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of dalende incidenties ljjkt een gedetailleerdere studie
naar de Nederlandse situatie noodzakeljk.
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Casuistische mededelingen

Variant-vormen van fenylketonurie in Nederland

M. DURAN, J.B.C. DE KLERK, J.A.M. SMEITINK EN B.T. POLL-THE

SAMENVATTING

Bjj de bevolkingsscreening van pasgeborenen op fenylke-
tonurie worden niet alleen kinderen met fenylalaninehy-
droxylase-deficiéntie opgespoord, maar ook kinderen met
een erfelijke stoornis in het metabolisme van de bij de en-
zymreactie benodigde cofactor tetrahydrobiopterine. In de
afgelopen 20 jaar werden in Nederland vier patiénten met
een dergeljjke stoornis gevonden. De aanvullende diagnos-
tiek, nodig voor het stellen van een correcte diagnose, wordt
in dit artikel beschreven. Tevens wordt het klinisch beloop
van de zogenaamde variante patiénten beschreven. Behan-
deling met een fenylalanine-beperkt dieet staat niet op de
voorgrond; om neurologische schade te voorkomen moet
de produktie van de neurotransmitters dopamine en sero-
tonine op peil gehouden worden. Dit kan soms door be-
handeling met tetrahydrobiopterine alleen; in andere ge-
vallen 1s suppletie van de voorlopers dihydroxyfenylalani-
ne (dopa) en 5-hydroxytryptofaan noodzakelijk.

SUMMARY

Neonatal screening for phenylketonuria not only detects pa-
tients with classical deficiency of the enzyme phenylalanine
hydroxylase, but also reveals those with an inherited defect
in the metabolism of the essential cofactor tetrahydrobiop-
terin. Four patients with a cofactor defect were diagnosed
in the Netherlands in the past 20 years. Additional dia-
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anostic procedures necessary for establishing a correct dia-
gnosis are described, and the clinical evolution of these va-
riant patients are given. Treatment with a phenylalanine re-
stricted diet is not primarily indicated; however, in order to
prevent neurologic damage it is essential to ensure adequate
production of the neurotransmitters dopamine and seroto-
nine. In some patients this can be achieved by monothera-
py with tetrahydrobiopterin while other patients will need
supplementation with precursors, viz. dihydroxyphenylala-
nine (dopa) and 5-hydroxytryptophan.

INLEIDING

Sedert twintig jaar wordt in Nederland met succes
screening bij pasgeborenen op fenylketonurie (PKU)
nitgevoerd. Tot 1994 zijn in totaal 215 patiénten op-
gespoord.’

Toen in 1974 in Nederland de screening op PKU
werd gestart, was deze gericht op het aantonen van de
klassieke fenylalaninehydroxylasedeficiéntie. Uit-
gangspunt voor de landelijke screening was het suc-
ces van vroegtijdige behandeling met een fenylalani-
ne-beperkt dieet, dat toen al een aantal jaren bekend
was.? Dieetbehandeling is erop gericht om de plasma-
fenylalanineconcentratie zo laag mogeljjk te houden.
In de praktyk wordt gestreefd naar plasmaconcen-
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fraties van 0,20-0,50 mmol/l (gezonde controles
0,0710,01 mmol/l). Vrijwel alle patiénten met een ho-
ge mate van therapietrouw vertonen een normale ont-
wikkelng,

Tegelijk met de start van de screening in Nederland
verschenen de eerste publikaties vanuit Heidelberg en
Londen over PKU-patiénten die ondanks adequate
diecetbehandeling met fenylalanine-beperking ernstige
progressieve neurologische symptomen ontwikkel-
den.34 Op basis van deze symptomatologie werd de
benaming *maligne hyperfenylalaninemie’ of ’variant
PKU’ geintroduceerd. In vervolgstudies werd aange-
toond dat deze patiénten leden aan een stoornis in het
metabolisme van tetrahydrobiopterine, de cofactor
die nodig is bi) de omzettiing van fenylalanine in tyro-
sine, maar ook bij die van tyrosine in L-dihydroxyfe-
nylalanine (dopa) en van tryptofaan in 5-hydroxy-
tryptofaan.>® Deze laatste defecten leiden tot een te-
kort van de neurotransmitters dopamine en serotoni-
ne.

