Vergleich erhoht zeigenden Peaks
wurden mit Pfeilen markiert und entsprechend beschriftet. Die Profile geben einen ersten
Eindruck darlber, welche Metaboliten fir den MCADD eine erhohte Ausscheidung im

Urin aufwiesen.
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Diagramm 8: Acylcarnitinprofil eines Patienten mit MCADD

Die Acylcarnitine C0O, C2, C3, C6 und C8 sind gegeniiber einem Stoffwechselgesunden in erhéhter Intensitat
detektierbar.
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Diagramm 9: Acylglycinprofil eines Patienten mit MCADD.

Intensitat [cps]

C80HG C8DCG

317,3

P—

Die Acylglycine C6G, C7G, P-C3G, C8OHG und C8DCG sind gegeniiber einem Stoffwechselgesunden in

erhohter Intensitat detektierbar.

Zur weiteren statistischen Auswertung wurden ROC-Kurven angefertigt. Diese verglichen
die Patientengruppe mit MCADD mit der Gruppe der stoffwechselgesunden Probanden. In
einem Koordinatensystem wurden flr verschiedene Schwellenwerte die sich ergebenden
Sensitivitatswerte und die Werte flir die Gegenwahrscheinlichkeit der Spezifitét
(1-Spezifitatswerte) aufgetragen. Das Diagramm 10 gibt diese ROC-Kurven und die jewei-
ligen Werte flr die AUC wieder.
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Diagramm 10: ROC-Kurven zur Unterscheidung Gesunder von an MCADD Erkrankten
Dargestellt sind die ROC-Kurven sowie die Werte fir die AUC. Aufgefiihrt sind alle Metaboliten, fir die
sich Flachenanteile > 0,8 ergaben und die somit gut geeignet waren zur Differenzierung zwischen gesunden

und kranken Probanden.

Fur alle Parameter, fiir die sich in den ROC-Kurven ein Wert flr die AUC von 0,8 oder
grolRer ergab und die somit geeignet zur Unterscheidung zwischen erkrankt und gesund
waren, wurden verschiedene Schwellenwertkonzentrationen in mmol/mol Kreatinin be-
stimmt. Zusammengestellt wurden aus allen ermittelten Schwellenwerten in Diagramm 11
alle jene, welche am geeignetsten schienen, den MCADD mit ausreichender Treffsicher-
heit zu diagnostizieren. Angegeben ist, mit welcher Sensitivitat beziehungsweise Spezifitét
bei gegebenem Schwellenwert ein Patient mit MCADD richtig identifiziert wurde.
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Diagramm 11: Empfindlichkeit der Detektion von Patienten mit MCADD

Waren die angegebenen Metaboliten im Urin in einer Konzentration > des angegeben Schwellenwertes zu
detektieren, so konnte die Diagnose MCADD mit der dargestellten Spezifitdt bzw. Sensitivitat gestellt

werden.

Zur Optimierung der Diagnosekonfirmation wurden im Anschluss verschiedene Parame-
terkombinationen empirisch ermittelt. Die sich im Sinne eines Kompromisses aus mdog-
lichst hoher Sensitivitat und moglichst hoher Spezifitat besonders zu eignenden Kombina-
tionen sind in Diagramm 12 dargestellt. Gemessene Konzentrationen grofier oder gleich
des Schwellenwertes galten als pathologisch. Treffen alle Bedingungen der Parameter-
kombination zu, wurde die Urinprobe mit der angegebenen Sensitivitat beziehungsweise
Spezifitat als Urinprobe eines Patienten mit MCADD diagnostiziert.
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S 822%
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Diagramm 12: Optimierung der Diagnostik des MCADD
Kombination aus C8, C8DCG, C7G, C6G, C80HG, C6, P-C3G, C50HG, C10:1

Verknupfung der Parameter mit den Bedingungen ,,und* (a) sowie ,,oder* (v). Gemessene Konzentrationen >
der festgesetzten Schwellenwerte aller in einer Parameterkombination genannten Metaboliten lieBen die
Diagnose MCADD mit der dargestellten Spezifitat (oberer Balken) bzw. Sensitivitat (unterer Balken) zu.

3.3.2 Methylmalonazidurie

Die Diagramme 13 und 14 geben exemplarisch Acylcarnitin- und Acylglycinprofile eines

zufallig ausgewahlten Patienten mit der Erkrankung MMA wieder.

48



3. Ergebnisse

9,95

9,55
9,0e5
8,55
8,0e5
7,55
7,065
6,565
6,0e5
5,55
5,0e51

4,565

Intensitat [cps]

40651
35657
3,065
2565
2,0e5

1,565
2044

2073
1864 '\/(2213/2325
M . . Ao

10e5 1674
5,064 714

oot

C50H+C4DC

2987
403,6

2623
2566, 20914 3195 474 3737 fL
Y P A A I8 ﬂm

160 180 200 220 210

300 20 30 360 380 400 420

m/z [Da]

260 280

Diagramm 13: Acylcarnitinprofil eines Patienten mit MMA

Die Acylcarnitine C3 und C50H+
detektierbar
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Diagramm 14: Acylglycinprofil eines Patienten mit MMA
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In diesem zuféllig ausgewahlten Profil war kein Acylglycin gegenlber einem Stoffwechselgesunden in

erhohter Intensitat detektierbar.
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Auch fur diese Erkrankung erfolgte eine genauere Untersuchung der MMA-Patienten im
Vergleich zur gesunden Normalpopulation mit Hilfe von ROC-Kurven. Diese ROC-

Kurven sind in Diagramm 15 dargestellt.
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C50H+C4DC: 0,9
C5: 0,83
C3G: 0,79
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00 02 04 08 08 1,0

1 - Spezifitat

Diagramm 15: ROC-Kurven zur Unterscheidung Gesunder von an MMA Erkrankten
Dargestellt sind die ROC-Kurven sowie die Werte fir die AUC. Aufgeflhrt sind alle Metaboliten, fur die
sich Flachenanteile > 0,8 ergaben und die somit gut geeignet waren zur Differenzierung zwischen gesunden

und kranken Probanden.

Die abgeleiteten Schwellenwerte in mmol/mol Kreatinin flr die charakteristischen Meta-
boliten finden sich in Diagramm 16. Diagramm 17 hingegen verdeutlicht Parameterkombi-
nationen, die sich zur Optimierung der Diagnosekonfirmation als am sensitivsten und

spezifischsten darstellten.
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Diagramm 16: Empfindlichkeit der Detektion von Patienten mit MMA

Waren die angegebenen Metaboliten im Urin in einer Konzentration > des angegeben Schwellenwertes zu

detektieren, so konnte die Diagnose MMA mit der dargestellten Spezifitat bzw. Sensitivitat gestellt werden.

C3 4 C50H+C4DC 4 C5 100%

C3 96,4%

C3 v C50H+C4DC 94,4%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%  100%

Spezifitdt m Sensitivitat

Diagramm 17: Optimierung der Diagnostik der MMA; C3 > 1,51 mmol/mol Kreatinin
Verkniipfung der Parameter mit den Bedingungen ,,und* () sowie ,,oder” (v). Gemessene Konzentrationen >
der festgesetzten Schwellenwerte aller in einer Parameterkombination genannten Metaboliten lieBen die

Diagnose MMA mit der dargestellten Spezifitat (oberer Balken) bzw. Sensitivitat (unterer Balken) zu.

