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1. Einleitung

Die Phenylketonurie (PKU, MIM 261600) ist die haufigste angeborene Stdérung im
Aminosaurenstoffwechsel und die erste angeborene Stoffwechselerkrankung, bei der eine
didtetische Therapie etabliert wurde (Scriver und Kaufman 2001). Obwohl die diatetische
Therapie bereits in den 1950er Jahren erstmals beschrieben wurde (Bickel et al. 1953), hat
sich in der Behandlung der PKU jahrzehntelang wenig verandert. Erst in den letzten Jahren

begann die erfolgreiche Suche nach neuen Therapieoptionen zur Behandlung der PKU.

1.1. Enzymdefekt bei Phenylketonurie

Ursachlich fir die PKU ist eine Defizienz der Phenylalanin-4-Hydroxylase (PAH, EC
1.14.16.1) (Scriver und Kaufman 2001). Die PAH katalysiert die Hydroxilierung von
Phenylalanin (Phe) zu Tyrosin (Tyr) unter Mithilfe des aktiven Pterins 6R-5,6,7,8-
Tetrahydrobiopterin (BH4) als Kofaktor, molekularem Sauerstoff und Eisen (s. Abbildung 1).
BH4 wird in drei Schritten aus Guanosintriphosphat synthetisiert, U(ber eine
Hydroxilierungsreaktion in das inaktive Pterin-4a-Carbinolamin umgewandelt und dann
mittels zweier Enzyme Uber Dihydrobiopterin regeneriert (Walter et al. 2006). Sowohl eine
PAH-Defizienz als auch Defekte in der Synthese oder Regeneration von BH4 resultieren in
einem Anstieg der Phe-Blutkonzentrationen. Normale Phe-Blutkonzentrationen liegen im
Neugeborenenalter bei <180 pmol/L, ab dem 3. Lebensmonat bei <130 pymol/L (Clayton et
al. 1980).

Bei einer PAH-Defizienz

Guanosintriphosphat Phenylalanin resultiert ein Anstau von
l eTPcH Phe, ein Abfall von Tyr
Dikydroneopterintriphosphat sowie eine Umwandlung von
lPT?’.S T Phe in die o-Ketosauren
e Phenylpyruvat Phenylpyruvat, Phenyllaktat
6-Pyruvoyltetrahydrobiopterin ’
Pyruvoylietrahyarabiop Phenyllaktat und Phenylazetat.
SR Phenylazetat
Tetra-
DHPR/‘ ,,ydmj,;;;,m.” Epzyme des BH4-Zyklus
sind:
o —_
. o ‘ Guanosintriphosphat-
Ditiydrobiopterin Phenylalaninhydroxylase Zyklohydrolase, GTPCH;
Pyruvoyltetrahydrobiopterin-
PCD , Synthase, PTPS;
Ptepin-de- . ! , ;
gaizf,'-l,z,/ai,-,, /' Thyroxin Sepiapterin-Reduktase, SR;
Tyrosin bOPA Dopamin Pterin-4o-Carbinolamin-
Dehydratase, PCD;
: I I Dihydropteridin-Reduktase,
H Melanin Katecholamine DHPR.
Zitratzyklus

Abbildung 1: Abbaustérung bei Phenylketonurie (nach Ménch et al. 2006, Walter et al. 2002)



1.2. Klinische Symptome unbehandelter Patienten mit Phenylketonurie

Kinder mit PKU sind bei Geburt klinisch unauffallig. Unbehandelt flhrt die Erkrankung
jedoch zu einer irreversiblen schweren Hirnschadigung, resultierend in geistiger
Behinderung (IQ zwischen 30-50), Mikrozephalie, EEG-Veranderungen, zerebralen
Krampfanfallen, Pyramidenbahnzeichen, Tremor und Verhaltensstérungen. Durch den
Mangel an Tyrosin und die verminderte Bildung von Melanin weisen nicht-behandelte PKU-
Patienten eine Pigmentarmut der Haut und Haare auf. Typisch ist zudem ein den Patienten
eigener ,mauseartiger* Geruch, bedingt durch den Anstau von Phenylketonen (Pitt 1971,

Scriver und Kaufman 2001).

Die Aufklarung des Pathomechanismus der Hirnschadigung bei Patienten mit PKU ist
Gegenstand vieler Studien. Eine wichtige Rolle spielt der L-Aminosauren-Transporter LAT1
an der Bluthirnschranke. Der LAT1-Transporter bindet selektiv an lange neutrale
Aminosauren (LNAA) (Boado et al. 1999, Choi und Pardridge 1986). Zu den LNAA zahlen
Tryptophan, die verzweigtkettigen Aminosduren Valin, Isoleucin und Leucin sowie Tyrosin
und Phenylalanin (Matalon et al. 2007). Da die Bindung der LNAA an den LAT1-Transporter
einem kompetitiven Prozess folgt, fuhren hohe Phe-Blutkonzentrationen zu einer
verminderten Aufnahme anderer LNAA Uber die Bluthirnschranke (Pietz et al. 1999).
Intrazerebral resultieren daher bei PKU-Patienten mit hohen Phe-Blutkonzentrationen
erniedrigte Konzentrationen anderer LNAA, insbesondere der von Tyrosin und Tryptophan
(McKean 1972, Pietz et al. 1999). Dies bedingt eine verminderte Synthese der
Neurotransmitter Dopamin, Noradrenalin und Serotonin (Burlina et al. 2000, Butler et al.
1981, McKean 1972), aber auch eine Hemmung der zerebralen Proteinsynthese mit
folgender Myelinisierungsstérung (Bauman und Kemper 1982, Binek-Singer und Johnson
1982, Hughes und Johnson 1978). Beides scheint hauptursachlich fir die kognitiven
Stoérungen bei Patienten mit PKU zu sein (de Groot et al. 2010). In den letzten Jahren
konnten zudem weitere Faktoren identifiziert werden, die einen Einfluss auf die
Hirnschadigung bei Patienten mit unbehandelter PKU haben: Hohe intrazerebrale Phe-
Konzentrationen interagieren mit dem neuronalen Zelladhdsionsmolekdl L1 CAM sowie mit
Peroxisom-Proliferator-aktivierten Rezeptoren (PPARy). Dies scheint zu einem
verminderten Neuritenwachstum und zur Apoptose zu filhren (Hartwig et al. 2006,
Schumacher et al. 2008).

1.3. Diagnosestellung der Phenylketonurie

Die PKU wurde erstmals 1934 von dem Norweger Ivar Asbjern Fglling beschrieben (Falling
1934). Folling erkannte den Zusammenhang zwischen der Ausscheidung von

Phenylpyruvat im Urin und einer mentalen Retardierung. Der Nachweis von Phenylpyruvat



gelang Fgalling mittels des Eisen(lll)-Chlorid-Tests. Dieser sogenannte ,Windeltest* wird bei
Phe-Blutwerten >900 umol/L positiv und war die erste Methode zur Diagnose einer PKU
(Bohles et al. 1999).

1963 wurde von dem amerikanischen Mikrobiologen Robert Guthrie erstmals das Screening
auf Phenylketonurie aus getrockneten Blutstropfen mit Hilfe des Bakterien-Hemmtests
beschrieben (Guthrie und Susi 1963). Diese Methode wurde als Neugeborenenscreening
kurze Zeit spater auch in Deutschland etabliert: in der BRD im Jahr 1969 und in der DDR im
Jahr 1971 (Mathias und Bickel 1986, Machill et al. 1994). Seit 2005 wird die PKU
bundesweit durch das standardisierte erweiterte Neugeborenenscreening mittels Tandem-
Massenspektrometrie erfasst (BAnz 2005). Durch eine frihe Diagnosestellung im
Neugeborenenscreening und einen rechtzeitigen Therapiebeginn wird bei Patienten mit
PKU eine mentale Retardierung verhindert und eine weitgehend normale Entwicklung
gewahrleistet. Das langfristige Outcome ist jedoch im Wesentlichen abhangig von der

individuellen Stoffwechseleinstellung (Waisbren et al. 2007).

1.4. Klassifizierung der Phenylketonurie

Abhangig von dem Genotyp, von der PAH-Restenzymaktivitdt und somit von der Schwere
der Erkrankung sind verschiedene Verlaufsformen der PKU mit unterschiedlichen
Phanotypen beschrieben. In den deutschsprachigen Landern erfolgt die Klassifizierung der
PKU in drei unterschiedliche Phanotypen: die klassische PKU, die milde PKU und die
Hyperphenylalaninamie (HPA). Sowohl die klassische wie auch die milde PKU sind
behandlungspflichtig, wahrend Individuen mit einer HPA keine Therapie bendtigen, da ihre
Phe-Blutwerte auch unter normaler Kost nicht >600 umol/L ansteigen und keine Gefahr
einer neurologischen Schadigung besteht (Weglage et al. 1996). Die Einteilung in die
verschiedenen PKU-Phanotypen erfolgt nach etablierten Kriterien anhand der maximalen
Phe-Blutwerte vor Therapiebeginn und der taglichen Phe-Toleranz (Guldberg et al. 1998,
Glttler et al. 1994) (Tabelle 1).

Tabelle 1: Einteilung der verschiedenen PKU-Ph&notypen nach klinischen Kriterien

PKU-Phanotyp Maximaler Phe-Wert im Blut Phe-Toleranz

Klassische PKU >1.200 pmol/L <20 mg/kg/die
Milde PKU 600 - 1.200 pmol/L 20 - 50 mg/kg/die
HPA <600 umol/L >50 mg/kg/die




1.5. Pravalenz und Vererbung der Phenylketonurie

Die Haufigkeit der PKU weist unterschiedliche geographische Verteilungen auf, auch
innerhalb Europas. Nach den aktuellen Daten der Deutschen Gesellschaft fir
Neugeborenenscreening liegt die Pravalenz aller PKU-Formen in Deutschland bei 1: 5.000.
Im Jahr 2010 wurden im Neugeborenenscreening in der Bundesrepublik Deutschland
folgende Pravalenzen erfasst: klassische und milde PKU 1: 9.287; HPA 1: 11.114; BH4-
Mangel 1: 677.947; Gesamtzahl 1: 5.022 (http://www.screening-dgns.de).