In Nederland werden -evenals in andere landen-
protocollen ontwikkeld om by alle pasgeboren pa-
tiénten met PKU/hyperfenylalaninemie na te gaan of
er sprake 1s van de zogenaamde variante vormen. In
1980 werd begonnen om byj alle nieuwe patiénten een
orale belastingstest met tetrahydrobiopterine te doen.
Tot nu toe werden 4 patiénten met een stoornis in het
biopterinemetabolisme opgespoord. Het aantal va-
riante vormen komt goed overeen met de wereldwij-
de ervaring die leert dat 1-3% van de PKU-patiénten
behoort tot de variant-categorie. Uitzondering zijn
sommige Aziatische landen, waar de genfrequentie
van de variant-vormen veel hoger is. De diagnostiek,
de behandeling en het beloop van de tot dusver in Ne-
derland gediagnostiseerde patiénten worden hieron-
der beschreven.

BIOCHEMISCHE ACHTERGROND

Tetrahydrobiopterine (BH,), de actieve cofactor bij de
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hydroxylasereacties, wordt door de mens gesyntheti-
seerd uit guanosine-trifosfaat (GTP), €én van de alge-
meen voorkomende nucleotiden (fig. 1). Deficiénties
van twee enzymen in de syntheseroute zijn klinisch
van belang, GTp-cyclohydrolase (GTpch) en 6-pyru-
voyltetrahydropterinesynthetase (pTPS). Bij het ver-
bruik van BH, tijJdens de hydroxylase-reactie wordt di-
hydrobiopterine (BH, ) gevormd. Uit deze laatste stof
kan het BH, weer teruggewonnen worden door de wer-
king van het enzym dihydropteridinereductase
(DHPR). Hierdoor kan een eenmaal gesynthetiseerd
molecule BH, vele malen hergebruikt worden alvorens
het door katabole enzymen (waaronder xanthineoxy-
dase) verloren gaat. Het i1s daarom goed voorstelbaar
dat toediening van exogeen BH, een (kortdurende)
normalisering van het fenylalanine-tyrosine-trypto-
faan-metabolisme geeft bij patiénten die zelf geen BH,
maken Of het niet kunnen terugwinnen. Dit concept
vormt de basis voor de aanvullende diagnostiek van
‘variant-PKU’.

AANVULLENDE DIAGNOSTIEK

Iedere nicuwe PKU-patiént wordt verwezen naar een
universitaire kinderkliniek. Bij opname wordt een
orale BH, -belastingstest gedaan. Deze hoeft aanvang
van de dicetbehandeling met niet meer dan 8 uur te
vertragen. De test wordt als volgt uitgevoerd.”® Een
kleine urineportie (20 ml) wordt opgevangen bij op-
name voor de analyse van pterinen. Vlak voor de
eerstvolgende voeding wordt bloed afgenomen voor
de bepaling van plasma-fenylalanine. Uit dit bloed
worden tevens erytrocyten geisoleerd voor de bepa-
ling van de activiteit van het enzym dihydropteridine-
reductase. Vervolgens krijgt de patiént per sonde een
oplossing van 20 mg BH, per kg lichaamsgewicht en
aansluitend een normale voeding. Bloedmonsters
voor de bepaling van plasma-fenylalanine worden ge-
nomen op tijdstippen 4 en § uur na de BH, -belasting.
Er wordt urine opgevangen in de periode tussen 4 en

Fig 1. Invloed van de biopterine-huishou-
ding op het metabolisme van de aminozu-
ren fenylalanine, tyrosine en tryptofaan.