3.3.3 Propionazidamie

Zunéchst werden die Diagramme 18 und 19 angefuhrt, die aufféllige Peaks in den
Acylcarnitin- und Acylglycinprofile eines Patienten mit der Erkrankung PA im Vergleich

zu einem Gesunden demonstrieren.
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Diagramm 18: Acylcarnitinprofil eines Patienten mit PA
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Die Acylcarnitine CO, C2 und C3 sind gegenuber einem Stoffwechselgesunden in erhéhter Intensitat detek-

tierbar.
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Diagramm 19: Acylglycinprofil eines Patienten mit PA
Die Acylglycine C2G, C3G, C4G, C50HG und C5DCG sind gegenilber einem Stoffwechselgesunden in

erhohter Intensitat detektierbar.
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Diagramm 20 zeigt die erstellten ROC-Kurven und die jeweiligen AUC-Werte.
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Diagramm 20: ROC-Kurven zur Unterscheidung Gesunder von an PA Erkrankten

Dargestellt sind die ROC-Kurven sowie die Werte fir die AUC. Aufgefiihrt sind alle Metaboliten, fiir die

sich Flachenanteile > 0,8 ergaben und die somit gut geeignet waren zur Differenzierung zwischen gesunden

und kranken Probanden.

Auch hier wurden entsprechende Schwellenwerte in mmol/mol Kreatinin festgelegt, wel-

che Diagramm 21 zu entnehmen sind. Die grafische Darstellung beschréankt sich hier aus

Grinden der Ubersicht auf die zehn charakteristischsten Metaboliten. Die sich zur

Diagnosekonfirmation der PA gut geeignet habenden Parameterkombinationen veran-

schaulicht Diagramm 22.
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Diagramm 21: Empfindlichkeit der Detektion von Patienten mit PA

Waren die angegebenen Metaboliten im Urin in einer Konzentration > des angegeben Schwellenwertes zu

detektieren, so konnte die Diagnose PA mit der dargestellten Spezifitat bzw. Sensitivitat gestellt werden.
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Diagramm 22: Optimierung der Diagnostik der PA
C3 oder Kombination aus C3, C50HG, C0, C5:1G und C8OHG

Verkniipfung der Parameter mit den Bedingungen ,,und* (A) sowie ,,oder” (v). Gemessene Konzentrationen >
der festgesetzten Schwellenwerte aller in einer Parameterkombination genannten Metaboliten lieBen die
Diagnose PA mit der dargestellten Spezifitat (oberer Balken) bzw. Sensitivitét (unterer Balken) zu. Folgende
Schwellenwerte [mmol/mol Kreatinin] wurden in Diagramm 21 nicht genannt und sind daher hier aufgefuhrt:
C3G =3,82; C7G = 0,36; C5 = 1.98; CAOH+C3DC = 0,37; C5G = 9,75; C8DCG = 0,83; P-C3G =0,32; C8
=0,76; C2G = 40,26; C5:1 = 0,88; C4OHG = 23,69; C14G = 0,36.

3.3.4 Isovalerianazidamie

Den Diagrammen 23 und 24 sind die Acylcarnitin- und Acylglycinprofile eines zufallig
ausgewahlten Patienten mit der Erkrankung IVA zu entnehmen. Zum Vergleich sei auf die

Profile Gesunder in den Diagrammen 6 und 7 verwiesen.
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Diagramm 23: Acylcarnitinprofil eines Patienten mit IVA

Die Acylcarnitine C0O, C3 und C5 sind gegeniiber einem Stoffwechselgesunden in erhéhter Intensitét detek-

tierbar.
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Diagramm 24: Acylglycinprofil eines Patienten mit IVA
Die Acylglycine C5G, C5DCG und C80HG sind gegeniber einem Stoffwechselgesunden in erhéhter Inten-

sitat d

etektierbar.
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Das nachstehende Diagramm 25 verdeutlicht die ROC-Kurven und die AUC-Werte.
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Diagramm 25: ROC-Kurven zur Unterscheidung Gesunder von an IVA Erkrankten

Dargestellt sind die ROC-Kurven sowie die Werte fir die AUC. Aufgefiihrt sind alle Metaboliten, fir die

sich Flachenanteile > 0,8 ergaben und die somit gut geeignet waren zur Differenzierung zwischen gesunden

und kranken Probanden.

Das Diagramm 26 legt die gefundenen Schwellenwerte dar. Die sich aus den Schwellen-

werten ergebenden optimalen Parameterkombinationen sind in Diagramm 27 dargestellt.

57



3. Ergebnisse

071 80,2%

1,00 82,5%

0.60 98,6%

C5G |C80OHG|C50HG|C5DCG

[mmol/mol Kreatinin]

32,35 e

Parameter mit Schwellenwerten

97,8%

C5

3,00

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Spezifitdt m Sensitivitat

Diagramm 26: Empfindlichkeit der Detektion von Patienten mit IVA

Waren die angegebenen Metaboliten im Urin in einer Konzentration > des angegeben Schwellenwertes zu

detektieren, so konnte die Diagnose IVA mit der dargestellten Spezifitat bzw. Sensitivitat gestellt werden.
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Diagramm 27: Optimierung der Diagnostik der IVA; Kombination aus C5 und C5G

Verkniipfung der Parameter mit den Bedingungen ,,und* (A) sowie ,,oder (v). Gemessene Konzentrationen >
der festgesetzten Schwellenwerte aller in einer Parameterkombination genannten Metaboliten lieBen die

Diagnose IVA mit der dargestellten Spezifitat (oberer Balken) bzw. Sensitivitat (unterer Balken) zu.

3.3.5 Glutarazidurie Typ 11

Die Diagramme 28 und 29 demonstrieren Detektionsprofile eines zuféllig ausgewahlten
Patienten mit GA I1l. In Analogie zu den Profilen eines gesunden Probanden waren keine
eindeutigen Peaks feststellbar.
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Diagramm 28: Acylcarnitinprofil eines Patienten mit GA 11

Es war kein Acylcarnitin gegenuber einem Stoffwechselgesunden in erhohter Intensitét detektierbar.
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Diagramm 29: Acylglycinprofil eines Patienten mit GA Il

Es war kein Acylglycin gegeniiber einem Stoffwechselgesunden in erhéhter Intensitat detektierbar.
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Auch die statistische Auswertung mit Hilfe der ROC-Kurven erbrachte keine markanten
Parameter. Einzig der Parameter C4G hatte einen AUC-Wert groRer 0,8. Jedoch zeigte sich

dieser, wie Tabelle 11 zu entnehmen ist, wenig sensitiv und spezifisch.

Tabelle 11:  Empfindlichkeit der Detektion von Patienten mit GA 11
é\,
S g\$ > -Q B Y
& S ¢ S

Q & S R v
C4G 0,75 100,0% 37,9% |0,82
C4G 1,45 73,3% 67,4%
C4G 3,83 40,0% 97,8%

3.3.6 Glutarazidurie Typ |

Nachfolgend dargestellt sind zunéchst die Acylcarnitin- und Acylglycinprofile eines Pati-

enten mit GA I. Auffallige Peaks im Ausscheidungsmuster sind markiert.
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Diagramm 30: Acylcarnitinprofil eines Patienten mit GA |

Das Acylcarnitin C5DC+C60H war gegeniber einem Stoffwechselgesunden in erhdhter Intensitét detektier-

bar.
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Diagramm 31: Acylglycinprofil eines Patienten mit GA |

Es war kein Acylglycin gegenuber einem Stoffwechselgesunden in erhdhter Intensitat detektierbar.
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Diagramm 32: ROC-Kurve zur Unterscheidung Gesunder von an GA | Erkrankten
Dargestellt ist die ROC-Kurve sowie der Wert fiir die AUC des Metaboliten C5SDC+C60H. Dies war mit
einem Flachenanteile von 0,99 der einzige Metabolit, der ausgezeichnet geeignet war zur Differenzierung

zwischen gesunden und kranken Probanden.
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Die statistische Auswertung bestatigte, dass sich fir die GA | nur ein typischer Parameter
definieren lieR. Das Diagramm 32 gibt die ROC-Kurve des eruierten Parameters
C5DC+C60H wieder.