Die Vererbung der PKU folgt einem autosomal-rezessiven Erbgang. Das PAH-Gen ist auf
12921-924.1 lokalisiert, besteht aus 13 Exonen und kodiert 452 Aminosauren (DiLella et al.
1986, Scriver und Kaufman 2001). Derzeit sind tber 700 verschiedene PAH-Mutationen
beschrieben. Davon sind 61% Missense-Mutationen, 14% Deletionen, 11% Splei3stellen-
Mutationen, 6% stille Mutationen, 5% Nonsense-Mutationen und 2% Insertionen. Alle diese
bekannten PAH-Mutationen sind in einer Gen-Datenbank zusammengefasst

(http://www.pahdb.mcqill.ca). PAH liegt in seiner funktionellen Form als Homotetramer vor.

Das tetramere Enzym weist drei unterschiedliche Domé&nen auf: eine regulatorische
Domane, eine katalytische Domane sowie eine tetramerisierende Domane. Das aktive
Zentrum der PAH liegt in der katalytischen Domane (Erlandsen und Stevens 1999). Je
nachdem, welchen Einfluss die PAH-Mutationen auf die Struktur des Tetramers haben, sind
diese mit unterschiedlichen Rest-Enzymaktivititen und daraus folgend mit

unterschiedlichen klinischen Phanotypen assoziiert (Erlandsen und Stevens 1999).

1.6. Behandlung der Phenylketonurie

Zur Verhinderung neurologischer Schadigungen ist bei Patienten mit PKU eine lebenslange
Therapie indiziert (MacDonald et al. 2010). Abhangig von dem Lebensalter sind
international unterschiedliche Therapieziele zur Behandlung der PKU etabliert. Die in
Deutschland aktuell gultigen altersabhangigen Phe-Zielwerte im Blut sind der Tabelle 2 zu

entnehmen (Burgard et al.1999).

Tabelle 2: Phe-Zielwerte nach den aktuellen Empfehlungen zur Behandlung der PKU

Alter Phe-Zielwerte im Blut
<10 Jahre 40 - 240 ymol/L
10 - 15 Jahre 40 - 900 ymol/L
>15 Jahre 40 - 1.200 ymol/L




Diatetische Behandlung

1953 wurde von dem Deutschen Horst Bickel erstmals die Behandlung der PKU
beschrieben. Die Behandlung des zweijahrigen Madchens Sheila mit einem Phe-freien
Aminosaurenhydrolysat wurde von Bickel in seiner Arbeit ,Influence of phenylalanine intake
on phenylketonuria“ dargestellt (Bickel et al. 1953). Auch heute noch stellt die Diat die Basis
der PKU-Behandlung dar. Grundlage ist eine streng Phe-bilanzierte Diat mit Substitution
eines synthetischen Phe-freien L-Aminosaurengemisches (MacDonald et al. 2011, Scriver
und Kaufmann 2001). Die diatetische Behandlung der PKU wurde in den letzten
Jahrzehnten kontinuierlich verbessert, insbesondere durch eine Optimierung des
Geschmacks und der Zusammensetzung der Aminosaurengemische sowie durch ein stark
erweitertes Angebot eiweillarmer Nahrungsmittel. Dennoch ist die Diateinhaltung fir viele
Patienten eine groRRe Herausforderung, und die Compliance nimmt haufig im Laufe der
Behandlung ab, insbesondere im Adoleszenten- und Erwachsenenalter (MacDonald et al.
2010, Walter et al. 2002).

Alternative Behandlungsoptionen

Erst in den letzten Jahren begann die erfolgreiche Suche nach neuen Therapieoptionen zur
Behandlung der PKU. Eine dieser Therapieoptionen ist die Behandlung mit LNAA. Das
Prinzip der Behandlung besteht darin, dass LNAA den gleichen LAT1-Transporter wie Phe
benutzen, und zwar sowohl an der Bluthirnschranke als auch im Gastrointestinaltrakt
(Boado et al. 1999, Choi und Pardridge 1986, Hidalgo und Borchardt 1990). Die Gabe von
LNAA senkt daher einerseits die Phe-Konzentration im Blut durch eine verminderte Phe-
Aufnahme im Gastrointestinaltrakt und hat andererseits einen neuroprotektiven Effekt durch
eine verminderte Phe- und eine erhohte LNAA-Aufnahme Uber die Bluthirnschranke. Die
Therapie mit LNAA findet ausschliellich Anwendung bei erwachsenen Patienten und ist
keine Therapieoption flr Kinder und Jugendliche mit PKU (Ahring 2010, Matalon et al.
2007, Schindeler et al. 2007). LNAA-Praparate sind in Deutschland derzeit nicht verfligbar.

Eine andere neue Therapieoption ist die Behandlung mit Glykomakropeptiden (GMP). GMP
sind Teile des Molkeproteins und enthalten als einziges naturliches Protein nur sehr geringe
Mengen an Phe (2,5-5 mg Phe/g Protein). Zudem haben GMP einen hohen Gehalt an
LNAA, der zwei- bis dreifach hoher ist als in anderem natirlichen Protein (van Calcar et al.
2009). Als hochwertiges und schmackhaftes Protein stellen GMP eine gute Proteinquelle fur
die PKU-Behandlung dar, jedoch nur bei Substitution der in GMP fehlenden essentiellen
Aminoséauren. Bislang wurden GMP vorwiegend in Studien angewandt, hierbei zeigte sich
unter der Gabe von GMP insbesondere ein verbesserter Phe-Umsatz, eine Erleichterung

der Diat sowie eine Verbesserung der Compliance (Lim et al. 2007, van Calcar et al. 2009).



Ein weiterer Therapieansatz ist die Enzymersatztherapie mit Phenylalanin-Ammonium-
Lyase. Die Phenylalanin-Ammonium-Lyase ist kein humanes sondern ein pflanzliches
Enzym, das die Umwandlung von Phe zu dem nicht-toxischen Metaboliten trans-Zimtsaure
katalysiert (Gamez et al. 2005). Da eine Enzymersatztherapie mit Phenylalanin-Ammonium-
Lyase ein hohes Risiko allergischer Reaktionen birgt, ist fir die Therapie eine Konjugation
der Phenylalanin-Ammonium-Lyase mit Polyethylenglycol (,PEGylation“) erforderlich
(Gamez et al. 2005, Sarkissian et al. 2008). Derzeit werden erste klinische Studien mit der
Enzymersatztherapie mit PEGylierter Phenylalanin-Ammonium-Lyase bei erwachsenen

Patienten mit PKU durchgeflhrt (http://clinicaltrials.gov).

Die zellbasierte Therapie stellt eine weitere Alternative in der Behandlung der PKU dar.
Kirzlich wurde bei einem ersten Patienten mit PKU bei ausgepragter Incompliance und
schlechter Stoffwechseleinstellung eine Hepatozytentransplantation durchgefiihrt, die
jedoch nur zu einem kurzzeitigen Therapieerfolg flihrte (Stéphenne et al. 2012). Diese
Therapiealternative scheint aufgrund der Invasivitat sowie der potentiellen Nebenwirkungen
keine wirkliche Alternative in der Behandlung der PKU darzustellen. Weitere
Therapieoptionen werden derzeit am PKU-Mausmodell erprobt. Die Gentherapie mit
Adeno-asoziierten Virus-Vektoren, die entweder in der Leber oder im Muskel exprimiert
werden, zeigen im PKU-Mausmodell erfolgversprechende Ergebnisse mit langfristiger

Korrektur der klinischen wie auch der laborchemischen Auffalligkeiten (Thény 2010).

Behandlung mit Tetrahydrobiopterin (BH4)

Eine weitere Therapieoption ist die Gabe von BH4, dem Kofaktor der PAH, die erstmals von
Kure und Mitarbeitern im Jahr 1999 beschrieben wurde (Kure et al. 1999). Sie berichteten
Uber vier Patienten mit einer Erh6hung der Phe-Blutkonzentrationen, die keinen Defekt der
BH4-Synthese oder -Regeneration sondern eine Defizienz der PAH aufwiesen und dennoch
nach der Gabe von BH4 einen deutlichen Abfall ihrer Phe-Werte zeigten. Alle vier Patienten
waren compound-heterozygot flir Mutationen im PAH-Gen. Diese PKU-Form wird BH4-
responsive PKU genannt. In der letzten Dekade wurden zahlreiche Patienten mit einer BH4-
responsiven PKU beschrieben (Bernegger und Blau 2002, Levy et al. 2007, Muntau et al.
2002, Trefz et al. 2010). Die Mehrzahl dieser Patienten wies einen milden PKU-Phanotyp
auf. Die Therapie mit BH4 stellt neben der lebenseinschrankenden Phe-bilanzierten Diat die
erste zugelassene alternative Behandlungsoption fir Kinder und Jugendliche mit einer PKU

dar.

Im Folgenden werden in dieser Arbeit Langzeitprobleme bei der didtetischen Behandlung

der PKU sowie Besonderheiten der Langzeittherapie mit BH4 evaluiert.
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2. Eigene Arbeiten

2.1. PUBLIKATION 1: Hennermann JB, Vetter B, Wolf C, Windt E, Buhrdel P, Seidel J,
Monch E, Kulozik AE. Phenylketonuria and Hyperphenylalaninemia in Eastern
Germany: A Characteristic Molecular Profile and 15 Novel Mutations. 2000. Hum
Mutat 15:254-260

Ziel dieser Studie war die Untersuchung der Besonderheiten des genotypischen Spektrums
der PKU-Patienten aus dem Ostteil Deutschlands. Wir untersuchten 302 Patienten aus 290
Familien, die in den Stoffwechselzentren Berlin, Leipzig und Jena betreut wurden.
Insgesamt identifizierten wir 75 verschiedene Mutationen, von denen 15 Mutationen bislang
nicht beschrieben waren. Von diesen 15 neu identifizierten Mutationen waren elf
Punktmutationen (p.M1R, p.Q20L, p.L41P, p.R155P, p.E183Q, p.S231F, p.Y325C,
p.E330D, p.G344R, p.G344V, p.F410S), eine Spleil3-Mutation (IVS9+1G>A) und drei
Deletionen (c.737delC, ¢.838del8bp, c¢.1357-1361del). EIf dieser neu identifizierten
Mutationen waren mit einer klassischen PKU, drei mit einer milden PKU und nur eine

Mutation mit einer HPA assoziiert.

