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Neue biochemische Methoden zur
Diagnose des Aromatischen L-Aminosaure-
Decarboxylase (AADC)-Mangels

H. BRENNENSTUHL', T. OPLADEN'

' Universititsklinikum Heidelberg, Zentrum fir Kinder- und Jugendmedizin,
Kinderheilkunde | - Allgemeine Padiatric, Neuropéadiatrie, Stoffwechsel,
Gastroenterologie und Nephrologie, Sektion filr Neuropiidiatrie und Stoffwechselmedizin,
Im Neuenheimer Feld 430, 69120 Heidelberg

Zusammenfassung chung einer Ristkop . ieZym  to new treatment options, such

Mﬂit Probenmaterial, ene therapy approaches. This review
Die Aramatische L-Aminosdure-Decar preséots the diagnostic and therapeutic

boxylase |AADC) ist cin Sc_hlusscltnzym i Schilisselwirter 1
der Synthese von dopaminergen und se e
rotonergen Neurotransmittern. Pathologi AADC-Mangel - Dopamin, Serotonin
sche Marianten in dem filr die AADC kot - 3-O-Methyldopa - Mearotransmitter -
dicrenden DOC-Gen filbhren zu elner redus,  Vanlilinlaktat - Vanillinmandelsdune
Herten Enzymaktivitit und damit zu einer

verminderten Verfiigharkeit won Dopamin ey . 5 AMDC deficiency - dopamine - 3-0-
und Serotanin im zentralen MNervensys- N_clvtrﬁﬂih-tn Mgnnﬁmma methyldopa - neurotransmitter deficeney
tem. Das klinische Bild it gepeig von U€ L=Amino Acid Deficiency
einer muskuldren Hyper- oder Hypoionie,

versigeriem oder fehlendem  Erreichen

der motorischen Meilensteine und dem Neurnpaediatrie 2021; 20: 4-11,
Fiar Mewrotransmitter-Erkrankungen typi= @ Sehmidt-Roembild-Verlag, Luebeck,
schen Auftreten von okulogyren Krisen, Aromatic  L-aming acid decarboxy-  Germany: IS5H 1615-3873; NLM 1D
Bisher war die hiochemische Diagnose-  lase [AADC) is a key enzyme in the syn- 101166293; OCole 53801270
stellung des AADC-Mangels nur durch die  thesis of dopaminergic and serotonergic
Mess_ung_tlrr urof _' terme taboli- T itter t i variants Einleitung
ten im Ligeor maglich, Die Bestimmung  in the DOC gene coding for SADC ead

von 3-O-Methyldopa in Trockenblutkar-  to redueed enzyme activity and thus to Die Funktion des menschlichen Gehirns
ten ermoglicht nun erstmalig sowohl ein - a redeced availability of dopamine and  und die KEommunikation 2wischen Meura-
Neugehorenensereening als auch cime ein-  seratanin in the central nervous system.  nen sind malgeblich auf die Verflgbar-
fache Abkldrung in ciner Risikopopulation.  The clinical presentation is characterized ket chemischer Botenstoffe, sogenannter
Darliber hinaws steht durch die optimierte by pronounced musculas hypotonia, de-  Neurotransmitter, angewicsen. Zu ihnen
Quantifizierung der organischen Sauren  layed or absent achicvement of motor  zhhlen Aminosduren wic Glycin, Glutamat
und der Bestimmung der Vanillinlaktat!  milestones and oculogyrie crises. Up 10 oder y-Aminobuttersiure [GABA), biogene
Vanillinmandetsdure-Ratio auch im Urin now, bechemical diagnesis of AADC defi-  Amine wie beispiclsweise Dopaminund Se-
tin peripherer biochemischer Marker flir  clency has anly been possible by determi-  rotondn sowie komplese Neuropeptide, Die
die Diggnosestellung des AADC-Mangels  ning the neuretransmitter metabalites in enzymatische Synthese dieser Verbandun-
zur Verflgung. Mittels dieser belden di-  CSF The detection of 3-O-methyldepa In gen findet melst im prisynaptischen Neu-
ngnmtmh:n Marker kann somit eine 2u-  dried blood SpOts naw allows both new-  ron statt und ist im menschlichen Klsrp?r
verlissige, nlederschwellige wnd schrelle  bam sereening and selective screening in eln streng regulierter Prozess. Genetische
AbklZrung von Patienten mit suggestiven  a population at risk for the fist time. In - Varanten, welche zum Funktionsverlust
Klinsschen Symptomen erfolgen. Dies ist  addition, the optimized quantification of  der an der Synthese oder dem Aobau be-
inshesondere in Hinblick auf neue inno-  organic acids and the determination of  tesligten Enzyme ader zu einem gestirten
vative  Behandlungsméglichkeiten, wie  the vanillin lactatefvanillin mandelic acid — Transport von Neurstransmittern fohren,
der Genersatztherapic, welche kurz vor  ratio in urine naw also provides & periphe-  kinnen  zahlreiche  neurametabalische
der Zulassung fir den europiischen Arz-  ral biochemical marker far the disgnoss  Erikrankungshilder verursachen. Aufgrand
neimittelmarkt steht, won besonderer Be- of AMDE deficsency. Using these two diag-  der Heteragenitit der Symptame, der kli-
deutung. Diese Ubersichtsarbeit stellt die  npostic markers, reliable, low-threshold and - nischen Uberlappung mit anderen {pri-
diagnostischen und therapeutischen Neu-  rapid assessment of patients with sugges-  mir neuralogischen) Erkrankungen oder
erungen des AADC-Mangels vor und gibt  tive clinical symptoms can be performed.  auch fehlenden diagnostischen Markern
eine Handlungsempfehlung zur Untersu-  This s particularly important with regard  kommt es haufig zu einer Verzigerung