Verschiedene Schwellenwertkonzentrationen und deren Treffsicherheit in der Diagnostik

der GA | dokumentiert Diagramm 33.
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Diagramm 33: Empfindlichkeit der Detektion von Patienten mit GA |
C5DC+C60H > 1,86 mmol/mol Kreatinin

Waren die angegebenen Metaboliten im Urin in einer Konzentration > des angegeben Schwellenwertes zu

detektieren, so konnte die Diagnose GA | mit der dargestellten Spezifitat bzw. Sensitivitat gestellt werden.

3.3.7 3-Methylcrotonylglycinurie

In den Diagrammen 34 und 35 sind die auf den ersten Blick auffallenden Peaks im Ver-

gleich zu den Detektionsprofilen eines Gesunden hervorgehoben.

Die statistische Auswertung erbrachte fiir diesen Stoffwechseldefekt sehr empfindliche
Marker. Dem Diagramm 36 kénnen die ROC-Kurven und die teils sehr guten AUC-Werte

entnommen werden.

Bei der Betrachtung der angesetzten Schwellenwerte wird deutlich, dass sich selbst fiir
einzelne Werte Sensitivitdten und Spezifitdten von hundert Prozent erreichen lieRen (s.
Diagramm 37). Die hier beriicksichtigten Parameterkombinationen flr eine exakte Diagno-

sestellung sind entsprechend in Diagramm 38 dargestellt.
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Diagramm 34: Acylcarnitinprofil eines Patienten mit 3-MCG
Das Acylcarnitine C50H+C4DC war gegeniiber einem Stoffwechselgesunden in erhéhter Intensitit detek-

tierbar.
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Diagramm 35: Acylglycinprofil eines Patienten mit 3-MCG
Die Acylglycine C5:1G und C5G waren gegeniber einem Stoffwechselgesunden in erhohter Intensitét
detektierbar.

63



3. Ergebnisse
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Diagramm 36: ROC-Kurven zur Unterscheidung Gesunder von an 3-MCG Erkrankten
Dargestellt sind die ROC-Kurven sowie die Werte fir die AUC. Aufgeflhrt sind alle Metaboliten, fur die

sich Flachenanteile > 0,8 ergaben und die somit gut geeignet waren zur Differenzierung zwischen gesunden

und kranken Probanden.
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Diagramm 37: Empfindlichkeit der Detektion von Patienten mit 3-MCG

Waren die angegebenen Metaboliten im Urin in einer Konzentration > des angegeben Schwellenwertes zu

detektieren, so konnte die Diagnose 3-MCG mit der dargestellten Spezifitat bzw. Sensitivitat gestellt werden.
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Diagramm 38: Optimierung der Diagnostik der 3-MCG
Kombination aus C5:1G, C50HG, C50H+C4DC, C80HG,C5:1, C7G, C5G

Verkniipfung der Parameter mit den Bedingungen ,,und* (A) sowie ,,oder (v). Gemessene Konzentrationen >
der festgesetzten Schwellenwerte aller in einer Parameterkombination genannten Metaboliten lieBen die

Diagnose 3-MCG mit der dargestellten Spezifitat (oberer Balken) bzw. Sensitivitdt (unterer Balken) zu.

3.3.8 Andere

Andere FAO

Die statistische Auswertung erbrachte keine pragnanten Marker fiir diese Krankheitsgrup-
pe. Allein der Parameter CBOHG war, wie Tabelle 12 zeigt, maRig auffallend. Aufgrund
geringer Probenzahlen konnten die Unterformen dieser Erkrankungsgruppe (VLCADD,
SCADD, LCHADD, CPT 1) nicht getrennt mit Hilfe von ROC-Kurven beurteilt werden.
Auch bei der Analyse der Unterformen in Bezug auf Erhdhungen einzelner Metaboliten

Uber Werte der 97,5. Perzentile lieRen sich keine aufschlussreichen Parameter evaluieren.

Tabelle 12:  Empfindlichkeit der Detektion von Patienten mit anderen FAO

&Q’(&\ X
Q§ Q Q & \"b‘ X
& SIS &

R S EE P o S
C80OHG 0,19 90,0% 58,2% |0,79
C80OHG 0,23 70,0% 73,3%
C80OHG 0,40 50,0% 95,3%

Tyr |l
Lediglich fur den Parameter C10:2 ergaben sich AUC-Werte grofer als 0,8. Eine Festle-
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gung ausreichend sensibler Schwellenwerte war, wie Tabelle 13 zu entnehmen ist, jedoch

nicht moéglich.

Tabelle 13:  Empfindlichkeit der Detektion von Patienten mit Tyr |

Q
< S S > ‘
& & & O L &
& €S &S i o
e S & ® & QQ’ D
R RN S S v
C10:2 0,29 100,0% 56,5% |0,85
C10:2 0,41 80,0% 74,9%
C102 1,03 40,0% 95,0%

MSUD
Die Auswertung erbrachte keine bedeutsamen Marker.

3.3.9 Ubersicht

Die nachfolgende Tabelle 14 gibt einen abschlieRenden Uberblick Gber die vorgestellten

Ergebnisse.
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Uberblick tber die diagnostisch relevanten Parameter

Tabelle 14:
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4 Diskussion

4.1 Methodenvalidierung
4.1.1 Durchgeftihrte Untersuchungen

Nachweisgrenze

Die ermittelten Nachweisgrenzen variierten teils stark, so war CO bis zu einer Konzentrati-
on von 3umol/l zuverlassig zu messen, wohingegen C5G bis zu einer Konzentration von
0,1umol/l empfindlich zu detektieren war. Insgesamt waren die Nachweisgrenzen der
Substanzgruppe der Acylglycine etwas niedriger als die der Acylcarnitine. Es ist davon
auszugehen, dass die im Urin vorhandenen Salze ein starkes Hintergrundrauschen verursa-
chen und schwache Signale in diesem Rauschen untergehen. Die Mdglichkeit, die Nach-
weisgrenzen durch eine Butylierung der Urinproben zu verbessern, wird im Folgenden
diskutiert (s. 4.1.2). Da nicht flr alle in dieser Arbeit untersuchten Substanzen eine Rein-
substanz zur Verfligung stand, konnte das LOD nicht fur alle Metaboliten bestimmt wer-
den. Nur wenige Substanzen hatten eine Nachweisgrenze unter 0,2umol/l. Letztendlich
war davon auszugehen, dass alle ermittelten Konzentrationen nahe dieser Nachweisgrenze
nur eingeschrénkt beurteilbar waren und eine quantitative Messung in diesem Grenzbe-
reich nicht sicher moglich war. Insgesamt wurden die untersuchten Substanzen im Regel-
fall in sehr geringer Konzentration ausgeschieden. Strenggenommen handelte es sich somit

bei den meisten erhobenen Messdaten um semiquantitative Daten.