Bei der phanotypischen Klassifizierung zeigte sich ein sehr hoher Anteil an Patienten mit
einer klassischen PKU (77% aller untersuchten Patienten); lediglich 14% der Patienten
wiesen eine milde PKU und 9% eine HPA auf. Bei der Untersuchung des PAH-Genotyps
bestéatigte sich demnach eine hohe Frequenz an Nullmutationen. Zudem zeigten sich
deutliche Unterschiede zwischen der PKU-Population ohne und der PKU-Population mit
Migrationshintergrund. Bei der ostdeutschen PKU-Population ohne Migrationshintergrund
war die Nullmutation p.R408W in 40% aller Allele nachweisbar, die Splei3-Mutationen
IVS12+1G>A und IVS10-11G>A in 8% bzw. 3% nachweisbar. Bei PKU-Patienten mit
turkischem Migrationshintergrund wurden am haufigsten die beiden Splei3-Mutationen
IVS10-11G>A (57% aller Allele) und IVS2+5G>C (15% aller Allele) identifiziert. Keiner der
PKU-Patienten mit tlirkischem Migrationshintergrund wies die in der deutschen Population
haufigen Mutationen p.R408W oder 1IVS12+1G>A auf. Unterschiedliche Haufigkeiten der
PAH-Mutationen sind bereits innerhalb Europas beschrieben (Eisensmith et al. 1995,
Zschocke et al. 1997) und konnten anhand unserer Daten auch fur Deutschland bestatigt

werden.

Auffallend waren in der hier untersuchten PKU-Population die hohe Inzidenz an Patienten
mit einer klassischen PKU und der sehr hohe Anteil an Nullmutationen im PAH-Gen. Die
Bestimmung des Genotyps und somit auch die Pradiktion des daraus resultierenden
Phanotyps sind essentiell fir Entscheidungen Uber mdgliche Therapieoptionen, wie im

Folgenden dargestellt wird.
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2.2. PUBLIKATION 2: Hennermann JB, Roloff S, Gellermann J, Vollmer I, Windt E,
Vetter B, Pléckinger U, Ménch E, Querfeld U. Chronic Kidney Disease in Adolescent
and Adult Patients with Phenylketonuria. 2012. J Inherit Metab Dis, DOI
10.1007/s10545-012-9548-0

Bei PKU-Patienten erfolgt der Hauptteil der Proteinzufuhr, namlich 75-95% der Gesamt-
Proteinzufuhr, Uber die Gabe des Phe-freien synthetischen Aminosaurengemisches.
Aminosaurengemische bestehen aus Mono-Aminosauren, die schneller metabolisiert
werden als Aminosauren, die aus natlrlichem Protein stammen (Mdnch et al. 1996). Es ist
aulRerdem bekannt, dass die Proteinzufuhr einen relevanten Einfluss auf die Nierenfunktion
hat (Brenner et al. 1982; King und Levey 1993). Wir untersuchten daher den Einfluss der
Phe-bilanzierten Diat auf die Nierenfunktion von adoleszenten und erwachsenen Patienten
mit PKU. Bei 67 Patienten im Alter zwischen 15-43 Jahren wurden die glomerulare
Filtrationsrate (GFR) sowie der effektive renale Plasmafluss mittels Isotopen-Clearance
(°'Cr-EDTA, '#J-Hippuran), die Retentionsparameter, die Protein- und Elektrolyt-
Ausscheidung im Urin, eine Nierenultraschalluntersuchung und eine 24-Stunden-

Blutdruckmessung durchgefuhrt.

Zum Zeitpunkt der Untersuchung lag die Gesamtproteinzufuhr der untersuchten PKU-
Patienten bei 0.96 + 0.23 g/kg KG/Tag. 24% der Patienten waren tbergewichtig (BMI 25-30
kg/m?), 13% der Patienten adipts (BMI >30 kg/m?). Eine arterielle Hypertonie zeigte sich bei
23% der Patienten, zudem fehlte bei 41% der Patienten der physiologische nachtliche
Blutdruck-Abfall. Die Blutdruckwerte waren nicht mit GFR, Proteinzufuhr oder Proteinurie
assoziiert, jedoch signifikant mit dem BMI. 19% der Patienten wiesen eine Erniedrigung der
GFR auf, 31% eine Proteinurie, 7% eine Mikroalbuminurie und 23% eine Hyperkalziurie. Mit
steigender Proteinzufuhr fiel die GFR signifikant ab, bezogen auf die aktuelle
Gesamtprotein-Zufuhr, die aktuelle Zufuhr an synthetischem Eiweil3 und die lebenslange
Proteinzufuhr. Auch die Proteinurie war signifikant mit steigender Proteinzufuhr assoziiert.
Die erhohte Kalziumausscheidung war mit der aktuellen Proteinzufuhr, insbesondere der
Zufuhr an synthetischem Eiweil3 assoziiert; es gab jedoch keinen Einfluss der lebenslangen
Proteinzufuhr auf die Kalziumausscheidung. Mittels multivarianter Regressionsanalyse
zeigten sich lediglich Proteinurie und aktuelle Gesamt-Proteinzufuhr als unabhangige
Pradiktoren der GFR mittels Isotopen-Clearance (p <0,005). Der Vergleich der
Patientengruppe mit eingeschrankter GFR mit der Patientengruppe mit normaler GFR
erbrachte ebenfalls signifikante Unterschiede bezuglich Proteinurie und lebenslanger
Proteinzufuhr (s. Tabelle 3). Eine Assoziation mit den unterschiedlichen Genotypen der

Patienten und der Nierenfunktion oder der arteriellen Hypertonie ergab sich nicht.
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Keiner der Patienten wies eine Hyperaminoazidurie auf. Die Phe-Konzentration im Urin war
auf 0,713 = 0,375 mmol/g Kreatinin erhdht und korrelierte signifikant mit aktuellen sowie
lebenslangen Phe-Plasmakonzentrationen, GFR, Proteinurie, und systolischem Blutdruck.
Die Phe-Plasmakonzentration war zum Zeitpunkt der Untersuchung 796 + 317 umol/L
(aktuelle Empfehlungen fir Patienten >15 Jahre 40-1200 umol/L; Burgard et al. 1999) und
lag nur bei 4 von 67 Patienten oberhalb des therapeutischen Zielbereiches. Aktuelle oder
lebenslange Phe-Plasmakonzentrationen korrelierten nicht mit GFR, Proteinurie oder
Blutdruck.

Anhand dieser Daten konnten wir erstmals nachweisen, dass PKU-Patienten unter der Phe-
bilanzierten Diét eine chronische Nierenerkrankung (eingeschrankte Nierenfunktion,

Proteinurie) sowie eine arterielle Hypertonie entwickeln kdnnen.
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2.3. PUBLIKATION 3: Hennermann JB, Buhrer C, Blau N, Vetter B, Ménch E. Long-
term treatment with tetrahydrobiopterin increases phenylalanine tolerance in children

with severe phenotype of phenylketonuria. 2005. Mol Genet Metab 86:S86-S90

BH4 stellt eine neue Option in der Behandlung der PKU dar. Nach der Erstbeschreibung
der BH4-responsiven PKU in 1999 (Kure et al. 1999) wurden zunachst ausschlieflich
Patienten mit einer milden PKU beschrieben, die auf BH4 ansprachen. In dieser Studie
untersuchten wir erstmals das Langzeit-Ansprechen auf BH4 bei Patienten mit einem

schweren PKU-Phanotyp.

Wir fuhrten einen BH4-Belastungstest bei 40 im Neugeborenenscreening diagnostizierten
Neugeborenen mit einer Phe-Serumkonzentration >240 umol/L durch. 18 der 40 Patienten
zeigten ein Ansprechen im BH4-Belastungstest. 5 dieser 18 BH4-responsiven Patienten
wiesen einen schweren PKU-Phanotyp auf, entsprechend einer Phe-Toleranz von <20
mg/kg KG/Tag und einer Phe-Serumkonzentration von >1000 pumol/L bei Diagnosestellung.
Diese 5 Patienten wurden Uber einen Zeitraum von 24 Monaten (5,5-29 Monate) mit BH4 in
einer Dosierung von 20 mg/kg KG/Tag behandelt. Alter bei Behandlungsbeginn war im
Median 1,2 Monate. Alle 5 Patienten zeigten ein dauerhaftes Ansprechen auf BH4: bei
stabiler Stoffwechseleinstellung konnte die Phe-Toleranz unter der BH4-Therapie deutlich
gesteigert werden. Vor Beginn der BH4-Therapie betrug die tagliche Phe-Toleranz 18-19
mg/kg, sie stieg unter BH4-Gabe auf 30-80 mg/kg an und fiel nach Beendigung der BH4-
Therapie wieder auf 12-17 mg/kg ab. Die Mutationsanalysen ergaben eine Compound-
Heterozygositat fur eine Nullmutation und eine variante PAH-Mutation bei vier Patienten

sowie eine Homozygositat fur eine variante PAH-Mutation bei einem Patienten.

Mit diesen Daten konnten wir erstmals nachweisen, dass eine BH4-Responsivitat nicht auf
milde PKU-Phanotypen beschrankt ist, sondern dass auch Patienten mit einem schweren
PKU-Phanotyp BH4-responsiv sein kdénnen und auf eine Langzeitbehandlung mit BH4

ansprechen.
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2.4. PUBLIKATION 4: Trefz FK, Burton BK, Longo N, Martinez-Pardo Casanova M,
Gruskin DJ, Dorenbaum A, Kakkis ED, Crombez EA, Grange DK, Harmatz P, Levy
HL, Lipson MH, Milanowski A, Randolph LM, Vockley G, Whitley CB, Wolff JA,
Bebchuk J, Christ-Schmidt H, Hennermann JB. Efficacy of sapropterin
dihydrochloride in increasing phenylalanine tolerance in children with
phenylketonuria: a Phase lll, randomized, double-blind, placebo-controlled study.
2009. J Pediatr 154:700-707

Ziel dieser Studie war die Untersuchung der Wirkung von Sapropterin-Dihydrochlorid
(Sapropterin), der synthetisch hergestellten Form von BH4, auf eine Steigerung der Phe-
Toleranz bei Kindern mit PKU im Alter zwischen 4-18 Jahren. Diese multizentrische,
internationale, randomisierte und Placebo-kontrollierte Doppelblind-Studie wurde in zwei
Teilen durchgefiihrt. Im ersten Studienteil wurde das Ansprechen auf Sapropterin bei
insgesamt 90 Patienten Uber einen Zeitraum von 8 Tagen untersucht. 50 von 90 Patienten
zeigten ein Ansprechen auf Sapropterin mit einem Abfall der Phe-Blutwerte um 64,0 +
17,5%. 46 dieser 50 Patienten wurden in den zweiten Teil der Studie eingeschlossen. In
diesem Studienteil wurden diese 46 Patienten randomisiert (3:1) mit 20 mg/kg KG/Tag
Sapropterin oder mit Placebo Uber einen Zeitraum von zehn Wochen behandelt. Drei
Wochen nach Randomisierung wurde die Phe-Zufuhr alle zwei Wochen abhangig von den

aktuellen Phe-Blutwerten mittels Gabe von Milch- oder Eiweil3pulver adaptiert.

