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1 Abstrakt

1.1 Deutsch

Die Phenylketonurie (PKU) gehort zu den hdufigsten angeborenen Stoffwechselerkrankungen.
Um neurologische Komplikationen zu vermeiden, miissen Patienten lebenslang eine
Phenylalanin-arme Diét einhalten und synthetische Aminosduremischungen einnehmen. Die
Zufuhr  dieser  synthetischen = Aminosduren wurde in mehreren Studien mit
Nierenfunktionsstérungen und oxidativem Stress in Verbindung gebracht. Weiterhin wurde ein
verdndertes Lipoproteinprofil festgestellt. All das ldsst vermuten, dass Patienten mit PKU im
Langzeitverlauf ein erhohtes kardiovaskuldres Risiko aufweisen konnten.

Das Ziel dieser Studie war es, das Ausmal} der kardiovaskuldren Gefdhrdung von PKU-Patienten
anhand nicht-invasiver GefdBuntersuchungen zu beurteilen und diese mit verschiedenen
etablierten ebenso wie neueren kardiovaskuldren Risikomarkern zu korrelieren.

Hierfiir wurden 23 erwachsene Patienten mit PKU (Alter: 18-47 Jahre; 30,8 + 8,4 Jahre) und 28
gesunde Kontrollen (Alter: 18-47 Jahre; 30,1 £ 9,1 Jahre) untersucht und Blutdruck, Pulsfrequenz
sowie BMI ermittelt. Neben der Beurteilung der GefaB3steifigkeit (Pulswellengeschwindigkeit)
und der Endothelfunktion (Venenverschlussplethysmographie) wurde eine umfassende Analyse
von Lipoproteinwerten, Inflammationsparametern und oxidativen Stressmarkern durchgefiihrt.
Des Weiteren wurde die kumulative Zufuhr synthetischer Aminosduren iiber 5 Jahre berechnet,
um den Einfluss der Diét auf die Gefdf3funktion zu untersuchen.

Die Patienten mit PKU wiesen in dieser Studie signifikant erhohte Pulsfrequenz- und
Blutdruckwerte sowie eine signifikant erhohte Gefal3steifigkeit und eine endotheliale Dysfunktion
auf. AuBlerdem konnten wir erhohte SAA- und CRP-Werte als Marker der Inflammation, erhohte
MDA-Werte als oxidativen Stress-Parameter und verminderte HDL-C und HDL2C-Werte
nachweisen. PKU-Patienten wiesen keine Nierenfunktionsstorungen auf und wir konnten keinen
Zusammenhang zwischen der Zufuhr synthetischer Aminosduren und der Gefdf3funktion
feststellen.

Diese Studie zeigt somit, dass Patienten mit PKU eine beeintridchtigte Gefdf3funktion, hohere
Blutdruck- und Pulsfrequenzwerte, ein vermehrtes Mal} an Inflammation und oxidativem Stress
sowie ein proatherogenes Lipoproteinprofil aufweisen. All diese Verdnderungen sprechen fiir ein
erhohtes kardiovaskuldres Risiko bei diesen Patienten. Den Ergebnissen unserer Pilotstudie sollte

in umfangreicheren klinischen Studien nachgegangen werden. Sie weisen auf die Notwendigkeit



hin, bei Patienten mit PKU schon im jungen Erwachsenenalter Strategien zur Pridvention

kardiovaskulédrer Erkrankungen zu planen.

1.2 Englisch

Phenylketonuria (PKU) is the most common inborn error of amino acid metabolism. In order to
prevent neurological complications, patients have to keep a lifelong phenylalanine-restricted diet
supplemented by synthetic amino acids. Previous studies have suggested diet-associated renal
impairment and oxidative stress in PKU patients and described an altered lipoprotein profile,
indicating a higher risk for cardiovascular disease.

The purpose of this study was to assess the cardiovascular risk in patients with PKU by non-
invasive examination of arterial functions and risk-specific serum markers. In 23 adult PKU
patients (age: 18-47y; 30,8+ 8,4y) and 28 healthy controls (age: 18-47y; 30,1 £ 9,1y) we performed
venous occlusion plethysmography (VVP) to assess endothelial function and measured the carotid
to femoral pulse wave velocity (PWV), an indicator of arterial stiffness. We further analyzed blood
pressure, resting heart rate, BMI, inflammatory markers, oxidative stress markers and the
lipoprotein profile. To assess the influence of the diet on vascular parameters we calculated the

cumulative intake of synthetic amino acids over the last 5 years.

We found increased arterial stiffness and endothelial dysfunction in patients with PKU as well as
higher blood pressure and resting heart rate compared to healthy controls . The SAA, CRP and
MDA serum levels, markers of inflammation and oxidative stress, respectively, were increased
while levels of HDL-C and HDL2C were lower compared to the control group. PKU patients
showed no renal impairment and no association of the cumulative intake of synthetic amino acids
with arterial function parameters.