Matrixeffekt

Wie den Ergebnissen zu entnehmen ist, zeigte sich nur flr die Acylglycine ein signifikan-
ter Matrixeffekt, insbesondere bei den Acylglycinen, die im Loésungsmittel CoHsO kalib-
riert wurden. Der Matrixeffekt ist immer abh&ngig von der Masse, der Zusammensetzung
der Probe und dem Losungsmittel. In der Untersuchungsmatrix Urin fuhrt vor allem der
variable Gehalt an Salzen zu einer signifikanten Suppression der lonensignale.®? Bisher ist
die Elektrosprayionisation im negativen lonenmodus weniger verstanden als die Elektro-
sprayionisation im positiven lonenmodus, sodass keine abschlieRende Erklarung zur stér-
keren Auswirkung des Matrixeffektes bei der Detektion der Acylglycine gegeben werden
kann. Eine mogliche Erklarung fir den deutlicheren Matrixeffekt im Falle einer Kalibrati-
on in C2HeO wadre, dass C2HeO Kleinste Partikel aus den Proberdhrchen I6st, welche dann
zu einer Interaktion fuhren kénnen. Zur effektiven Ausschaltung des Matrixeffektes wére

eine chromatografische Trennung nétig. Eine Bestimmung ohne vorherige Chromatografie
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- wie in dieser Arbeit - ist daher semiquantitativ. Zum Ausgleich des Matrixeffektes wird
in der Regel ein deuterierter interner Standard mitgefiihrt. Es war jedoch nicht flr jeden
Metaboliten ein eigener interner Standard verfugbar. AuBerdem zeigte sich fur den Meta-
boliten C5G trotz eigenem Standard ein signifikanter Matrixeffekt. Diese Variabilitat der
Messung kénnte an einer unzureichenden, nicht sehr stabilen Ubertragung von Ladungen
liegen, da zu viele andere Molekule vorhanden sind, die Ladungen aufnehmen kénnen und
gegebenenfalls weitergeben. Da die Matrix in der Regel einen groRen Einfluss hat, ist es
anzuraten, Matrix-basierte Kalibrierungskurven zu verwenden. Dies ist jedoch im Fall von
humanem Material schwierig, da es zum einen kompliziert ist, eine ,kiinstliche Matrix* zu
erstellen, und zum anderen mit dieser vorhandene interindividuelle Unterschiede nicht
ausgeglichen werden.®® Eine Minimierung des Matrixeffektes wére auch durch eine weite-
re Verdiinnung maoglich, wobei der Matrixeffekt nicht linear sondern logarithmisch mit der
Konzentration korreliert, das heif3t eine zehnfache Verdinnung reduziert den Matrixeffekt
auf lediglich 60%. Fur die Zukunft sollte fir jeden Metaboliten ein eigener stabilisotopen-
markierter Standard zur Verfiigung stehen und bereits die Kalibration in einer klnstlichen

Urinmatrix erfolgen, wie zum Beispiel von Pitt et al. 2002 publiziert.®?

Préazision der Messung

Die Messungen waren fir die Testungen innerhalb des gleichen Versuchsdurchlaufs prézi-
se. Auch fur die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse fir Messungen an zehn verschiedenen
Tagen ergaben sich akzeptable CV. Wobei die ermittelten CV fir die Substanzen C2, C8
und C8DCG zwar Uber 15%, jedoch noch unter 20% lagen. Einige CV fur die Substanzen
CO0, C5, C14, C16, C14G, C18:1G und C5:1G lagen Uber 20%. Insgesamt wiesen die
Acylglycine etwas kleinere CV als die Acylcarnitine auf. Im Allgemeinen gelten Schwan-
kungsbreiten von 15% als akzeptabel.®? Allerdings beziehen sich diese Vorgaben auf mas-
senspektrometrische Methoden mit vorheriger Chromatografie. Da in dieser Arbeit eine
FlieRinjektionsmethode ohne vorherige Trennung zur Anwendung kam, ist sicherlich der
Schluss zulassig, hier breitere Schwankungsbreiten bis 20% zu akzeptieren. Insgesamt war

somit die Prazision der Messung mit dieser Methode ausreichend.

4.1.2 Diskussion der Anwendungsmoglichkeit der Methode

Isobare/lsomere
Wie oben bereits beschrieben wurde in dieser Arbeit anhand der Molmasse auf die Meta-

boliten zurlickgeschlossen. Ein Ruckschluss aus der Molmasse auf die chemische Struktur
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war jedoch nicht moglich. Daher konnte in dieser Arbeit fir die Molmasse 248,2 nicht
zwischen C40H und C3DC, fur die Molmasse 262,2 nicht zwischen C50H und C4DC und
fur die Molmasse 276,1 nicht zwischen C5DC und C60H unterschieden werden. Diese
Metaboliten wurden daher jeweils als Summe angegeben. Auch die Position der Hydro-
Xygruppe war nicht bestimmbar. C4DC beinhaltet daher sowohl Methylmalonat, als auch
Succinat. Auch C4 kann als Butyrylcarnitin entweder aus dem Fettsdurenoxidatonsmetabo-
lismus oder als Isobutyrylcarnitin aus dem Valin-Metabolismus stammen.* C5 kann neben
dem Isovalerylcarnitin, auch als Verunreinigung fir Pivaloylcarnitin stehen. Dies wird bei
mit Pivalinsdure haltigen Antibiotika*"! therapierten Patienten gebildet.’®® AuRerdem sind
beispielsweise C3DC und C80H sowie C5DC und C100H als Mischung zu detektieren.®®

Allgemein gilt, je langer die Kettenlange desto wahrscheinlicher ist eine Isomerbildung.

Um zwischen Isobaren unterscheiden zu konnen, misste im Vorfeld eine chromatografi-
sche Trennung des Substanzgemisches erfolgen.!® Mit dem Ziel, eine schnelle Methode zu
entwickeln, fiel die Entscheidung in dieser Arbeit bewusst gegen ein solches Verfahren
und dem damit verbundenen zeitlichen Mehraufwand. Bei gegebener Molmasse wurde es
als ausreichend genau angesehen, den am wahrscheinlichsten vorliegenden Metaboliten zu

postulieren.

Semiquantitative Daten

Wie bereits beschrieben, sind die hier erhobenen Daten gewissermal3en semiquantitativ. Es
war gleichwohl davon auszugehen, dass die Ausscheidung der Acylcarnitine und Acylgly-
cine im Urin zwischen den Kranken und den Gesunden in hinreichender GroRe variiert,
sodass zu diagnostischen Zwecken semiquantitative Daten ausreichen. Die statistische
Auswertung erfolgte jedoch unter der Annahme quantitativer Daten. Somit bestatigte die
mathematische Auswertung die Gultigkeit der hier vorgestellten Methode. Die bestimmten
Schwellenwerte sollten allerdings als Anndherung betrachtet und nicht starr bis zu mehre-
ren Nachkommastellen vorausgesetzt werden. Vielmehr sind die Schwellenwerte in einer
gewissen Schwankungsbreite individuell zu beurteilen. Allgemein gilt: Je hoher der
Schwellenwert ist, desto valider ist er. So fanden sich fir die Erkrankungen IVA, PA und
3-MCG fiir einige Parameter Grenzwerte mit Konzentrationen gréfier 10 mmol/mol Krea-
tinin, welche eine hohe Treffsicherheit haben und einen groReren Schwankungsbereich

tolerieren. Bei allen anderen hier untersuchten Stoffwechseldefekten lagen die Schwellen-

i In Deutschland sind diese nicht verfiigbar
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werte im einstelligen Bereich. Diese sind daher weniger valide und dulden nur kleinere
Abweichungen. In diesen Féllen sollte mit den empfohlenen Parameterkombinationen

gearbeitet werden.