In den ersten drei Wochen nach Randomisierung zeigte sich in der Sapropterin-Gruppe ein
signifikanter Abfall der Phe-Blutkonzentration von 149 + 134 umol/L, in der Placebo-Gruppe
zeigte sich dagegen keine signifikante Veranderung der Phe-Blutkonzentration. Uber einen
Zeitraum von zehn Wochen konnte die Phe-Zufuhr bei den Patienten, die Sapropterin
erhielten, signifikant um 20,9 + 15,4 mg/kg KG/Tag gesteigert werden, bei den Patienten
der Placebo-Gruppe zeigte sich keine signifikante Steigerung der Phe-Zufuhr. Die Differenz
der Phe-Steigerung zwischen der Sapropterin- und der Placebo-Gruppe war signifikant mit
17,7 + 4,5 mg/lkg KG/Tag. 12 der 33 Patienten (36%) der Sapropterin-Gruppe tolerierten
einen Anstieg der Phe-Zufuhr von <10 mg/kg KG/Tag, 10 Patienten (30%) einen Anstieg
von 11-30 mg/kg KG/Tag und 11 Patienten (33%) einen Anstieg von 31-50 mg/kg KG/Tag.
Keiner der 12 Patienten der Placebo-Gruppe tolerierte einen Anstieg der Phe-Toleranz auf
210 mg/kg KG/Tag, 7/12 Patienten zeigten keinen Anstieg der Phe-Toleranz. Schwere
Nebenwirkungen traten nicht auf;, haufigere Nebenwirkungen in der Sapropterin-Gruppe

waren Kopfschmerzen, Rhinorrhoe sowie gastrointestinale Probleme.
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Anhand dieser Daten konnten wir nachweisen, dass bei BH4-responsiven PKU-Patienten
unter der Behandlung mit Sapropterin die individuelle Phe-Toleranz bei gleichzeitig stabilen

Phe-Blutkonzentrationen signifikant gesteigert werden kann.
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2.5. PUBLIKATION 5: Burton BK, Nowacka M, Hennermann JB, Lipson M, Grange DK,
Chakrapani A, Trefz F, Dorenbaum A, Imperiale M, Kim SS, Fernhoff PM. Safety of
Extended Treatment with Sapropterin Dihydrochloride in Patients with
Phenylketonuria: Results of a Phase 3b Study. 2011. Mol Genet Metab 103:315-322

Ziel dieser Studie war die Untersuchung der Sicherheit der Langzeittherapie mit Sapropterin
bei BH4-responsiven Patienten mit PKU. Die Studie war eine multizentrische, multinationale
Phase 3b-Open-Label-Anschlussstudie. Alle 111 Studienteilnehmer im Alter von 16,4 + 10,2
Jahren (Spanne: 4-50 Jahre) hatten zuvor an einer Phase 3-Sapropterin-Studie
teilgenommen. Die durchschnittliche Studienteilnahme betrug 659 + 221 Tage, die gesamte
Dauer der Sapropterin-Exposition bei allen Patienten 799 £+ 238 Tage. Die durchschnittliche

Sapropterin Dosis lag bei 16,2 + 4,7 mg/kg/Tag.

Die meisten der unter Sapropterin beobachteten unerwinschten Ereignisse wurden als
leicht oder mittelschwer und als nicht medikamentenassoziiert eingestuft. Zu den haufigsten
moglicherweise medikamentenassoziierten unerwinschten Ereignissen zahlten virale
Gastroenteritiden, Erbrechen und Kopfschmerzen (jeweils 4,5%). Bei 7 Patienten traten
schwerwiegende unerwinschte Ereignisse auf, von denen nur eines, ein
gastroosophagealer Reflux, als mdglicherweise medikamentenassoziiert klassifiziert wurde.
3 Patienten beendeten die Behandlung wegen moglicherweise medikamentenassoziierter
unerwiunschter  Ereignisse. Diese  waren Konzentrationsschwierigkeiten ~ und
Stimmungsschwankungen, Thrombozytopenie sowie intermittierende Diarrhoe. Bei 2
Patienten zeigte sich eine intermittierende Transaminasenerhdhung, bei 24 Patienten eine
transiente nicht-behandlungsbediirftige Neutropenie (neutrophile Granulozyten <1.5x10%/L)
und bei 13 Patienten eine Thrombozytopenie, bei lediglich 4 davon mit
Thrombozytenzahlen <100x10°L. Weitere Laborveranderungen ergaben sich bei den
Studienteilnehmern nicht. Die Phe-Blutwerte blieben bei der Mehrzahl der Patienten unter

Sapropterin-Therapie innerhalb des Zielbereiches.

Anhand dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die Langzeittherapie mit Sapropterin in
einer Dosierung von 5-20 mg/kg KG/Tag ein gutes Sicherheitsprofil aufweist und von den

Patienten gut toleriert wird.
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2.6. PUBLIKATION 6: Hennermann JB, Roloff S, Gebauer C, Vetter B, von Arnim-Baas
A, Monch E. Long-term treatment with tetrahydrobiopterin in phenylketonuria:
Treatment strategies and prediction of long-term responders. 2012. Mol Genet
Metab 107:294-301

Trotz der Erstbeschreibung der BH4-responsiven PKU vor mehr als 10 Jahren fehlen
weiterhin Empfehlungen zur Identifizierung von PKU-Patienten, die langzeit-BH4-responsiv
sind. Ziel dieser Studie war daher zum einen die Identifizierung von Parametern, die eine
Langzeit-BH4-Responsivitat vorhersagen, zum anderen die Etablierung eines strukturierten

Prozederes zur Etablierung der BH4-Langzeittherapie.

Wir untersuchten 116 diatpflichtige PKU-Patienten im Alter von 4-18 Jahren (Median 8,8
Jahre) auf ihre mdgliche Langzeit-BH4-Responsivitat. Patienten mussten mindestens zwei
der folgenden drei Kriterien erfiillen: positiver neonataler BH4-Belastungstest, potentiell
BH4-responsiver  Genotyp, milder Phé&notyp. 23/116 Patienten erfilliten die
Einschlusskriterien und erhielten eine BH4-Langzeittherapie Uber mindestens drei Monate.
Die Steigerung der diatetischen Phe-Zufuhr sowie die Anpassung der Aminosauren-Zufuhr
erfolgten nach einem genau definierten Protokoll. Die Therapie mit BH4 wurde bei allen
Patienten in einer Dosierung von 20 mg/kg KG/Tag gestartet und nach Protokoll reduziert.
Anderungen der Diat sowie der BH4-Gabe erfolgten abhangig von den jeweiligen Phe-

Plasmakonzentrationen.

18 der 23 selektierten Patienten zeigten ein dauerhaftes Ansprechen auf die Behandlung
mit BH4, 5 dagegen nicht. Die 18 Patienten, die dauerhaft auf die Therapie mit BH4
ansprachen, wurden Uber einen Zeitraum von 48 + 27 Monaten mit einer BH4-Dosis von
14,9 + 3,3 mg/kg KG/Tag behandelt. Unter der BH4-Therapie konnte die initiale Phe-
Toleranz von 452 + 201 mg/Tag auf 1593 + 647 mg/Tag gesteigert werden, was einem
Anstieg der Phe-Toleranz um 275 + 151% entsprach. Bei 8 der 18 mit BH4 behandelten
Patienten konnte das Phe-freie Aminosaurengemisch abgesetzt werden, 10 Patienten
benétigten weiterhin ein Aminosaurengemisch in einer Dosierung von 0,63 = 0,23 g
Protein/kg KG/Tag. 7/18 Patienten berichteten Uber gastrointestinale Nebenwirkungen unter
der BH4-Therapie.

Wir verglichen die laborchemischen, klinischen und molekulargenetischen Daten der
Patienten, die langzeit-BH4-responsiv waren, mit denen der Patienten, die nicht langzeit-
BH4-responsiv waren. Die Kombination folgender Parameter ergab den hdchsten
pradiktiven Wert fur Langzeit-BH4-Responsivitat: Phe-Konzentration bei Diagnosestellung
<1200 pmol/L, Phe/Tyr-Ratio bei Diagnosestellung <15, Phe/Tyr-Ratio unter diatetischer
Behandlung <15, Phe-Toleranz im Alter von drei Jahren >20 mg/kg KG/Tag, positiver
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neonataler BH4-Belastungstest und mindestens eine potentiell BH4-responsive Mutation (p
= 0,00024). Sogar bei Vergleich der Parameter, die bereits kurz nach Diagnosestellung in
der Neonatalperiode verfugbar sind (Phe-Konzentration und Phe/Tyr-Ratio bei
Diagnosestellung, neonataler BH4-Belastungstest und Genotyp), ergab sich ein
signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe der Langzeit-BH4-Responder und der Nicht-
Responder (p = 0,02).