In conclusion, we found that PKU patients exhibited vascular pathologies, elevated blood pressure
and resting heart rate, elevated biomarkers of inflammation, oxidative stress and an atherogenic
lipoprotein profile. This indicates a higher risk for cardiovascular disease in these patients. The
results of our pilot study call for further investigations and stresses the need for early preventive

measures against cardiovascular disease in young patients with PKU.



2 Einleitung

2.1 Phenylketonurie

Die Phenylketonurie (PKU) zéhlt durch eine niedrige Inzidenz von 1:5500 in Deutschland zur
Gruppe der seltenen Erkrankungen und ist dabei dennoch die hédufigste Storung des
Aminosaurestoffwechsels !-3.

Es handelt sich um eine autosomal-rezessiv vererbbare Erkrankung, der ein Defekt des Enzyms
Phenylalaninhydroxylase (PAH) zugrunde liegt . Die PAH ist fiir den Abbau von Phenylalanin
zu Tyrosin verantwortlich und ein Mangel dieses Enzyms fiihrt zur Akkumulation von
Phenylalanin und entsprechenden Metaboliten im Gewebe. Klinisch dufert sich die Erkrankung
durch eine geistige Entwicklungsretardierung, einen verminderten Intelligenzquotienten (IQ) und
neurologische Storungen, deren Pathophysiologie noch nicht vollsténdig geklart ist .

Abhidngig von der Restaktivitdt des Enzyms wird zwischen verschiedenen Formen der PKU
unterschieden. Eine klassische PKU zeichnet sich durch einen kompletten oder fast kompletten
Verlust der Enzymaktivitét aus, bei einer milden PKU oder einer milden Hyperphenylalanindmie
dagegen besteht eine Restaktivitdt >. Diese verschiedenen Formen sind auf unterschiedliche
Genmutationen zuriickzufiihren, wovon derzeit iiber 500 bekannt sind °.

Die Diagnose der PKU wird anhand einer erhdhten Phenylalaninkonzentration im Blut gestellt 4.
Zur Fritherkennung und Prévention der Komplikationen wurde 1971 das Neugeborenen-Screening
fir PKU in Deutschland flichendeckend eingefiihrt 7. Voraussetzungen hierfiir waren die
Einflihrung eines massentauglichen diagnostischen Tests, des Guthrie-Tests, sowie die Erkenntnis,
dass durch eine frithzeitige Therapie die Komplikationen der PKU verhindert werden konnen 487,
Die Therapie besteht aus einer lebenslangen proteinarmen Diédt, um die Akkumulation von
Phenylalanin zu vermeiden. Der Bedarf an Aminosduren wird iiber eine zusétzliche regelmaBige
Einnahme einer synthetischen phenylalaninfreien Aminosduremischung gedeckt *°.

Durch die friihe Diagnosestellung mittels Neugeborenenscreening und die anschlieBende
therapeutische Didt kann das Auftreten von neurologischen Komplikationen vermindert werden
und auch der 1Q der Patienten scheint nur leicht niedriger zu sein als derjenige einer gesunden
Bevélkerungsgruppe 4. Dennoch besteht auch bei frith diagnostizierten Patienten weiterhin eine
leichte psychomotorische Retardierung *.

Die Pathogenese verschiedener neurologischer Erkrankungen sowie anderer angeborener
Stoffwechselerkrankungen wurde in mehreren Studien mit erhohtem oxidativen Stress in
Zusammenhang gebracht '%!!, Deshalb wurde in den letzten Jahren vermehrt der oxidative Stress

und dessen Verbindung zur Pathogenese der Erkrankung untersucht 213,



In mehreren Studien wurde bei PKU-Patienten erhohter oxidativer Stress gemessen, der bei
unzureichender Didt zunimmt und wahrscheinlich mit den neurologischen Symptomen bei PKU

zusammenhingt 1214,

Weiterhin wurde gezeigt, dass die Patienten einen verdnderten
antioxidativen Status aufweisen, der mit der verminderten Einnahme natiirlicher Antioxidantien
aufgrund der strengen therapeutischen Didt im Zusammenhang steht !4,

Obwohl die Didt der PKU-Patienten einer vegetarisch-veganen Didt &hnlich ist, die
bekanntermaflen in der Allgemeinbevolkerung mit einem normalen Lipid- und Lipoproteinprofil
einhergeht, wurde bei PKU-Patienten in verschiedenen Studien ein proatherogen verdndertes
Lipidprofil festgestellt +:!>-16,

Zusammengefasst zeigen frithere Studien, dass PKU-Patienten verschiedene kardiovaskuldre
Risikofaktoren, wie oxidativen Stress und ein proatherogenes Lipoproteinprofil, aufweisen, die im
Zusammenhang mit der Aminosduredidt der Patienten stehen konnte. Somit konnte im
Langzeitverlauf durch eine Schidigung von BlutgefdBen ein vermehrtes Risiko fiir die Entstehung
kardiovaskulédrer Erkrankungen bestehen. Das kardiovaskulédre Risiko bei PKU-Patienten wurde

bisher noch nicht eingehend untersucht.