-» -» HVA GTP= guanosine-trifosfaat; By, = tetrahy-
drobiopterine; BH, = dihydrobiopterine;
dopa= dihydroxyfenylalanine; §5-HT= 5-
- > B-HIAA hydroxytryptofaan; HvA= homovanilline-

zuur; 5-HIAA= §-hydroxyindolazijnzuur.
De concentraties van HVA en §-HIAA die-
nen te worden gemeten in de liquor.
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8 uur na belasting, wederom voor de bepaling van pte-
rinen. Wanneer de plasma-fenylalanineconcentratie
slechts matig i1s verhoogd ( 0,2-0,6 mmol/l) wordt de
BH, -test aangevuld met een orale fenylalaninebelas-
ting (100 mg/kg), die 3 uur voor de BH, wordt gege-
Ven.?

De interpretatie van deze test is als volgt. Patiénten
met defici€ntie van één van de enzymen van de BH, -
biosynthese vertonen een scherpe daling van het plas-
ma-fenylalanine. Patiénten met een defect in de recy-
cling van biopterine (DHPR) reageren veel minder
sterk. Analyse van pterinen in de urine voor belasting
toont een zeer lage biopterineconcentratie bij patién-
ten met een stoornis in de biosynthese (GTech of PTPS)
en een hoge concentratie van biopterine (voorname-
Iyk BH, ) by patiénten met het recycling-defect (DHPR).
De pterine-analyse in de urine na belasting dient om
te controleren of er een normale intestinale absorptie
van het BH, heeft plaatsgevonden. Bepaling van dihy-
dropteridinereductase in erytrocyten dient om een
deficiéntie van dit enzym met zekerheid uit te sluiten.
Vanzelfsprekend moet ook een vermoede deficiéntie
van ¢én van de enzymen van de biosynthese van BH,
worden bevestigd. Dit kan door enzymonderzoek in
erytrocyten en gekweekte huidfibroblasten (Dr. N.
Blau, Kinderspital, Ziirich, Zwitserland).

PATIENTEN

Patiént A, een meisje, werd in 1985 in Nederland geboren
als tweede kind van verwante Turkse ouders. De fenylala-
nineconcentratie bedroeg bij de Guthrie-screening op de
elfde levensdag 0,8 mmol/l. Een eerste BH, -test (7,5 mg/kg)
b1 opname op de leeftijd van drie weken liet een geringe da-
ling zien van fenylalanine: 0,75 mmol/l bij de start en 0,55
mmol/l na 8 uur, Het uitscheidingspatroon van pterinen was
niet informatief. Op grond van deze dubieuze resultaten
werd enige weken later wederom een BH, -test gedaan met
de toen algemeen aanvaarde dosering van 7,5 mg/kg. Er
werd een fenylalaninedaling van 1,0 tot 0,86 mmol/l gezien,
opnieuw zeer gering, Patiénte werd behandeld als klassieke
HPA-patiént met een fenylalaninebeperkt dieet. Op de leef-
tijd van twee jaar bleek zij ernstige neurologische sympto-
men te hebben: algehele hypotonie met athetoide bewe-
gingsonrust van de armen en een ontwikkelingsniveau van
6 maanden. In verband hiermee werd de biopterinedia-
gnostiek aangescherpt: een BH, -test met 20 mg/kg? en een
bepaling van de activiteit van dihydropteridinereductase in
erytrocyten. Deze activiteit bleek zeer laag te zin, terwijl er
nu eindelijk een duidelijke reactie was op de (verhoogde)
BH, -toediening. Behandeling met de neurotransmitter-pre-
cursors L-dopa (+ carbidopa) en s5-hydroxytryptofaan gaf
geen regressie van de neurologische symptomen. De huidi-
ge klinische toestand van de patiént kenmerkt zich door ern-
stige mentale achterstand, microcefalie en spastische te-
traplegie met dystonie.
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Patiént B, een jongen, werd 1n 1988 geboren als eerste kind
van niet verwante ouders, oorspronkelijk van Indonesische
herkomst. Bij opname bestond een plasma-fenylalanine-
concentratie van 2,7 mmol/l. Tijdens de BH, -test (20 mg/kg)
daalde het fenylalanine na 8 uur tot onder 0,5 mmol/l. De
biopterine-uitscheiding in de urine was extreem laag ten ge-
volge van een deficiéntie van 6-pyruvoyltetrahydropterine-
synthetase. Op de leeftijd van vijf maanden werd medicatie
met L-dopa, carbidopa en 5-hydroxytryptofaan gestart op
geleide van lage concentraties van homovanillinezuur en 5-
hydroxyindolazijnzuur in de hiquor. Het kind had op de leef-
tiyd van zeven jaar een ontwikkelingsniveau van vier en een
half jaar met een duidelijke achterstand in de taal-spraak-
ontwikkeling. Overigens werden er behalve een licht ge-
stoorde codrdinatie geen afwijkingen gevonden.