recommendations far risk screening
For the handling of sample material.
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der Diggnosestel

2019, Kurian et ¢
Autosomal re
ne Vatianten im
che7lng 18] &0,
fiahten zu eiret
der Aromati
carboxylase [AAl
BO8GEAT), welch
Pyridoxamin-5'-|
phasghat), diver
aktinen katalyd
Engymfunktion
Verfagharkeit v ﬁ
min i?n sy napti: [E] \,‘// b
sekundiren Mar
primdr Adrenalin und Moradrenaling zur
Falge (Siche Abbildung 1). Zu den Sym-
ptomen des AADC-Mangels zdhlen eine

& ~

(International Working Group on Meu-
rotransmitter Related Disorders, iNTD)
[Opladen et &l 2016) publizierte Be-

e
Bewegungsstrung  mit  rumpfbeton-
ter muskularer Hypatonie, Dystonie und

qsemp g nennt dafiir ne-
ben  PyridoxinPyridoxalphosphat — zur
Steigerung einer eventuell vorliegenden

eine globale Entwicklungswerzbgerung.
Spezifischer fir zentrale Sthrungen der
Neurotransmitterhominstase  sind  dys-
tone Anfille der k mit

AADC-Aktivitat, Dopamin-
Agonisten  wnd  Monoamino-Oxidase-
[MAD) Inhibitoren als primére Thera-
i i beide mit dem Ziel, die

schimerzhafter Blickdeviation nach ohen
|sogenannte okulagyre Krisen], autono-
me Dysregulation mit Hyperhidrose wund
frhkindlicher, therapserefraktirer nasa-
ler Kongestion. Wihrend erste Symptame
bereits im Alter von 2 Monaten auftreten
kiznnen, wird die Diagnase AADC-Mangel
durchschnitilich erst im Alier von 3.5 lah-
ren gestellt iWasenbery ef al. 2017) Die
Diagnostik des AADC-Mangels beruhte
lange Zeit. primir auf einer Messeng von
Neurotransmittermetabioliten im  Liguar
von Patient‘innen: Das typische Muster
im Liquor zeigt eine verminderte Kon-
zentration der Homaowanillinsure (HYA]
und S-Hydroey-Indolessigsiure (5-HIAA)L
Abbauprodukte van Dopamin und Seroto-
nin, bei unauffalligem Muster der Prerine.

Verfligharkeit von Dopamin im synapti-
schen Spalt u steigern. Zusitzlich kin-
nen zur symptomatischen Therapie der
Barki i B

Virus-Vektoren [AANZ-hAADC] mit dem
humanen BDC-Gen direkt in das Putamen
oder die Substantia nigra zeigen vielver-
sprechende Ergebnisse(Hwu et al. 2012,
Enjima et al 2019, Tseng et al 20716 Bej
allen Patientinmen kannte ein Anspre-
chen der motorisehen, sprachlichen und
kognitiven Funktionen beobachtet wer-
den, eine Abnahme der Unruhephasen
sowle eine deutliche Gewichiszunahme.
3-4 Wochen nach der Behandlung kam &5
gehduft zu choreatischen Hyperkinesien,
welche als Hinweis auf eine einsetzende
endagene Dopaminsynthese bei gleichzel-
fig bestehender Uberempfinglichkeit des
dopaminergen Systems gedeutet  wird,
(Knjima et k. 2018] Neben dem klinischen
Ansprechen konnten nach der Therapie
auch radiofogische Verinderungen der
weillen Substanz dokumentiert werden.
(Tseng et &l 2019) Da in den bisherigen
Studien ein junges Patientenalter mit dem
positiven Ansprechen auf die Gentherapic
assoziiert war, kommt der miglichst firli-
hen, im besten Fall pra-symptomatischen
Diagnosestellung eine zunehmende Be-
deutung u.