Anhand der in dieser Studie identifizierten Parameter wird es mdglich, bereits kurz nach der
Diagnosestellung einer PKU eine potentielle Langzeit-BH4-Responsivitat vorherzusagen

und somit friih die Entscheidung Uber eine eventuelle BH4-Therapie zu treffen.
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2.7. PUBLIKATION 7: Blau N, Hennermann JB, Langenbeck U, Lichter-Konecki U.
Diagnosis, Classification, and Genetics of Phenylketonuria and Tetrahydrobiopterin
(BH4) Deficiencies. 2011. Mol Genet Metab 104:S2-S9

AbschlieRend fasst dieser Artikel das derzeitige Wissen, die neuen Entwicklungen sowie
haufige Schwierigkeiten bei Diagnosestellung, Klassifizierung und genetischen Analysen
aller Stérungen im Phe-Stoffwechsel, d. h. sowohl des PAH-Mangels wie auch der
Stérungen in der BH4-Synthese und -Regeneration, zusammen. Alle Patienten, die im
Neugeborenenscreening mittels Tandem-Massenspektrometrie mit einer Phe-Erhdhung
auffallen, missen auf eine Stérung der BH4-Synthese und -Regeneration untersucht
werden. Aus einer einzigen Trockenblutkarte kénnen sowohl die Analyse der Aminoséuren
Phe und Tyr als auch die Analyse der Pterine (Neopterin und Biopterin) sowie die Aktivitat
der Dihydropteridin-Reduktase durchgefiihrt werden. Nach der Diagnosestellung empfiehlt
sich baldmaoglichst eine Klassifizierung der Patienten in den jeweiligen PKU-Ph&anotyp. Der
PKU-Phanotyp wird durch die Phe-Blutwerte und durch die tagliche individuelle Phe-
Toleranz bestimmt, aber auch durch ein potentielles Ansprechen auf BH4. Nach den
aktuellen Empfehlungen sollte der BH4-Belastungstest mit der Gabe von synthetischem
BH4, Sapropterin, in einer Dosierung von 20 mg/kg/Tag durchgefiihrt werden. Nach einem
initialen Screening Test Uber einen Zeitraum von 24-48 Stunden sollte der BH4-Test Uber
mehrere Wochen fortgefuihrt werden. Anhand des Genotyps, d. h. anhand der Kombination
der Mutationen beider PAH-Allele, kann die Schwere der PKU, d. h. der biochemische
Phanotyp, aber auch ein potentielles Ansprechen auf BH4 leichter bestimmt werden.
Zudem kann mit einer Phe-Belastung und der hierbei erzielten Phe-Umsetzungsrate der

PKU-Phanotyp sicher klassifiziert werden.

Die Einteilung in die verschiedenen PKU-Phanotypen und die Klassifizierung des PAH-
Genotyps ist essentiell fir mogliche Therapie-Entscheidungen, inshesondere der Therapie

mit BH4, sowie fiir eine adaquate Beratung der betroffenen Familien.
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3. Diskussion

3.1. Phenylalanin-bilanzierte diatetische Therapie

Seit Einfuhrung des Neugeborenenscreenings auf PKU in Deutschland in den spéaten
1960er bzw. frihen 1970er Jahren werden Patienten mit einer PKU frihzeitig diagnostiziert
und rechtzeitig behandelt. Das Outcome von PKU-Patienten ist jedoch abhéngig von der
individuellen Stoffwechseleinstellung: Ein Phe-Anstieg um 100 pumol/L in dem kritischen
Alter der ersten 12 Lebensjahre bedingt einen Abfall des 1Qs um 1,3-3,1 Punkte, wie eine

kirzlich durchgefuhrte Metaanalyse ergab (Waisbren et al. 2007).

Obwohl die Phe-bilanzierte Diat bereits in den 1950er Jahren erstmals beschrieben wurde,
hat sich in der Behandlung der PKU und in der Zusammensetzung der diatetischen
Therapie erst in den letzten Jahren einiges geadndert. Wegen Complianceproblemen
(MacDonald et al. 2010, Walter et al. 2002), Einschrankungen der Lebensqualitat (Cotugno
et al. 2011) und moglicher Langzeitfolgen durch die Phe-bilanzierte Diat begann die Suche

nach neuen Optionen in der Behandlung der PKU.

3.1.1. Langzeitprobleme unter Phenylalanin-bilanzierter Diat

Mikronahrstoff-Defizite, insbesondere ein Vitamin B12-Mangel, sind eines der méglichen
Langzeitprobleme bei Patienten mit PKU. Dies betrifft jedoch vorwiegend Patienten mit
ausgepragter Incompliance, Patienten, die ihre didtetische Therapie ohne eine adaquate
Proteinversorgung beenden, oder Patienten mit HPA und streng veganer Erndhrung
(MacDonald et al. 2011). Weitere bekannte Langzeitprobleme bei adoleszenten und adulten
Patienten mit PKU sind Osteopenie bzw. Osteoporose (Hoeks et al. 2009, Schwahn et al.
1998) sowie neurologische Defizite, wie Tremor, verminderte Leistungen bei
neuropsychologischen Untersuchungen und Marklager-Veranderungen (Pérez-Duefias et
al. 2005, Moyle et al. 2007, Anderson und Leuzzi 2010).

Adipositas

Unsere Daten bestatigten das Auftreten von Ubergewicht bzw. Adipositas bei knapp 40%
der adoleszenten und adulten PKU-Patienten. Ein Zusammenhang zwischen Phe-
bilanzierter Diat und Adipositas wurde auch in anderen Studien bereits beschrieben,
vorwiegend bei PKU-Patienten weiblichen Geschlechts (Acosta et al. 2003, Burrage et al.
2012, White et al. 1982). Dennoch bestatigen unsere wie auch friiher erhobene Daten, dass
eine Erhéhung des BMI bei PKU-Patienten nicht mit einer erhohten Gesamtkalorienzufuhr
assoziiert sein muss (Acosta 1996). Wir konnten aufzeigen, dass der BMI invers mit der
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Zufuhr an Gesamtprotein bzw. synthetischem Protein korreliert. Die unregelmafiig Giber den
Tag verteilte Proteinzufuhr sowie die hohe Kohlenhydratzufuhr der Phe-bilanzierten Diat
haben einen Einfluss auf die Ausschiittung von Insulin und auf die Ausschittung des
Appetit-anregenden Hormons Ghrelin, was als eine der moglichen Ursache der Adipositas
bei PKU-Patienten postuliert wurde (MacLeod et al. 2010, Weigel et al. 2007).

Arterielle Hypertonie

Anhand unserer Untersuchungen konnten wir erstmals nachweisen, dass PKU-Patienten
ein erhdhtes Risiko aufweisen, eine arterielle Hypertonie zu entwickeln (Publikation 2). Bei
einem Viertel der adoleszenten und adulten PKU-Patienten wurde eine arterielle Hypertonie
diagnostiziert. Zudem fehlte bei Uber 40% der Patienten der physiologische néachtliche
Blutdruckabfall. Das Auftreten einer arteriellen Hypertonie war signifikant mit ansteigendem
BMI assoziiert, nicht jedoch mit der Proteinzufuhr, der GFR oder der Proteinausscheidung.
Diese Daten weisen darauf hin, dass eine mdgliche arterielle Hypertonie bei Patienten mit
PKU ein weiteres sekundéres Gesundheitsproblem darstellt. Die Langzeituntersuchungen
bei Patienten mit PKU sollten daher unbedingt auch regelmafige Blutdruck-Kontrollen,
insbesondere bei Ubergewichtigen und adipdsen Patienten, beinhalten.

3.1.2. Nierenfunktion bei Patienten mit Phenylalanin-bilanzierter Diat

Wir konnten zudem erstmals nachweisen, dass PKU-Patienten unter der lebenslangen Phe-
bilanzierten Diat eine chronische Nierenerkrankung mit eingeschrankter Nierenfunktion,
Proteinurie, Mikroalbuminurie und Hyperkalziurie entwickeln koénnen (Publikation 2).
Multiple lineare Regressionsanalysen ergaben eine signifikante Assoziation der GFR,
gemessen mittels **Cr-EDTA Isotopen-Clearance, mit der aktuellen Gesamt-Protein-Zufuhr
und der Proteinurie. Daraus folgt, dass die Proteinzufuhr und die Proteinurie unabhangig
voneinander an dem Pathomechanismus der Nierenschadigung bei Patienten mit PKU

beteiligt sind.

Einschrankung der Glomeruléren Filtrationsrate

Die GFR, gemessen mittels >*Cr-EDTA Isotopen-Clearance, war signifikant mit steigender
Proteinzufuhr assoziiert, sowohl mit der aktuellen als auch mit der lebenslangen
Proteinzufuhr, sowohl mit der Zufuhr an Gesamtprotein als auch mit der Zufuhr an
synthetischem Protein. 19% der Patienten wiesen eine eingeschrankte GFR auf, lediglich
7% eine Hyperfiltration. Die Proteinzufuhr scheint somit ein wichtiger Risikofaktor in der

Genese der chronischen Nierenerkrankung bei Patienten mit PKU zu sein.
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Proteinurie

Eine Proteinurie wurde bei Uber 30% der PKU-Patienten nachgewiesen, eine
Mikroalbuminurie bei 7% der Patienten. Unsere Analysen bestéatigen, dass die Proteinurie
eine unabhéngige Variable der Nierenschadigung bei Patienten mit PKU ist. Eine
Hyperaminoazidurie fand sich bei keinem Patienten. Die Phe-Ausscheidung im Urin
korrelierte jedoch signifikant mit der Proteinurie und der GFR. Dies filhrte zu der Annahme,
dass die erhohte Phe-Konzentration im Urin einen zusatzlichen Einfluss auf die

Nierenschadigung bei Patienten mit PKU haben kénnte.

Ubergewicht ist ein bekannter Risikofaktor bei der Entwicklung einer Glomerulosklerose
(Kambham et al. 2001). Dies entspricht unseren Daten, die eine signifikante Assoziation
zwischen BMI und GFR nachwiesen. Dennoch zeigte sich kein Zusammenhang zwischen
dem BMI und der Proteinausscheidung. Eine Adipositas scheint somit ein weiterer

Risikofaktor fur eine chronische Nierenerkrankung bei PKU-Patienten zu sein.

Hyperkalziurie

23% der untersuchten Patienten zeigten ein Hyperkalziurie. Die Kalziumausscheidung stieg
mit steigender Proteinzufuhr signifikant an, vor allem mit steigender Zufuhr an
synthetischem Protein, wobei die lebenslange Proteinzufuhr keinen Einfluss auf die
Kalziumausscheidung hatte. Eine mogliche Hyperkalziurie birgt somit ein weiteres
Langzeitrisiko fir PKU-Patienten. Dennoch war die Hyperkalziurie nicht mit verminderter
GFR, Proteinurie oder arterieller Hypertonie assoziiert, und nur wenige Patienten wiesen
eine Nephrokalzinose auf. Eine Assoziation mit den Serumkonzentrationen von 25-
Hydroxy-Vitamin D(3) oder 1,25-Dihydroxy-Vitamin D(3) bestand ebenfalls nicht. Obwohl
die aktuellen Empfehlungen zur Nahrstoffzufuhr eine hoéhere Vitamin D-Zufuhr bei
Adoleszenten und Erwachsenen anraten (German Nutrition Society 2012), wies keiner der

hier untersuchten PKU-Patienten einen Vitamin D-Mangel auf.