Patiént C, een jongen, geboren in 1993 als eerste kind van
gezonde, niet-verwante Nederlandse ouders, werd ge-
screend op de 10° levensdag. De fenylalanineconcentratie in
het hiclprikbloed bedroeg 0,79 mmol/l. De BH, -test werd
drie dagen later verricht; er trad een daling op van het fe-
nylalanine van 0,61 mmol/] tot 0,14 mmol/l binnen vier uur.
De uitscheiding van biopterine was extreem laag, Op basis
van deze waarden werd gestart met orale substitutiethera-
pie met BH, (2,5 mg/kg lichaamsgewicht/dag). Vanaf dat
moment (nu meer dan twee jaar) zijn de plasma-fenylalani-
neconcentraties altijd normaal geweest. Het liquoronder-
zoek leverde normale concentraties op van homovanilline-
zuur en 5-hydroxyindolazinzuur, De activiteit van het en-
zym 6-pyruvoyltetrahydropterinesynthetase in erytrocyten
was sterk verlaagd. Hiermee werd de diagnose bevestigd.
Deze patiént werd verder met zogenaamde monotherapie
behandeld; hij vertoont een normale psychomotore ont-
wikkeling. In de eerste twee levensjaren is nog driemaal een
bepaling van neurotransmitter-metabolieten in liquor ge-
daan. Steeds werden voor de leeftijd normale waarden ge-
vonden.

Patiént D, een meisje van Nederlandse afkomst, werd ge-
screend op de achtste levensdag. Er werd een fenylalanine-
waarde van 0,32 mmol/l gevonden. Deze werd beoordeeld
als dubieus verhoogd, waarna volgens protocol een tweede
screening volgde op de tiende levensdag. Deze leverde een
waarde van 0,42 mmol/l. Vervolgens werd patiénte verwe-
zen. Bij opname werd een plasma-fenylalanine gemeten van
0,28 mmol/l. Hierop werd een gecombineerde fenylalani-
ne/BH,-belastingstest gedaan. Na oploop van fenylalanine
tot 0,75 mmol/l trad een snelle daling op tot 0,1 mmol/l na
8 uur. De uitscheiding van biopterine in de urine was laag
maar niet zo laag als bij patiénten met een totaal defect van
de BH, -synthese. Dit werd bevestigd door meting van het
enzym PTPS in erytrocyten, die een restactiviteit van 17% ver-
geleken met controles liet zien. Haar moeder, die volstrekt
normale fenylalanineconcentraties heeft, vertoont een ver-
gelijkbare restactiviteit. Gezien de normale concentraties
van neurotransmitter-metabolieten in de liquor werd pa-
ti€nte behandeld met monotherapie BH,. Op de leeftijd van
twee maanden werd z1j acuut opgenomen met een grote in-
traparenchymateuze bloeding links fronto-temporaal, met
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doorbraak naar het ventrikelsysteem. Stollingsonderzoek
toonde een deficiéntie van de vitamine K-afhankelijke fac-
toren, die normaliseerden onder vitamine K-therapie. Als
restverschijnsel na dit incident bestaat er een geringe hemi-
parese. |