Butylierung

Fraglich ist, ob es durch eine Butylierung der Urinproben vor der Analyse moglich gewe-
sen ware, empfindlichere Daten zu erlangen. Da jedoch eine Butylierung mit wesentlich
mehr Zeitaufwand verbunden ist, bleibt abzuwagen, inwieweit dieser Mehraufwand tat-
séchlich Vorteile gegentiber der hier dargestellten Methode bietet. Zur Beurteilung ware es
notig, einen Versuch mit derivatisierten Urinproben zu unternehmen und die erhaltenen
Ergebnisse zu vergleichen. Allgemein wird durch Butylierung das Molekdl grofer,
wodurch es sich besser ionisieren lasst und folglich mit héherer Intensitat detektiert werden
kann.®® Dadurch wird das Hintergrundrauschen kleiner, das Signal zu Rausch Verhaltnis
groRer und damit der Nachweis empfindlicher. Jedoch bedeutet eine Butylierung eine
Aufarbeitung von zwei Stunden und ist unter Umstédnden durch eine langere und zum Teil
kompliziertere Aufarbeitung fehlerbehafteter, was wiederum zu unpraziseren Ergebnissen
fuhren konnte. Eine Arbeit, die eine MS/MS Methoden mit und eine MS/MS Methode
ohne Derivatisierung verglich, kam zu dem Schluss, dass es fiir die meisten der dort be-
stimmten Aminoséuren und Acylcarnitine nur geringfiigige Unterschiede (<15%) in der
Hoéhe der Intensitat der Messung zwischen beiden Methoden gab.!%? Zusammenfassend

scheint eine Butylierung daher keine signifikanten Vorteile zu bieten.

Chromatografische Trennung

Eine chromatografische Trennung im Vorfeld im Sinne einer LC (liquid chromatography)-
MS/MS Methode wiirde, wie oben bereits angedeutet, zu einer Reduktion des Matrixeffek-
tes fhren und daher genauere Messungen ermdglichen. Allerdings fiel auch in diesem Fall
die Entscheidung bewusst gegen eine Trennung und fur eine FIA-MS/MS zu Gunsten einer

schnelleren und einfacheren Methode.

Vorteile gegentiber der Bestimmung organischer Sauren mittels GC-MS

Es gibt die Moglichkeit, die Analyse zu automatisieren, wobei das urspriingliche Ziel einer
automatischen Auswertung, aufgrund der komplexen Parameterkombinationen zu hinter-
fragen ist. Die Analyse ist deutlich schneller, und es sind nur 40ul Urinprobe fur die ge-
samte Analyse notig. Fir die Aufarbeitung von 96 Urinproben benétigt eine gelibte Person

ungefahr eine Stunde. Der Zeitaufwand pro Analyse liegt fir das Tandem-MS bei zwei
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Minuten. Da pro Probe jeweils eine Analyse fir die Acylcarnitine und eine fir die
Acylglycine erhoben werden muss, ergibt sich somit insgesamt eine Dauer von lediglich

vier Minuten pro Probe.

Precursor lon Scan

In dieser Methode kamen hauptséchlich Prec-Scan-Experimente zur Anwendung. Dies war
gewollt, um neue bisher unbekannte Substanzen zu detektieren. Allerdings wurden keine
neuen Substanzen gefunden. In Zukunft ist daher zu erwégen, ob nicht nur MRM-
Experimente mit den sich in dieser Arbeit als geeignet gezeigten Parameter ausgefuhrt
werden sollten. Einzelne MRM-Scans sind zeitlich ebenso schnell wie Prec-Scans hatten

aber eventuell den Vorteil, dass sie genauer waren.

4.2 Normalbefunde

Anhand von 359 Urinproben stoffwechselgesunder Probanden gelang es reprasentative

Referenzwerte fur Acylcarnitine und Acylglycine im Urin zu etablieren.

Laboribergreifende Ergebnisse

In der Vergangenheit wurden fir einige Acylcarnitine unter anderem bereits Referenzwerte
im Urin von Smith et al. und Mueller et al. eingefiihrt.*>® Auch fiir einige Acylglycine im
Urin gab es schon publizierte Referenzwerte.””1% Ein direkter Vergleich der hier erhobe-
nen Referenzwerte mit friher verdffentlichten war jedoch unmdglich, da die Schwellen-
werte oft andersartig festgelegt wurden. Zudem schrénkten unterschiedliche Untersu-
chungsbedingungen und unterschiedliche Methoden einen direkten Vergleich ein. In die-
sem Zusammenhang ist darauf hinzuweisen, dass die erhobenen Referenzwerte fiir jedes
Labor getrennt zu bestimmen sind, um die Labor und Geréte spezifischen Faktoren mitein-
zubeziehen. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es erstmals gelang, in diesem

Umfang sowohl fur Acylcarnitine als auch fiir Acylglycine Referenzwerte festzulegen.

97,5. Perzentile als Cut off

Mit insgesamt 359 Proben stoffwechselgesunder Probanden gelang es uns, eine reprasenta-
tive, altersunabhangige 97,5. Perzentile zu generieren. Die urspriingliche Vermutung, dass
die Ausscheidung charakteristischer Metabolite bei Patienten mit Stoffwechseldefekten
weit Uber der 97,5. Perzentile liegt, konnte nicht aufrechterhalten werden. So war es oft-

mals notig, die endgultigen Schwellenwerte unter der 97,5. Perzentile anzusetzen, um nicht
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zu viele stoffwechselkranke Patienten zu Ubersehen. Kombinationen aus verschiedenen
auffalligen Parametern halfen bei Referenzwerten unter der 97,5. Perzentile wiederum, die

Zahl der Falsch-Positiven zu minimieren.

Altersspezifische Unterschiede

Die statistische Auswertung erbrachte altersabhangige Unterschiede in der Ausscheidung
der Acylcarnitine und der Acylglycine. Folglich wurden auch altersabhangige 97,5.
Perzentilen bestimmt. Da diese Perzentilen im Schnitt nur mit weniger als 100 Proben pro
Altersgruppe zu generieren waren, waren diese anféllig gegentiber AusreiRern. Insgesamt
schienen inshesondere die jingeren Individuen (< 2 Jahre) hohere Referenzwerte im Urin
aufzuweisen. Um jedoch eine endgultige Aussage treffen zu kdnnen, mussten die Untersu-
chungen an einem breiteren Probandenkollektiv erfolgen. Die kleinen Fallzahlen machten
es zudem unmdglich, diese Alterseffekte in Bezug auf die Ausscheidungsmuster im
Krankheitsfall zu evaluieren. Ein altersspezifischer Effekt ist gerade fur Schwellenwerte,
die deutlich unter der 97,5. Perzentile liegen, nicht auszuschlieRen. Die Sensitivitat und die
Spezifitat der Diagnostik konnte wahrscheinlich unter Beriicksichtigung dieser Alterseffek-

te zusétzlich gesteigert werden.

Fur die Acylcarnitinkonzentration im Trockenblut wie auch im Urin waren gewisse alters-
abhingige Unterschiede bereits bekannt.”®% Mueller et al. fanden eine signifikant héhere
Acylcarnitinausscheidung bei den Neonaten, was die Tendenz in dieser Arbeit bekréftig-
te.”® Bonafé et al. konnten hingegen keine altersabhingigen Unterschiede in der

Acylgylcinausscheidung feststellen.””