3.1.3. Genese der Nierenschadigung unter Phenylalanin-bilanzierter Diét

Mehrere Pathomechanismen kdnnen als Ursache der renalen Schadigung bei Patienten mit

PKU in Erwagung gezogen werden:

1. Ein Zusammenhang zwischen der diatetischen Proteinzufuhr und der Nierenfunktion ist
seit langem bekannt (Brenner et al. 1982; King und Levey 1993). Die Hyperfiltrationstheorie
besagt, dass eine hohe Proteinzufuhr zu einem akuten Anstieg des renalen Plasmaflusses
und der GFR fuhrt, resultierend in Hyperfiltration, glomerularer Schadigung und chronischer

Niereninsuffizienz (Bernstein et al. 2007; Brenner et al. 1996). Daher wird bei Patienten mit
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terminaler Niereninsuffizienz eine protein-restriktive Kost empfohlen (Brenner et al 1982;
Fouque und Aparicio 2007). Die Gesamt-Proteinzufuhr bei PKU-Patienten Ubersteigt haufig
die geltenden Diat-Empfehlungen (MacDonald et al. 2011), und auch in unserem
Patientenkollektiv wurde die empfohlene Gesamt-Proteinzufuhr deutlich (berschritten.
Dennoch lag die Gesamt-Proteinzufuhr der untersuchten PKU-Patienten noch in dem
Bereich einer ,normalen“ westlichen Erndhrung, weshalb die Gesamt-Proteinzufuhr als
alleiniger Faktor eine chronische Nierenerkrankung bei Patienten mit PKU nicht hinreichend

erklart (Fouque und Aparicio 2007; Halbesma et al. 2009).

2. Die Proteinzufuhr bei PKU-Patienten unterscheidet sich jedoch in ihrer
Zusammensetzung deutlich von der Proteinzufuhr Gesunder und besteht zu mehr als
Zweidritteln aus dem synthetischen Aminosaurengemisch. Nach Zufuhr des aus Mono-
Aminoséduren bestehenden Aminosdurengemisches zeigen sich hohe Plasma-
Aminoséauren-Peaks (Gropper et al. 1993, Ménch et al. 1996). Im Tiermodell waren hohe
Plasma-Aminosauren-Spiegel nephrotoxisch und fiihrten zu einem signifikanten Abfall der
GFR mit Albuminurie und histologisch nachweisbarer tubulédrer Schadigung (Zager et al.
1983). Ein &hnlicher Pathomechanismus konnte demnach ursachlich fir die
Nierenschadigungen bei Patienten mit PKU sein.

Zudem konnte in Studien ein Einfluss des synthetischen Aminosdurengemisches auf die
Steigerung des Blut-Harnstoff-Stickstoffs und die Harnstoff-Synthese nachgewiesen werden
(van Calcar et al. 2009). Im Mausmodell resultierte nach der Zufuhr von
Aminosaurengemischen eine Zunahme der Nierenmasse, wahrscheinlich bedingt durch
eine erhdhte renale Auslastung, um den nach Aminosauren-Zufuhr anfallenden Harnstoff

besser eliminieren zu kénnen (Solverson et al. 2012).

3. Die Ausscheidung von Phe im Urin war signifikant mit der GFR und der Proteinurie
assoziiert. Obwohl bislang kein nephrotoxischer Effekt von Phe bekannt ist, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass hohe Phe-Konzentrationen im Urin einen zusatzlichen
Einfluss auf die Entwicklung der chronischen Nierenerkrankung bei Patienten mit PKU

haben.

4. Erhohter oxidativer Stress ist bei Patienten mit PKU mehrfach nachgewiesen worden.
Ursache hierfir sind die erhdhte Bildung freier Radikale, ein potentieller Mangel an
Mikronahrstoffen sowie ein Anstieg von Phe und dessen Metaboliten (Ribas et al. 2011).
Erhohter oxidativer Stress kdnnte eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der renalen
Gewebeschadigung und der chronischen Nierenerkrankung bei PKU spielen.

5. Es wurde beschrieben, dass die menschliche Niere eine wichtige Funktion in der Phe-
Homoostase einnimmt. PAH wird nicht nur in der Leber sondern auch in der menschlichen

Niere exprimiert (Lichter- Konecki et al. 1999), und eine Verminderung der PAH-Aktivitat ist
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bei Niereninsuffizienz bekannt (Zhao et al. 2012). Die renale PAH-Expression kdnnte daher
einen Einfluss auf die Nierenfunktion ausuben, obwohl unsere Daten keinen
Zusammenhang zwischen der chronischen Nierenerkrankung und dem PAH-Genotyp

aufzeigen.

Anhand dieser Daten wird jedoch deutlich, dass bei adoleszenten und adulten Patienten
unter einer Phe-bilanzierten Diat regelmaRige Untersuchungen der Nierenfunktion

unbedingt durchgeflhrt sollten.

3.2. Therapie mit Tetrahydrobiopterin

Mit der Erstbeschreibung der BH4-responsiven PKU im Jahr 1999 (Kure et al. 1999)
avancierte BH4 zur moglichen Alternative in der Behandlung von Patienten mit PKU.
Zunachst war BH4 in Deutschland dber Schircks Laboratories (Schweiz) erhaltlich.
Sapropterin-Dihydrochlorid (Kuvan®; Merck Serono SA, Schweiz), eine synthetisch
hergestellte Form von BH4, erhielt 2007 die Zulassung durch die Food and Drug
Administration in den U.S.A. und 2009 die Zulassung durch die Européische Arzneimittel-
Agentur EMEA in Deutschland (Burnett 2007, Ziesch et al. 2012). Beide BH4-Produkte
enthalten die gleiche aktive Substanz 6R-BH4 (Burnett 2007). Die Einfihrung von BH4 als
neue therapeutische Option bei Patienten mit PKU wurde mit grofiem Optimismus und
Enthusiasmus aufgenommen. Es wurde geschétzt, dass mindestens 30% der Patienten mit
PKU von einer BH4-Behandlung profitieren kénnten (Bernegger und Blau 2002, Zurfliih et
al. 2006).

Verschiedene Ursachen fur die Wirkung von BH4 bei Patienten mit einer BH4-responsiven
PKU wurden diskutiert, wie z. B. Mutationen im Bereich der BH4-bindenden Doméne der
PAH, mogliche Ky-Varianten der PAH, eine verminderte Bindung von BH4 an die mutierte
PAH oder suboptimale physiologische BH4-Konzentrationen (Aguado et al. 2007,
Erlandsen und Stevens 2001, Kure et al. 2004). Inzwischen wird die These des
pharmakologischen Chaperoneffekts von BH4 favorisiert. Danach fungiert BH4 in
pharmakologisch hohen Dosen als Chaperon und fiihrt zu einer Stabilisierung des mutierten
Enzyms, zu einer Verhinderung des Enzymabbaus sowie zu einer Verminderung von
Enzymaggregation, was in einer Erhéhung der PAH-Restenzymaktivitat resultiert (Muntau
und Gersting 2010).
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3.2.1. Identifikation von langzeit-BH4-responsiven PKU-Patienten

Eine Langzeittherapie mit BH4 ist mittlerweile bei einigen grof3eren Patientengruppen mit
BH4-responsiver PKU berichtet worden (Burton et al. 2007, Lee et al. 2008, Levy et al.
2007, Trefz et al. 2010). Die meisten dieser Studien konzentrierten sich vorwiegend auf den
Effekt von BH4 auf eine Reduktion der Phe-Blutwerte (Burton et al. 2007, Lee et al. 2008,
Levy et al. 2007) und nicht auf eine Steigerung der individuellen Phe-Toleranz. In unseren
Studien konnten wir jedoch beide Effekte einer BH4-Therapie nachweisen (Publikation 3,
Publikation 4, Publikation 6).

Die Steigerung der Phe-Toleranz unter der BH4-Therapie ist fur die Patienten von grol3er
Bedeutung, da dies eine grolBere Freiheit in der Diatfihrung und eine deutliche
Verbesserung der Lebensqualitat impliziert. Gleichwohl gestaltet sich die Identifikation von
Patienten mit einer BH4-responsiven PKU, insbesondere solcher Patienten, die auf eine
Langzeittherapie mit BH4 ansprechen, weiterhin als schwierig. Kriterien zur Identifikation
langzeit-BH4-responsiver PKU-Patienten existierten bislang nicht. Uns gelang es erstmals,
Kriterien festzulegen, mit denen bereits in der Neonatalperiode potentiell BH4-responsive

PKU-Patienten identifiziert werden konnen (Publikation 6).

BH4-Belastungstest

Urspringlich wurde der BH4-Belastungstest zur Diagnose von Patienten mit einem Defekt
in der Synthese bzw. Regeneration von BH4 etabliert. Diese Patienten zeigen im BH4-
Belastungstest bereits 3-7 Stunden nach BH4-Gabe einen Abfall der Phe-Werte (Curtius et
al. 1979, Ponzone et al. 1993). Patienten mit einer BH4-responsiven PKU dagegen weisen
im BH4-Belastungstest erst >8 Stunden nach BH4-Gabe einen Abfall der Phe-Werte auf
(Kure et al. 1999, Zurflih et al. 2006). Der BH4-Test wird als positiv gewertet, wenn ein
Abfall von mindestens 30% des basalen Phe-Wertes erreicht wird (Bernegger und Blau
2002). In der Praxis werden zur ldentifikation von Patienten mit einer BH4-responsiven PKU
unterschiedliche BHA4-Belastungstests benutzt (Blau et al. 2010). All diese BH4-
Belastungstests kénnen jedoch sowohl falsch negative wie auch falsch positive Ergebnisse
erbringen, beispielsweise bedingt durch ein verzdégertes Ansprechen auf BH4, eine zu
niedrige BH4-Dosis, eine zu niedrige Phe-Zufuhr, mangelnde Compliance oder eine
katabole Stoffwechselsituation (Blau et al. 2009, Nielsen et al. 2010, Publikation 7). Ein
Grol3teil dieser Storfaktoren scheint im Neugeborenenalter eine weniger bedeutende Rolle

zu spielen als in spaterem Lebensalter.