Um dies zu ermdglichen, wurde durch
die Dptimierung zweier unterschiedli-
h HR Bkl

=] 4

H [

bzw. der Dy i roika, wie

b sl Tolk T &1

werden. Viele Patienten benditigen eine
"

ol eening, auf

der Messung won 3-0MD in Trockenbiut

sowle eln selektives Screeningverfahren
g

Kismbl lling aus mek
" e

dureh elne 1 [tati

W elne indi Do-
sisfinduny sowie deren Anpasung an die
Klinischen Symplome. Denmpch ist das
Ansprechen auf die Behandlung oft enl-
tuschend (Wassenberg et al, 2007),
Neue und i i i

der oy hen Suren im Urin etab-
liert {Brennenstubl, Garbade, et al. 2000,
Brennenatubl, Kohlmiller, et al. 2020 ln
Hahmen dieser Ubersichisarbeit sollen
diese nevartigen Techniken der Diagna-

fiir den AADC=Mangel sind daher drin=
pend i Twei angi

llung worgestellt, erste Erfahrungen
mit dieven Verfahren aufgezeigt und eine
fior die Selekti=

Gentherapiestudien basierend auf der
Injektion won Adeno-assogiierten Typ-2

on won Patientinnen fiir das selektive
screeningverfahren gegebien werden,

O]

w P [ ] -2

Dopaman Saerotonin
VMA | | ;
- F
H Al
Abb. 1: Biochemische Grundisgen des Dopamin- und Serotonin-Metabishsmus
Apkiirmungen: 3-000 = 3-0-Methyl-Dopa, 5-HIAA = 5-Hyd dgsdure, S-HTP = &-Hydroay phian, AADC = matische -L-Amina-
L DEH = Doparmin-B HVA = , PLP

shure-Decarboxylase, Adr. = Adrenalin, COMT = Catechyd-0-Methryli i

L VLA = Vanillinksktat, VMA = Vanillinmandel-
und die 2) VLANMA Ratie basierend auf der

= Fyr in-5"-Fhosphat {Fyrid 1, FNMT = Phenyléthanalamine N-methy
skure. Die Zahlen mrkieren die beiden Sehld iten 1] 3-0MD im H

i #ver Analyse der organischen Shuren im Urin
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wurde in Recall” einer zweiten Tracken-
tlutkarte veranlasst, in welcher sich dann
ebenfalls Werte innerhal des Referenz-
bereichs zeigten (interne  Datenanaly-
se). Damit wurde bdslang im erweiterien
Neugeborenenscreening keln Patient mit
AADC-Mangel Identifiziert, was auch in
der sehe niedrigen zu erwartenden Inzi-
denz fir Dewtschland 2u begriinden ist.
Auch Proben, die dem Selektivicreening
aus einer Population mit AADC-typischen
Symptomen (Tabelle 7] sugefihet wurden,
fishrten bislang eu keiner Diagnose cines
AADC-Mangels, Patienten, welche in das

entsprechende Grundlage zur semi-guan-
titatven Messung won organischen Sau-
ren verfligen und die relativ simple Pro-
bengewinnung, ermdalicht diese Technik
cine einfache wnd schaelle Ersteinschit-
zung beziglich der Notwendigkeit wei-
teven, aufwandigeren Abklarung. Sollte
sich ein erster Verdacht auf das Vorliegen
eines AADC-Mangels in Betrachtung der
VLANMA Ratio ergeben, sa sollte stets
e Bestimmung der 3-0MD Mn:emm-
tion im Trackenblut, eine h

Zusammenfassung

Fir den AADC-Mangel, dessen schweres,
neurologisches Erankheitshildung nur un-
zureichend mittels etablierter medikamen-
thzer Behandlung therapierbar ist, besteht
ein hoher Bedarf an neuen, innowvativen
Behandlungsmethoden Erste Studien be-
zhglich ciner intrazercbral anzuwendenden
Gentherapie zesgen ichversprechende Er-
gcbms&e Da der Therapieerfoly bel frnhcr

¥
urid genetische Kunhrmalumsuhagnmuk
und nicit zuletst eine pra-therapeutische

selektive Screening e wur=
den, hattem in 43,50 der Fille eine un-
klare Emtwicklungsverzierung, weitere
Symptome waren Epilepsie, Hypotonie,
Frishgeburtlichkeit, Autismus, Azidose, Le-
bersymthesestirung, syndromale Erkran-
kung oder zeigten die Symptomkonstella-
tion der Zerebralparese.