Weitere Unterschiede
Es konnten keine geschlechtsspezifischen Unterschiede im Ausscheidungsmuster gefunden

werden.

Mueller et al. fanden eine inverse Relation zwischen der Kettenldnge und der Ausschei-
dungsrate der Acylcarnitine.”® Ein dhnlicher Effekt lieR sich auch in dieser Arbeit feststel-
len. So zeigten sowohl die Acylcarnitine als auch die Acylglycine mit kurzer Kettenldnge

tendenziell eine héhere Ausscheidung als langkettige Acylcarnitine und Acylglycine.
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4.3 Untersuchte Stoffwechseldefekte

4.3.1 Mittelkettiger Acyl-CoA-Dehydrogenase Defekt

Fur diese Erkrankung gefundene charakteristische Acylcarnitine sind C6, C8 und C10:1.
Diese waren in der bisherigen Literatur schon beschrieben.”®8%82 Auch die typischen
Acylglycine P-C3G, C6G, C7G, C8DCG und C80OHG sind bereits beschrieben wor-
den.”"8284 Uber diese Metaboliten hinaus konnte in dieser Arbeit erstmals der Parameter
C50HG als Marker fir den MCADD identifiziert werden.

Um eine ausreichende Sensitivitat zu gewahrleisten, mussten die Schwellenwerte der
evaluierten Parameter teilweise so niedrig angesetzt werden, dass diese alleinstehend we-
nig aussagekraftig waren. Bei der Betrachtung von Parameterkombinationen aus mehreren
charakterisierenden Metaboliten wurde allerdings deutlich, dass es trotz niedriger Schwel-
lenwerte mdglich war, sensitiv und zugleich spezifisch Kranke von Gesunden zu unter-
scheiden. Insgesamt gilt, dass je mehr der charakterisierenden Metaboliten in Konzentrati-
onen Uber den festgelegten Schwellenwerten zu detektieren sind, desto wahrscheinlicher
handelt es sich um eine pathologische Urinprobe. Die sichere Diagnose ist Uber ein indivi-
duelles Abgleichen des gefunden Ausscheidungsprofils mit den aufgefiihrten Parameter-
kombinationen moglich. Im besten Fall war unter Berlcksichtigung einer Kombination aus
den Metaboliten C8, C8DCG, C7G, C6G, C80OHG, C6, P-C3G, C50HG und C10:1 die
Diagnosestellung der Erkrankung MCADD mit einer Sensitivitat von 94% und einer Spe-
zifitdt von 93% realisierbar. Auch wenn es sich hierbei um eine theoretische statistische
Annahme handelte, so ist der Schluss zul&ssig, dass anhand des Acylcarnitin- und Acylgly-
cinprofils im Urin Gesunde von Patienten mit MCADD zuverlassig zu unterscheiden sind.

4.3.2 Methylmalonazidurie

Mit den Parametern C3, C5, C4DC und C3G konnten die in der Literatur beschriebenen
diagnostischen Parameter bestatigt und ebenfalls als die diagnostischen Parameter der

ersten Wahl identifiziert werden.”677:80.82

Wie bereits beschreiben war es nicht méglich, zwischen den Isobaren C4DC und C50H zu
unterscheiden. Allerdings ist bei dieser Erkrankung davon auszugehen, dass es sich tber-
wiegend um eine Erhéhung von C4DC handelt, sodass fir die MMA eine erhéhte Aus-

scheidung von C4DC postuliert wird.
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Die Spezifitat, mit der die Erkrankung zu diagnostizieren war, stieg mit der Anzahl der
einbezogenen Parameter und wurde im Fall einer Erhohung aller Parameter iber den fest-
gelegten Schwellenwert maximal. Allerdings waren die bestimmten Metaboliten nicht sehr
sensitiv, sodass die Diagnose dennoch am sichersten zu stellen war, indem ausschlieBlich
der Parameter C3 betrachtet wurde. Fir diesen Fall ergaben sich eine Sensitivitat von 94%
und eine Spezifitat von 96%. Betrachtete man allerdings ausschliel3lich den Parameter C3,
war eine Abgrenzung zur Erkrankung PA nicht gegeben, da C3 auch fir diese Erkrankung
der sensitivste und zugleich spezifischste Parameter war. Der Parameter CADC war fur
diese Erkrankung hingegen nicht typisch, und andererseits ergaben sich fir diese Erkran-
kung eine Reihe weiterer Metaboliten, die wiederum nicht fur die MMA bezeichnend
waren. Im konkreten Anwendungsfall ist ein individuelles Abwégen notwendig, insgesamt
ist aber eine orientierende Entscheidung zwischen gesund und an MMA erkrankt aufgrund

des Acylcarnitin- und Acylglycinprofils im Urin gegeben.

4.3.3 Propionazidamie

Als allgemein typisch fiir diese Erkrankung konnten bisher die Metaboliten C3 und C3G
evaluiert werden.’®7780828%4 Aych wurden bereits unspezifische Erhéhungen fiir die
Acylcarnitine C0O, C2, C5 und C8 sowie fur die Acylglycine C4G, C5G, C5:1G und C6G
beschrieben.’®7"8%84 Dar{iber hinaus konnten in dieser Arbeit erstmals weitere fiir eine PA
charakteristische Parameter identifiziert werde: Dies sind fur die Acylcarnitine C6,
C40H+C3DC und C5:1 sowie fiir die Acylglycine C50HG, C80HG, C5DCG, C7G,
C8DCG, P-C3G, C2G, C40HG und C14G.

Auffallend ist, dass viele der ermittelten Parameter in dieser Form bisher nicht bekannt
waren. Einige der hier untersuchten Urinproben stammten von einer Patientin mit einer
schweren Verlaufsform der Erkrankung. Urinproben dieser Patientin zeigten auch in der
routinemanigen Untersuchung der organischen Séuren im Urin stets ein sehr ausgepréagtes
Ausscheidungsprofil. Auf einen moglichen Einfluss der Verlaufsform einer Erkrankung

auf die Ausscheidungsmuster wird auch im Folgenden (s. 4.3.9) eingegangen.

Eine gesicherte Diagnose der PA ist bei einer Erhdhung der Parameter C3, C50HG, CO0,
C5:1G und C8OHG {iber den festgelegten Schwellenwert gegeben.
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4.3.4 Isovalerianazidamie

Pragnant war fiir diese Erkrankung die Ausscheidung von C5 und C5G im Urin.’®77:8284
Erstmals konnten die Metaboliten C8OHG, C50HG und C5DCG als charakteristische
Parameter fur die IVA identifiziert werden. Diese Parameter erwiesen sich fur diese Er-
krankung als relativ sensitiv und spezifisch, sodass die Schwellenwerte teilweise hoch
angesetzt werden konnten. Die Diagnose der Erkrankung IVA war 100% sensitiv und 98%
spezifisch bei einer Erhohung von C5 oder C5G Uber den angesetzten Schwellenwert.
Auch fir diese Erkrankung l&sst sich somit die diagnostische Aussagekraft des Acylcarni-

tin- und Acylglycinprofils im Urin bestétigen.