In Europa wird derzeit der BHA4-Belastungstest bei mindestens der Halfte der

Neugeborenen, die im Neonatalscreening mit einer Phe-Erhdhung von >400 pmol/L
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diagnostiziert werden, durchgefihrt (Blau et al. 2010). Wir konnten anhand unserer Daten
nachweisen, dass der neonatale BH4-Belastungstest tiber 24 Stunden ein guter pradiktiver
Faktor ist, um eine potentielle Langzeit-BH4-Responsivitat vorherzusagen. Dennoch
kénnen PKU-Patienten, die eine verzogerte BH4-Responsivitat aufweisen, sogenannte
“slow responder”, mit dem BH4-Belastungstest Uber einen Zeitraum von nur 24 Stunden
nicht sicher erfasst werden. Daher muss, zumindest in Einzelféllen, eine Verlangerung des
BH4-Belastungstests bis mindestens 48 Stunden in Erwagung gezogen werden (Fiege et
al. 2005). Ein positiver BH4-Belastungstest sagt allerdings nicht sicher eine Langzeit-BH4-
Responsivitdt vorher wie auch ein negativer BH4-Belastungstest eine Langzeit-BH4-

Responsivitat nicht sicher ausschlief3t.

Identifikation mittels Ph&notyps

Wir konnten anhand unserer Daten nachweisen, dass nicht nur Patienten mit einem milden
PKU-Phanotyp BH4-responsiv sein kdnnen sondern auch Patienten mit einem schweren
PKU-Phanotyp (Publikation 3). Auch bei diesen Patienten kann durch die BH4-Therapie
sowohl ein Abfall der Phe-Blutwerte als auch eine Steigerung der individuellen Phe-

Toleranz erreicht werden.

Langzeit-BH4-Responder kdnnen auch anhand klinischer Daten identifiziert werden. Hierzu
zéhlen insbesondere die maximalen Phe-Blutspiegel und die maximale Phe/Tyr-Ratio,
sowohl bei Diagnosestellung als auch unter diatetischer Therapie. Die Phe-Toleranz allein
scheint kein sicheres Identifikationsmerkmal darzustellen. Dies ist vermutlich dadurch
bedingt, dass die durch unsere Studien ermittelte Phe-Toleranz mittels ambulanter
Kontrollen zu Hause bestimmt wurde, was potentiell fehlerbelasteter ist als eine

standardisierte Bestimmung unter stationdren Bedingungen.

Identifikation mittels Genotyps

Derzeit sind mehr als 700 verschiedene PAH-Mutationen bekannt, und mehr als 400
verschiedene Mutationskombinationen wurden bislang bei Patienten mit einer BH4-

responsiven PKU beschrieben (http://www.biopku.org/biopku). Meist betrifft dies ,mildere”

Mutationen, die mit einer hoheren PAH-Restaktivitdt assoziiert sind. Sogenannte
Nullmutationen mit nur geringer PAH-Restaktivitdt sind nicht mit einer BH4-Responsivitat

assoziiert (http://www.biopku.org/biopku). Obwohl wir auch bei einigen Patienten mit einem

schweren PKU-Phéanotyp eine BH4-Responsivitdt nachweisen konnten, waren alle diese
Patienten Tréger zumindest einer milderen oder varianten PAH-Mutation (Publikation 3,
Publikation 7).
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Dennoch zeigen auch unsere Daten, dass der Genotyp allein keine zuverlassige Aussage
Uber eine potentielle Langzeit-BH4-Responsivitat liefert. Bei einigen Genotypen, z. B. bei
der Kombination mit den PAH-Mutationen p.Y414C, p.A403V, p.A300S und p.R261, ist eine
BH4-Responsivitat sicher zu erwarten, bei einigen anderen Mutationen dagegen nicht
immer. Einen Erklarungsansatz hierfur liefert die These der sogenannten interallelischen
Komplementation. Von einer interallelischen Komplementation spricht man, wenn
Mutationen in Compound-Heterozygotie vorliegen und das daraus resultierende
Genprodukt weniger oder mehr aktiv ist als das Genprodukt der Mutationen in
homozygotem Zustand (Leandro et al. 2011). Dies ist von besonderer Bedeutung bei
Erkrankungen, die eine hohe Rate an compound-heterozygoten Genotypen aufweisen. Fir
die PKU trifft dies in besonderem Mal3e zu, da bis zu 75% der Patienten einen compound-
heterozygoten Genotyp aufweisen (Publikation 1, Leandro et al. 2011). Kurzlich wurde
auRerdem nachgewiesen, dass variante PAH-Mutationen abhangig von ihrer zweiten
Mutation in trans unterschiedlich auf BH4 reagieren. Ein Beispiel hierfir bietet die
Missense-Mutation p.R261Q: In homozygotem Zustand ist diese Mutation mit einer BH4-
Responsivitéat assoziiert, in Heterozygotie mit einer Nullmutation dagegen nicht (Staudigl et
al. 2011). Dies wird ebenfalls durch unsere Untersuchungen bestatigt, in denen wir eine
Langzeit-BH4-Responsivitdt bei Patienten mit Homozygotie flir p.R261Q nachweisen

konnten, bei Patienten mit einer Compound-Hetereozygotie fir p.R261Q allerdings nicht.

Auch wenn die molekulargenetische Analyse des PAH-Gens bei der PKU keinen
diagnostischen Stellenwert besitzt, so konnten auch wir anhand unserer Daten aufzeigen,
dass die Aussagekraft dieser Analyse gerade fur eine mogliche Therapieoption mit BH4 von

grof3er Bedeutung ist (Publikation 7).

3.2.2. Pradiktive Parameter flr Langzeit-BH4-Responsivitat

Unsere Daten zeigen, dass es keinen einzelnen spezifischen Parameter gibt, der eine
Langzeit-BH4-Responsivitat vorhersagt. Durch die Analyse bestimmter laborchemischer,
molekulargenetischer und klinischer Daten ist jedoch eine sichere Einschatzung tber eine
potentielle Langzeit-BH4-Responsivitat moglich. Die Kombination folgender Parameter
erlaubt bereits bei der Diagnosestellung im Neugeborenenalter eine Aussage uber eine
potentielle BH4-Responsivitat: maximale Phe-Konzentration bei Diagnosestellung <1200
pmol/L, maximale Phe/Tyr-Ratio bei Diagnosestellung <15, positiver neonataler BH4-
Belastungstest und mindestens eine potentiell BH4-responsive Mutation. Dies ermdglicht
eine frihe Einschéatzung tber moégliche Therapieoptionen und eine entsprechende Beratung

der betroffenen Familien.
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Zudem gibt es mehrere Faktoren, die eine Langzeit-BH4-Responsivitat beeinflussen, wie in
besonderem Male die jeweilige Stoffwechseleinstellung. Eine Langzeittherapie mit BH4
scheint sowohl die Stabilitdt von PAH als auch den Chaperoneffekt von BH4 zu starken
(Staudigl et al. 2011). Auch aus diesem Grund empfehlen wir eine verlangerte Testung von
BH4 bei potentiell langzeit-BH4-responsiven PKU-Patienten. Unsere Daten zeigen
Uberdies, dass einige Patienten nur langsam ihre individuelle Phe-Toleranz steigern
koénnen, so dass der Effekt einer BH4-Langzeittherapie erst im Verlauf von mindestens drei

Monaten nach Beginn der BH4-Behandlung erkannt werden kann.

Die Annahme, dass 30% der Patienten mit PKU von einer BH4-Behandlung profitieren
kénnten (Bernegger und Blau 2002, Zurflih et al. 2006), wurde durch unsere Daten nicht
belegt. In unserem Patientenkollektiv lag das Langzeit-Ansprechen auf BH4 bei nur 15%.
Madglicherweise ist dies durch unser Patientenkollektiv bestimmt, das eine hohe Rate an
Patienten mit einer klassischen PKU und eine hohe Rate an Nullmutationen, insbesondere
der Punktmutation p.R408W, aufwies (Publikation 1).

3.2.3. Langzeittherapie mit Tetrahydrobiopterin
Diatumstellung unter BH4-Langzeittherapie

Der Beginn einer Langzeittherapie mit BH4 erfordert strenge Kontrollen der Phe-Blutwerte
sowie der Phe-Zufuhr. Dies ist nur bei guter Zusammenarbeit mit den betroffenen Patienten
und deren Eltern moglich. Wir etablierten eine effektive Methode, mit der nach einem
Stufenplan schrittweise die Phe-Zufuhr gesteigert, die eiweildarmen Lebensmittel durch
normale Produkte ersetzt und das Aminosadurengemisch reduziert werden kdénnen
(Publikation 6). Dieser Stufenplan wurde von den Patienten und deren Eltern sehr gut
akzeptiert, obwohl sie der Diatlockerung zunachst mit Angst und groRBer Vorsicht
begegneten. Die Patienten mit PKU, die zuvor ausschlie3lich eine Phe-bilanzierte Diat
erhielten, entwickelten nach Lockerung der Diat unter BH4 besondere Essgewohnheiten.
Viele PKU-Patienten lehnten eiweil3reiche Lebensmittel ab, insbesondere Kuhmilch,
Milchprodukte und Fisch. Ein Grof3teil der Patienten, die unter der BH4-Therapie ihre Phe-
bilanzierte Diat beenden konnten, bendtigte weiterhin eine Supplementation mit Vitaminen
und Mikrondhrstoffen. Die Gefahr einer Mikrondhrstoff-Defizienz wurde durch andere
Studien bestétigt (Singh et al. 2010). Unter der Langzeittherapie mit BH4 ist es daher
erforderlich, die diatetische Zufuhr und die Serumspiegel bestimmter Mikron&hrstoffe und
Vitamine zu kontrollieren, v. a. die von Kalzium, Eisen, Vitamin B12 und Vitamin D. Dies
betrifft vorwiegend Patienten mit PKU, die unter der BHA4-Langzeittherapie kein

Aminosaurengemisch mehr erhalten.
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Wie wir in unseren Studien nachweisen konnten, wurde die Lockerung der Phe-bilanzierten
Diat unter der Behandlung mit BH4 sowohl von den Patienten als auch von deren Eltern als
eine deutliche Steigerung ihrer Lebensqualitdit empfunden. Die Lebensqualitdt wurde in
unseren Untersuchungen ausschlie3lich anamnestisch befragt. Im Gegensatz hierzu wurde
in einer kirzlich durchgefihrten Studie keine Steigerung der gesundheitsbezogenen

Lebensqualitat unter der Behandlung mit BH4 berichtet (Ziesch et al. 2012).