Die VLA/VMA-Ratio im Urin

Hewen der Bestimmung won 3-0MD im
Trockenblut konnte die semi-guantitative
Messmethode e organtsche Siuren im
Urin zur ldentifizierung von Patienten
mit AADC-Mangel optimbert werden. Die
Konzentration von VLA aus dem 3-DMD-
Melzlxulusmut sowie VMA aus dem Kate-

kann 4 im

L inn analog fu den Empleh-
lungen der erfol-

Dia lurg und frihem Theragl

gmn haher |§| sollten Patienten im besten
Fall bereits. prii-symptomatisch diagnosti-
siert werden, Die Messung von 3-0MD in

gen [Wassenberg et al. 2017

ﬁherlegungen zur Probenverar-
beitung und zum Probenversand

Filter- baw. Trockenblutiarten, wie se
fur das  Hoechdurchsatz-Neugeborenen-
screening verwendet werden, bicten neben
der cinfachen Probengewinnung den Vor-
teil der stabilen Metabolitenkonservierung,
Bei der Probengewinnung flr das selektive
3-0MD Sereening sollte darauf geachtet
werden, dass das Blut frel wnd ohine Berdih-
rung der Filterkarte von der Einstichstelle
aut die Filterkarte tropft und dass mindes-
tens 2 der & vordelinierten Kreise kamplett

Urin mittels
spektrometrie Kopplung [G(..'M\Fll:summl
werden, Traditionell erfolgte die Befun-
dung der organischen S3uren visuell durch
die Betrachtung der Massenspektren, In
dem von uns etablierten Verfahren kann
jedoch durch das Zusetren eines internen
Standards eine semi-quantitatiee Bestim-
mung der Metabolitenkonzentration und
damit die Grundlage fiir die Bildung einer
WLANMA Ratio geschaffen werden.(Bren-
nenstuhl, Garbade, et al. 2020)

Durch die Bildung einer VLANMA Ratio
im Urin wurde die Limitierang, dass Mes-
sung der Enzelmetaboliten VLA und WMA
ilber cime nicht au b Sensitivi-

ankt sind (sownhl auf der Vorder-,
als auch aul der Rickseste deutlich sicht-
bar). Mach 3-4 Stunden Trocknung [ohne
direkte  Soanencinstrablungl  kann - die
Filterkarte wasserdicht verpackt und bei
an das er
Anahysenzentrum versandt werden
Fibr die semi-quantitative Messung
der organischen Saeren soliten ca 5 ml
Mittelstrahlurin gewonnen werden, Es
werden keine Zusitze zur Konserdienung
benttig, wenn der Probenversand zligig
umd gekihlt an das entsprechende Anaky-
senzentrum erfolgen kann. Das Ausflllen
eines Lanorsnfardcrungssch:ms mit der

tit wnd Spezifitdt verfOgt, Gberwunden.
S0 konnte bel 10095 Kontrollprobanden
eine VLA-Konzentration von 0,3 mmodf

kosik | und dazugehd-
rigen l.lmlschnn Informationen st uner-
Isslich.

Liguorpraben sind im Vergleieh 2u Tra-

Trockenblut oder Plasma sowie die Bestim-
mung der VLANIA Ratic im Urin ermiy-
Fichen eine einfache, schnelle wnd kosten-
gunmstige erste AbkiErung in Hinblick auf
das Varliegen cines AADC-Mangel,
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"3-OMD-Werte jedoch unter dem Referenzwert von 5 p
mol/ | lagen. Wir empfehlen den regularen Screening-
Leitlinien entsprechend, dass nach Vollendung der 32.
Schwangerschaftswoche eine zweite Trockenblutkarte
zum Einschluss ins Regelscreening an das jeweilige
Labor geschickt wird. Wie bereits erwahnt kann ein
PNPO-Mangel die biochemische Konstellation des
AADC-Mangels imitieren”