4.3.5 Glutarazidurie Typ Il

Fur diese Erkrankungsgruppe lieRen sich keine charakteristischen Metaboliten evaluieren
und auch die Detektionsprofile waren unauffallig. Lediglich der Parameter C4G war ge-
ringfugig erhoht. Allerdings war dieser aufgrund einer geringen Sensitivitat und Spezifitat
zu diagnostischen Zwecken nicht geeignet. Auch Bonafé et al. und Ombrone et al. fanden
bei Patienten mit GA Il erh6hte Konzentrationen von C4G im Urin. Sie konnten auRerdem
teilweise die Acylglycine C5G, C6G und C8DCG im Urin dieser Patienten detektieren.”” 8
Auch in der Vergangenheit lieBen sich keine spezifischen Acylcarnitine im Urin dieser
Patienten finden.®® Lediglich Pitt et al. fanden bei einem Patienten mit GA Il eine erhohte
Konzentration des Metaboliten C5DC.% Insgesamt scheint es somit schwierig zu sein,
Patienten mit GA Il anhand ihres Acylcarnitin- und Acylglycinprofils im Urin von stoff-
wechselgesunden Probanden zu unterscheiden. Allerdings ist anzumerken, dass alle in
diese Erkrankungsgruppe eingeschlossenen Patienten einen sehr milden Krankheitsverlauf
hatten. Auch Untersuchungen mit den Standardverfahren zeigten fiir diese Patienten bei
guter Stoffwechsellage keine pathologischen Befunde (s. hierzu auch 4.3.9).

4.3.6 Glutarazidurie Typ |

Fur diese Erkrankung lie} sich mit C5DC+C60H nur ein charakteristischer Metabolit
erarbeiten. Es ist am ehesten davon auszugehen, dass es sich hierbei, wie auch schon zuvor
beschrieben, um eine Erhéhung des Metaboliten C5DC handelt.2%#2 Eine ebenfalls publi-
zierte Erhéhung von C5 im Urin dieser Patienten ist moglicherweise auf eine spontane
Decarboxylierung von C5DC zuriickzufiinren.”®8 Auch Bonafé et al. konnten keine typi-

schen Acylglycine im Ausscheidungsmuster dieser Patienten im Urin festmachen.””
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Unter Einbeziehung des Parameters C5DC war es mdglich, eine diagnostische Sensitivitat
von 92% und eine diagnostische Spezifitat von 94% zu erreichen. Somit ist es moglich, mit
diesem Parameter eine Vorselektion fur die Wahrscheinlichkeit des Bestehens der Erkran-

kung GA | vorzunehmen.

4.3.7 3-Methylcrotonylglycinurie

Diese Erkrankung zeigte sehr deutliche Auffélligkeiten im Ausscheidungsmuster. Aus der
Literatur waren typische Erhéhungen von C50H bekannt.8%82 Daher ldsst sich darauf
schliel3en, dass die Erhéhung der Metabolitensumme C50H+C4DC im Urin dieser Patien-
ten hauptséchlich auf C50H zuriickzufthren ist. Zusétzlich zeigten sich in dieser Arbeit
die Metaboliten C5:1G, C50HG, C8HOG und C5:1 sehr pragnant und lieRen bei Uber-
schreitung des festgesetzten Schwellenwertes die Diagnose mit einer Sensitivitat von 100%
und einer Spezifitat von mindestens 98% zu. Auch die Parameter C7G, C5G, C8DCG, C5
und P-C2G waren fiir diese Erkrankung charakteristisch. Die genannten Metaboliten sind
mit Ausnahme von C50H in dieser Form bisher nicht beschrieben worden und lieRen sich
fur die Erkrankung 3-MCG erstmalig als diagnostische Marker evaluieren. Insgesamt kann
dieser Stoffwechseldefekt anhand einer Reihe von einzelnen Metaboliten und Parameter-
kombinationen zweifelsfrei, d.h. mit 100%iger Sensitivitdt und Spezifitat, diagnostiziert

werden.

4.3.8 Andere
Fur die Gruppe der anderen FAO war ausschlie3lich der Parameter CBOHG aufféllig. Die

Empfindlichkeit dieses Parameters schien jedoch zu diagnostischen Zwecken nicht ausrei-
chend. Auch bei isolierter Betrachtung der Unterformen dieser Gruppe zugeordneter
Stoffwechseldefekte konnten keine typischen Ausscheidungsprofile gefunden werden. In
der Literatur konnten bisher fur Patienten mit VLCADD und LCHADD ebenfalls keine
spezifischen Veranderungen im Ausscheidungsprofil festgestellt werden.””8° Uber die
Erkrankung SCADD gibt es wenige Daten, so war in einigen Urinproben der Parameter
C4G oder auch der Metabolit C4 erhoht messbar.””° Befunde zur Erkrankung CPT |

waren derzeit nicht zu finden.

Auch fiir die Erkrankungsgruppe der Tyr I lield sich mit dem Parameter C10:2 allenfalls ein
Parameter mit geringer diagnostischer Bedeutung ermitteln. Ebenso zeigten die Patienten
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mit MSUD keine Auffalligkeiten im Ausscheidungsprofil der Acylcarnitine und Acylgly-
cine im Urin. In den bisher publizierten Studien blieben die AA unbericksichtigt.

Insgesamt ist die Diagnostik anhand des Acylcarnitin- und Acylglycinprofils im Urin fur
diese Krankheitsgruppen somit zum jetzigen Zeitpunkt nicht moglich und es sollte auf
herkdmmliche Verfahren zuriickgegriffen werden. Allerdings ist nicht auszuschlieRen, dass
insbesondere fur die anderen FAO dennoch typische Parameter existieren, die aufgrund der
Zusammensetzung des Patientenkollektivs und der damit niedrigen Patientenanzahl in
dieser Untergruppe nicht herauszuarbeiten waren. Es konnte sich daher lohnen diese

Stoffwechselerkrankungen an einem breiteren Patientenkollektiv erneut zu untersuchen.

4.3.9 Modogliche Einflusse auf das Ausscheidungsmuster

Verlaufsform der Erkrankung

Auffallig ist, dass die Hohe der Schwellenwerte fur die einzelnen Krankheiten stark vari-
ierte. Neben dem Umstand, dass dies durch die Unterschiedlichkeit der Erkrankungen zu
erklaren ist, bleibt die Frage offen, ob nicht auch die verschiedenen Verlaufsformen der
Erkrankung eine Rolle spielen kénnten. Es ist anzunehmen, dass im Fall einer klassischen
oder schweren Verlaufsform der Anfall toxischer Metabolite groRer ist als im Fall einer
moderaten oder milden Verlaufsform. Die Tabelle 3 gibt daher auch einen groben Uber-
blick dartber, wie hdufig welche Verlaufsform der Erkrankung vorlag. Zu entnehmen ist,
dass fir die Krankheiten GA | und GA Il die milden und moderaten Verlaufsformen uber-
wogen und das Ausscheidungsmuster dieser somit gut mit den Verlaufsformen korrelierte.
Fur die Erkrankung PA hingegen iberwog die schwere Verlaufsform, und es fand sich ein
deutlicheres Ausscheidungsmuster. An anderer Stelle in dieser Arbeit wurde in diesem
Zusammenhang bereits auf einen Patienten dieser Krankheitsgruppe mit bekannten prég-
nanten Profilen auch in den organischen Sduren im Urin hingewiesen Die Stoffwechselde-
fekte MMA und MCADD hingegen zeigten trotz vieler klassischer Verlaufsformen weni-
ger pragnante Ausscheidungsmuster als die Erkrankung IVA mit ausschlieBlich milden
Verlaufsformen. Auffallig ist zudem, dass die sich klinisch ausschliel3lich benigne préasen-
tierende Erkrankung 3-MCG, die deutlichsten Auffalligkeiten im Ausscheidungsmuster der
Acylcarnitine und Acylglycine im Urin aufwies. Die Verlaufsform einer Erkrankung ist
daher sicherlich von Bedeutung, scheint aber dennoch nicht den malRgeblichen Einfluss auf
die Ausscheidungsprofile zu haben.
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Stoffwechsellage