DISCUSSIE

De chronische toxiciteit van een sterk verhoogde fe-
nylalanineconcentratie is een bekend — zij het nog
steeds onbegrepen — fenomeen. Mentale retardatie en
neurologische problematiek kan by klassieke PKU
worden voorkomen door toepassing van een fenyla-
lanmebeperkt dicet. Bij de erfelijke defecten i het
biopterinemetabolisme is de situatie geheel anders,
omdat tetrahydrobiopterine tevens nodig is bij de en-
zymatische omzetting van tyrosine in dopa en van
tryptofaan in 5-hydroxytryptofaan. Hierdoor bestaat
het risico dat b)) patiénten met een onvoldoende aan-
bod van BH, een tekort aan de neurotransmitters do-
pamine en serotonine ontstaat. Bij het meest voorko-
mende defect in de biosynthese van BH,, PTPS-deficién-
tie, zi)n een gegeneraliseerde en een zogenaamde pe-
rifere vorm beschreven.5 De differentiéle diagnostiek
kan uitsluitend gebeuren door meting van neuro-
transmittermetabolieten in de liquor.

Patiént B is geklassificeerd als lijdend aan de gege-
neraliseerde vorm, patiént C heeft de perifere vorm.
Voor de behandeling heeft dit consequenties: patiént
C kan met monotherapie BH, behandeld worden, ter-
wijl patient B extra L-dopa, carbidopa en 5-hydro-
xytryptofaan nodig heeft. Ondanks zorgvuldige ge-
combineerde therapie vanaf de leeftijd van § maan-
den heeft hij een achterstand in mentale ontwikkeling.
Men moet zich afvragen of de basis hiervoor in de eer-
ste vijf maanden, tijdens monotherapie, werd gelegd.
In geen van de BH,-synthesedefecten is behandeling
met een fenylalanine-arm dieet geindiceerd. Bij pa-
t1ént p bestaat nog onduidelijkheid omtrent de defini-
tieve diagnose, Haar moeder had dezelfde rest-activi-
teit van het enzym in erytrocyten en reageerde op iden-
tieke wijze op een gecombineerde fenylalanine/BH,-
belastingstest. Vader had een volstrekt normale en-
zymactiviteit. Het 15 niet ondenkbaar dat moeder en
dochter heterozygoot ziin voor PTPS-deficiéntie. Het
feit dat patiént D een dudelijke verhoogde fenylala-
nineconcentratie had, bestempelt haar (voorlopig?)
als patiént. '

Is de prognose voor patiénten met een BH,-synthe-
sedefect relatief goed, de patiénten met een defect in
de recycling van BH, zijn over het algemeen veel slech-
ter at. Behandeling met BH, is ondoenlijk aangezien
per dag zeer grote hoeveelheden BH, zouden moeten
worden toegediend. Anderzijds levert behandeling
met een fenylalaninebeperkt dieet geen soelaas voor
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het probleem in de vorming van dopamine en seroto-
nine. In het algemeen is het derhalve byzonder moei-
lijk om bij patiénten met een deficiéntie van dihydro-
pteridinereductase neurologische schade te voorko-
men, zelfs als behandeling zeer vroeg wordt begon-
nen. Idealiter zou deze behandeling moeten bestaan
uit een fenylalaninebeperkt dieet, de combinatie van
dopa, carbidopa en 5-hydroxytryptofaan, en foline-
zuur om intracerebraal folaattekort te bestrijden. By
patiént A is de juiste behandeling te laat begonnen en
1s irreversibele schade opgetreden.

Screening van alle pasgeborenen op PKU heeft zin
waarde reeds lang bewezen. Het is nu ook duidelyk
geworden dat nadere diagnostiek van alle PKU- en
HPA-patiénten, gericht op het opsporen van defecten
in het biopterinemetabolisme, van groot belang 1s om
de kleine groep patiénten met variant-vormen van
PKU zo goed mogelyk te kunnen behandelen. Waar-
schijnlijk zal de behandeling met BH, en neurotrans-
mitterprecursors levenslang moeten worden volge-
houden.,

Dr. M. Duran, dr. J.A.M. Smeitink en prof. dr. B.T. Poll-The, Het
Wilhelmina Kinderziekenhwis, Nieuwe Gracht 137, 3512 LK
Utrecht. Drs, J.B.C. Klerk, Sophia Kinderziekenhuis, Rotterdam.
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