2.2 Kardiovaskulares Risiko

Kardiovaskuldre Erkrankungen sind die fithrende Todesursache weltweit und verantwortlich fiir
bis zu 45% aller Todesfdlle 7. Zu den wichtigsten kardiovaskuldren Erkrankungen gehoren die
koronare Herzkrankheit und zerebrovaskuldre Erkrankungen !7. Als Ursache wurde eine Vielzahl
an Risikofaktoren identifiziert. Neben den traditionellen Risikofaktoren, wie maénnliches
Geschlecht, erhohtes Low Density Lipoprotein (LDL) im Serum, arterielle Hypertonie, Rauchen
oder Diabetes mellitus, werden aufgrund einer bislang ungeniigenden Risikovorhersage
zunehmend weitere neue pradiktive Parameter untersucht '31°. Hierzu gehéren die Beurteilung der
Endothelfunktion, der GefaBsteifigkeit sowie die Untersuchung von Entziindungsparametern, von

oxidativen Stressmarkern und des Lipoproteinstatus 2024,

2.2.1 Endothelfunktion, Gefaf3steifigkeit und vaskulire Diagnostik

Die Endothelfunktion und die GeféaBsteifigkeit konnen mittels nicht-invasiver Diagnostik
bestimmt werden und geben Informationen tiber die Funktionsfahigkeit der arteriellen Gefafe.

Das Endothel bedeckt als einschichtiger Verband die Innenseite aller Blutgefde und ist durch die
Freisetzung verschiedener vasodilatatorischer und vasokonstriktorischer Mediatoren imstande,
den GefaBtonus und somit die Durchblutung zu regulieren . Der wichtigste vasodilatatorische
Mediator ist das Stickstoffmonoxid, das zundchst auch als Endothelial-derived growth factor

(EDGF) bekannt wurde 2. Neben der gefiBiregulatorischen Eigenschaft hat das Endothel weitere
4



wichtige Funktionen: Es hemmt die Adhdsion von Leukozyten und Thrombozyten und wirkt somit
anti-inflammatorisch und anti-thrombotisch. Es verhindert auBlerdem die Hypertrophie der
Gefdfwand, indem es die Proliferation glatter Muskelzellen in der Arterienwand hemmt. Es wirkt

also insgesamt geféBprotektiv 2.

Bei einer endothelialen Dysfunktion ist die vasodilatatorische Funktion des Endothels
eingeschrinkt 2%2°, Sie ist Teil des physiologischen Alterungsprozesses, wurde aber auch im
Frithstadium verschiedener kardiovaskuldrer Erkrankungen sowie Erkrankungen mit
kardiovaskulidren Komplikationen, wie Diabetes mellitus Typ 1 oder Adipositas, nachgewiesen
272930 Da die endotheliale Dysfunktion auch in der Entstehung der Atherosklerose eine wichtige
Rolle spielt, nimmt die klinische Untersuchung der Endothelfunktion einen hohen Stellenwert ein
und kann zur Fritherkennung eines erhohten kardiovaskuldren Risikos genutzt werden 23!, Die
Untersuchung erfolgt mittels Venenverschlussplethysmographie, bei der durch die Messung der
reaktiven Hyperdmie einer Extremitdt die endothelabhdngige Vasodilatation und somit die

Endothelfunktion eingeschitzt werden kann 2.

Eine weitere Methode der nicht-invasiven Gefaf3diagnostik ist die Messung der Geféalsteifigkeit
anhand der Fortleitungsgeschwindigkeit der zentralen Pulswelle. Die aortale GefdBwand enthélt
in der Tunica Media neben glatten Muskelzellen und Kollagen auch einen hohen Anteil elastischer
Fasern. Diese dienen dazu, die durch die Herzkontraktionen verursachten Druckschwankungen zu
ddmpfen, indem ein Teil des Blutvolumens kurzfristig in der Aorta durch dessen Elastizitét
gespeichert wird. Man spricht von der Windkesselfunktion *. Sowohl wihrend des natiirlichen
Alterungsprozesses als auch im Rahmen von Erkrankungen, wie Niereninsuffizienz, Diabetes
mellitus oder arterielle Hypertonie, kann es durch strukturelle Verdanderungen in der GefdBwand
zu einem Verlust der Elastizitit kommen **%. Das fiihrt zu einer erhohten Geféfsteifigkeit, zu
einer Abnahme der Windkesselfunktion und somit zu einer Zunahme der Blutdruckamplitude.
Durch eine erhohte GefaBsteifigkeit wird die arterielle Druckwelle schneller fortgeleitet, was sich
als erhohte Pulswellengeschwindigkeit messen ldsst. Die Messung zwischen A. Carotis und A.
Femoralis stellt den Goldstandard zur Beurteilung der GefdBsteifigkeit dar und konnte als
unabhingiger pradiktiver Parameter fiir das Auftreten kardiovaskuldrer Erkrankungen etabliert