Es erfolgte keine Differenzierung der Urinproben in Hinblick auf die Stoffwechsellage der
Erkrankung zum Zeitpunkt der Uringewinnung. Wéhrend einer Entgleisung sind die ent-
sprechenden Acylcarnitine und Acylglycine im Urin sicherlich in den hochsten Konzentra-
tionen zu detektieren. Die meisten der hier untersuchten Urinproben stammten aus Routi-
nekontrollen von Patienten mit einer ausgeglichenen Stoffwechsellage, sodass davon aus-
zugehen ist, dass die gefundenen Parameter in gleicher Weise fiir andere Patienten mit gut
eingestellter Stoffwechsellage gelten und fir den Fall einer Entgleisung die Veranderungen

im Acylcarnitin- und Acylglycinprofil noch signifikanter sind.

4.3.10 Unterscheidung der Krankheiten untereinander

Die meisten Metaboliten waren nicht ausschlielich flr eine angeborene Stoffwechseler-
krankung charakterisierend, sondern waren vielmehr bei mehreren Erkrankungen aufféllig.
Daher war es bei Betrachtung lediglich einzelner Metaboliten oft unmdglich, auf die zu-
grunde liegende Stoffwechselerkrankung zurtickzuschlieBen. Beschrieben wurde dies
bereits an anderer Stelle fur die Erkrankungen MMA und PA. Anhand der préasentierten
unterschiedlichen Parameterkombinationen war es jedoch mdglich, zwischen allen hier
untersuchten Stoffwechseldefekten zu unterschieden. Es sei an dieser Stelle auch auf Ta-
belle 14 verwiesen, die dies deutlich veranschaulicht. So konnte anhand der vorliegenden
Untersuchungen ein sicheres Profil fiir die Erkrankungen MCADD, MMA, PA, IVA, GA |
und 3-MCG definiert werden.

4.4 Weitere Anmerkungen

Alter der Substanzproben

Die Konzentrationen an Acylcarnitinen und Aminosduren im Trockenblut nehmen mit
zunehmendem Alter der Probe ab.'% Im Laufe dieser Versuchsreihe wurden detektierte
Konzentrationen von mehreren Wochen alten Kalibrationsproben mit ermittelten Konzent-
rationen frisch angesetzter Kalibrationsproben verglichen. Es zeigten sich keine Konzent-
rationsunterschiede der untersuchten Acylcarnitine im Urin. Daher ist davon auszugehen,
dass die Konzentration der Acylcarnitine bei -20°C stabil bleibt. Flr die Acylglycine wur-
de dieser Aspekt in dieser Arbeit nicht separat untersucht, jedoch konnten Fong et al. in

ihrer Studie darlegen, dass die Konzentration der Acylglycine im Urin fir mindestens 3
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Monate stabil blieb, wenn die Probe bei -20°C konserviert wurde.'®® Zusammenfassend
kann damit hervorgehoben werden, dass es moglich ist, Urinproben flr spatere Untersu-

chungen Uber einen langeren Zeitraum zu konservieren.

Mogliche Verunreinigungen

Zum Untersuchungszeitpunkt wurden am gleichen Tandem-MS parallel ebenfalls andere
Experimente durchgefiihrt, sodass eine Verunreinigung durch fremde Substanzen trotz
grandlicher Spllung des Gerates und ausreichender Kalibrierung nicht sicher auszuschlie-
Ren war. So stellte sich bei einer grindlichen Reinigung des Tandem-MS kurz nach der
Messreihe zur Bestimmung der Nachweisgrenzen heraus, dass das Gerét durch eines dieser
Experimente stark verunreinigt war. Daher waren unter anderen Umstéanden die Nachweis-
grenzen eventuell noch empfindlicher zu bestimmen gewesen. Ebenso konnte eine Ver-
schleppung von Probe zu Probe nicht sicher ausgeschlossen werden. Bei gelegentlich zur

Kontrolle mitgelaufenen Leerproben war jedoch keine Beeintréchtigung zu eruieren.

Bezug auf Kreatinin

Die Zuverlassigkeit der Messung hangt von der Zuverlassigkeit der Messung des Krea-
tininwertes ab. Der Kreatininwert hangt wiederum von Faktoren wie der Muskelmasse
oder der Nierenfunktion ab. Daher waren ein Sammelurin tiber 24 Stunden und ein Bezug
des Kreatinins auf das Korpergewicht oder die Korperoberflache unter analytischen Ge-

sichtspunkten wahrscheinlich besser, allerdings wenig praktikabel.’”®

4.5 Fazit und Perspektiven

Die hier evaluierte Methode ist geeignet, um zuverlassig und auf3erst sensitiv Acylcarnitine
und Acylglycine im Urin zu detektieren. Es ist mdglich, bestimmte FAO und OA innerhalb
kurzer Zeit und mit einem hohen Probendurchsatz sicher zu erkennen und valide zu diag-

nostizieren.

Es besteht zweifelsfrei ein Gewinn darin, diese Methode in Zukunft weiter zu evaluieren
und auszubauen. Es konnte getestet werden, ob ein zuséatzlicher Prazisionsgewinn durch
Butylierung oder vorherige chromatografische Trennung zu erzielen ist und welchen Nut-
zen ein moglicher Prazisionsgewinn im Vergleich zum zeitlichen Mehraufwand hat. Zu-

dem sollte fur jeden der untersuchten Parameter ein eigener stabilisotopenmarkierter Stan-
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dard zur Verfugung stehen und eine Kalibration in einer kinstlichen Urinmatrix erfolgen.

Auch mogliche altersspezifische Unterschiede sollten weiter eruiert werden.

Um diese Methode als Testverfahren standardméafiig etablieren zu konnen, ist zunachst
noch zu erdrtern, inwiefern eine sichere Diagnosefindung flr Urine von Probanden unbe-
kannter Diagnose mit den hier gewonnenen Kenntnissen moglich ist und inwieweit die mit
dieser Methode erhobenen Diagnosen dann mit denen, die mit den Methoden der Routine-
diagnostik gestellt wurden, Ubereinstimmen. Zudem sollte eine Kontrolle an einem breite-

ren Patientenkollektiv und gegebenenfalls eine laborlbergreifende Inspektion erfolgen.

Diese Methode wird sicherlich ihren Platz in der Routine-Stoffwechselanalytik finden.
Insbesondere scheint sie geeignet zu sein als eine Art VVoranalyse von im Labor eingehen-
den unbekannten Urinproben, die eine schnelle orientierende Zuordnung in die Kategorien
krank und gesund ermdéglicht. Auch ein Einsatz als Diagnostikum zur Uberpriifung von
Verlaufskontrollen ist denkbar, hierflr sollte eine weitere Evaluation in Bezug auf mogli-
che Unterschiede im Ausscheidungsprofil wéhrend unterschiedlicher Stoffwechsellagen

erfolgen.
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Jahrestagung der Arbeitsgemeinschaft fir Pé&diatrische Stoffwechselstorungen (APS).
,»Metabolische Enzephalopathien®, 7.-9. Marz 2012 in Fulda. Monatsschrift Kinderheil-
kunde 2012;160:299-314.
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