Dosierung von BH4

Dosierungen von BH4 sind in der Literatur mit 5-20 mg/kg KG/die beschrieben (Lee et al.
2008, Levy et al. 2007). Dennoch bendétigten die meisten der von uns untersuchten
Patienten héhere BH4-Dosen von mindestens 15 mg/kg KG/die, insbesondere Patienten
mit einem schweren PKU-Phanotyp, die unter BH4-Therapie weiterhin ein
Aminosaurengemisch einnahmen. Niedrigere BH4-Dosierungen waren lediglich bei einigen
wenigen Patienten mit einem milden PKU-Phanotyp effektiv. Dies wurde durch eine kirzlich
publizierte Arbeit bestatigt (Staudigl et al. 2011). Wir konnten zudem aufzeigen, dass durch
eine Titrierung der individuellen BH4-Dosis eine stufenweise Reduktion der BH4-Dosis
erreicht werden kann. Bei Beginn einer BH4-Therapie sollte die initiale Dosis von BH4 bei
20 mg/kg KG/die liegen und individuell nach den Phe-Blutwerten sowie der Phe-Toleranz

adaptiert werden.

Nebenwirkungen der BH4-Therapie

In unseren (Publikation 4, Publikation 5) und anderen BH4-Langzeitstudien (Lee et al. 2008,
Levy et al. 2007) traten einige unerwlinschte Ereignisse wie gastrointestinale Probleme,
Rhinorrhoe und Kopfschmerzen auf, die als mdglicherweise medikamentenassoziierte
Nebenwirkungen von BH4 einzustufen sind. Die gastrointestinalen Probleme unter BH4-
Therapie kdnnten moglicherweise durch den saurehaltigen Charakter des Produktes
bedingt sein. Wir konnten au3erdem nachweisen, dass einige Patienten unter der BH4-
Therapie eine intermittierende Transaminasenerhéhung, eine transiente Neutropenie oder
Thrombozytopenie aufwiesen. Auch diese Laborveranderungen sind als mdéglicherweise
medikamentenassoziiert einzustufen. Bei einigen wenigen Patienten zeigte sich unter der
BH4-Therapie eine kurzzeitige Erniedrigung der Phe-Blutkonzentration auf Werte <26
pmol/L. Unter der Langzeittherapie mit BH4 sollten daher neben regelmafRigen Kontrollen
der Phe-Blutwerte auch regelmafiige Kontrollen der Transaminasen sowie des Blutbildes
inklusive Differenzierung erfolgen. Geschmack und Konsistenz von BH4 wurde von einigen
Patienten in unserem Patientenkollektiv als sehr unangenehm empfunden; gleichwonhl

beendete keiner der Patienten die BH4-Therapie aufgrund dieser Unvertréglichkeiten.
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Indikation fur eine BH4-Langzeittherapie

Trotz des positiven Effekts von BH4 auf eine Steigerung der individuellen Phe-Toleranz und
auf eine Reduktion der Phe-Blutwerte ist die Indikation zu einer Langzeittherapie mit BH4
nach unseren Ergebnissen streng zu stellen. Insbesondere Patienten mit einer milden PKU
profitieren von der BH4-Therapie, wahrend Patienten mit einem schweren PKU-Phéanotyp
zwar BH4-responsiv sein kdnnen, aber unter der Langzeittherapie mit BH4 meist nur eine
geringe Steigerung ihrer Phe-Toleranz erreichen. Fir eine BH4-Langzeittherapie setzten wir
eine mindestens 2,5fache Steigerung der initialen Phe-Toleranz voraus. Dies entspricht
auch Daten aus anderen Studien (Singh et al. 2010). Bei der Entscheidung tber eine BH4-
Langzeittherapie ist zudem der Kostenfaktor zu beriicksichtigen. Die von uns kalkulierten
Kosten fur eine BH4-Therapie in einer Dosis von 10 mg/kg KG/die betragen bereits im Alter
von 6 Monaten das 1,5-fache der Phe-bilanzierten Diat inkl. des Aminosaurengemisches,
ab dem zweiten Lebensjahr sogar das 2-fache. Bei BH4-Dosierungen von 20 mg/kg KG/die
liegen die Kosten dementsprechend zwischen 3- bis 4-fach hoher als unter der
herkdmmlichen diatetischen Therapie.

3.3.  Ausblick

BH4 ist nicht nur Kofaktor aromatischer Hydroxylasen sondern auch Kofaktor der Nitritoxid-
Synthase. Die Nitritoxid-Synthase und somit auch BH4 nehmen eine zentrale Rolle in der
Regulation der vaskularen Homdoostase ein. Eine Depletion von BH4 fuhrt zu endothelialer
Dysfunktion, verstarkter GefalZinflammation sowie der Zunahme arteriosklerotischer
Veranderungen und folglich zu kardiovaskularen Erkrankungen (Alkaitis und Crabtree 2012,
McNeill und Channon 2012). Der therapeutische Effekt von BH4 auf kardiovaskulare
Erkrankungen wird derzeit in mehreren Studien untersucht. Eine Pilotstudie konnte einen
antihypertensiven Effekt von BH4 bei Patienten mit schlecht eingestellter arterieller
Hypertonie nachweisen (Porkert et al. 2008), wahrend eine kirzlich veroffentlichte Studie
keinen Effekt einer BH4-Therapie auf die Gefal3funktion und den Redoxstatus von
Patienten mit einer koronaren GefalR3erkrankung aufzeigte (Cunnington et al. 2012).

Wie in dieser Arbeit dargestellt, weisen Patienten mit PKU ein erhdhtes Risiko auf, eine
arterielle Hypertonie oder eine chronische Nierenerkrankung zu entwickeln. Zudem ist bei
Patienten mit PKU erhOhter oxidativer Stress mit vermehrter Bildung freier Radikale
beschrieben (Ribas et al. 2011). Die arterielle Hypertonie, die chronische Nierenerkrankung
und der erhohte oxidative Stress bei PKU-Patienten kdnnten auch durch einen relativen
BH4-Mangel bedingt sein. In diesem Zusammenhang konnte BH4 eine zusatzliche
Therapieoption bei PKU-Patienten mit arterieller Hypertonie oder chronischer

Nierenerkrankung darstellen.
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4. Zusammenfassung

Trotz Etablierung neuer Therapieoptionen ist die Phe-bilanzierte Diat weiterhin die Therapie
der Wahl bei Patienten mit einer PKU, insbesondere bei Patienten mit einer klassischen
PKU. Bekannte Langzeitprobleme bei Patienten mit PKU sind neurologische Defizite,
Mikronahrstoff-Defizite, Osteopenie und Adipositas. Wie in dieser Arbeit dargestellt, weisen
PKU-Patienten unter der Phe-bilanzierten Diat zudem ein erhohtes Risiko auf, eine
arterielle Hypertonie sowie eine chronische Nierenerkrankung mit eingeschrankter
Nierenfunktion, Proteinurie, Mikroalbuminurie und Hyperkalziurie zu entwickeln. Mogliche
Ursachen der chronischen Nierenerkrankung bei PKU-Patienten sind die hohe
Gesamteiweif3zufuhr, die  hohe  Zufuhr von Mono-Aminosauren Uber das
Aminosaurengemisch, lokale Schadigungen durch die hohe Phe-Ausscheidung sowie

erhohter oxidativer Stress.

Die Therapie mit BH4, dem Kofaktor der PAH, stellt eine alternative Behandlungsoption fir
einige Patienten mit PKU dar. Das Ansprechen auf BH4 wird bestimmt durch den Genotyp
und den daraus resultierenden Phéanotyp. Populationen mit einer hohen Rate an
Nullmutationen weisen eine geringere Rate an BH4-responsiven PKU-Patienten auf.
Anhand unserer Daten konnten wir nachweisen, dass durch die Analyse bestimmter
laborchemischer, molekulargenetischer und klinischer Daten bereits in der Neonatalperiode

eine Einschatzung Uber eine potentielle Langzeit-BH4-Responsivitat moglich ist.

Bei BH4-responsiven PKU-Patienten fiihrt die Therapie mit BH4 zu einer Reduzierung der
Phe-Blutwerte und zu einer Steigerung der individuellen Phe-Toleranz. Die Langzeittherapie
mit BH4 sollte nach einem klar definierten Protokoll durchgefiihrt werden, insbesondere
beziiglich der Steigerung der individuellen Phe-Toleranz und der BH4-Dosierung.
Gleichwohl muss die Indikation zu einer BH4-Langzeittherapie kritisch gestellt werden.
Vorwiegend Patienten mit einer milden PKU profitieren von der BH4-Therapie, wahrend
Patienten mit einem schweren PKU-Phanotyp zwar BH4-responsiv sein kdnnen, aber unter
der Langzeittherapie mit BH4 meist nur eine geringe Steigerung ihrer Phe-Toleranz
erreichen. Fur eine BH4-Langzeittherapie ist eine mindestens 2,5-fache Steigerung der
initialen Phe-Toleranz vorauszusetzen. Die Kosten einer Therapie mit BH4 liegen zwischen
1,5- bis 4-fach hoher als die der Phe-bilanzierten Diat. Mogliche Nebenwirkungen der BH4-
Langzeittherapie kénnen gastrointestinale Probleme, Kopfschmerzen und Mikronahrstoff-

Defizite sein.

Dennoch ist die Bedeutung von BH4 in der Behandlung der PKU nicht zu unterschétzen.
BH4 nimmt als Kofaktor der Nitritoxid-Synthase eine Schlusselfunktion in der Regulation der
vaskuldaren Homoostase ein, weshalb eine Depletion von BH4 in der Pathogenese

kardiovaskularer Erkrankungen eine entscheidende Rolle spielt. Ein relativer BH4-Mangel
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konnte somit bei PKU-Patienten einen Einfluss auf den erhthten oxidativen Stress, die
arterielle Hypertonie und die chronische Nierenerkrankung haben. In diesem
Zusammenhang konnte BH4 eine zusatzliche Bedeutung in der Behandlung von PKU-
Patienten einnehmen. Andere neue Therapieoptionen werden derzeit sowohl in klinischen
Studien als auch in Tiermodellen untersucht, und sie kénnten in Zukunft eine mdgliche

Alternative zu der Phe-bilanzierten Diat darstellen.
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