werden 337,

Bei Patienten mit PKU wurden bisher keine Messungen der Endothelfunktion oder der
Gefalsteifigkeit durchgefiihrt, was allerdings zur Einschidtzung des kardiovaskuldren Risikos

wichtig sein konnte.



2.2.2 Endotheliale Dysfunktion als Friihform der Atherosklerose

Dem Endothel kommt in der Entstehung der Atherosklerose eine Schliisselfunktion zu. Erst dessen
Schéadigung fithrt durch einen chronischen Entziindungsprozess und darauffolgende
Lipideinlagerungen zum atherosklerotischen GefaBumbau.

Die Entstehung atherosklerotischer Plaques basiert nach dem Response-to-injury-Modell auf einer
Schiadigung des Endothels . Diese kann durch mechanische Beanspruchung oder schidigende
Substanzen entstehen, die beispielsweise im Rahmen von Diabetes mellitus, oxidativem Stress,
metabolischem Syndrom, Infektionen oder durch das Rauchen von Zigaretten vorkommen.
Chronische oder wiederholte Schadigungen fiihren zu einer Stérung der Endothelfunktion, auf die
eine subendotheliale Ablagerung von vor allem Apolipoprotein-B-enthaltenden Lipoproteinen,
wie dem Low-density-Lipoprotein (LDL), folgt 2. Ohne protektive Stoffe aus dem Blutplasma
kommt es zur Oxidation der abgelagerten Lipoproteine. Hierdurch werden die Endothelzellen
aktiviert, woraufhin sie vermehrt adhésive Glykoproteine an ihrer Oberflache exprimieren sowie
verschiedene Zytokine ausschiitten 28, Monozyten und T-Lymphozyten werden auf diese Weise
angelockt. Sie binden sich an das Endothel, wandern hindurch und héufen sich subendothelial an?!.
Die dorthin eingewanderten Monozyten reifen zu Makrophagen und phagozytieren die
abgelagerten modifizierten Lipoproteine. Dies fiihrt zu zytoplasmatischen Lipidablagerungen in
den Makrophagen, die dann aufgrund ihrer mikroskopischen Darstellung als Schaumzellen
bezeichnet werden 3°. Die Schaumzellen tragen zu einem Fortschreiten der Entziindungsreaktion
bei, es kommt zur weiteren Einwanderung von Immunzellen und zur Proliferation glatter
Muskelzellen in der Tunica Media und deren Migration in die Tunica Intima. Dort produzieren sie
extrazelluldre Matrix und bilden somit eine fibrose Kappe tiber der Schaumzellansammlung .
Im Laufe des Entziindungsprozesses kommt es in der Lasion zur Apoptose von Makrophagen, T-
Lymphozyten und glatten Muskelzellen. Es entstehen nekrotischer Areale, Lipide und Zelldetritus
werden freigesetzt, was die Entziindung weiter aufrecht erhilt 4. Die Stabilitét solch einer Plaque
héngt von der GroBe des Lipidkerns, der Dicke der bedeckenden fibrésen Kappe sowie der Anzahl
der darin enthaltener Makrophagen ab *!.

2.2.3 Entstehung und Konsequenzen der arteriellen GefifBsteifigkeit

Wihrend die Atherosklerose zundchst eine Erkrankung der Tunica Intima ist, entsteht eine erhdhte
arterielle GefaBsteifigkeit vor allem durch pathologische Prozesse in der Tunica Media. Die
Verhdrtung der GefdBwand kommt einerseits durch einen strukturellen Umbau, andererseits durch
Ablagerung von Calcium zustande 2.

Die Stabilitdt und Elastizitdt der GefdBwand wird maligeblich durch das Gleichgewicht zweier

Proteine der Tunica Media bestimmt: das Kollagen und das Elastin. Wenn dieses Gleichgewicht
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zu Gunsten des Kollagens gestort wird, nimmt die GefdBsteifigkeit zu, wie es im physiologischen
Alterungsprozess der Fall ist *>. Durch Fragmentierung von Elastin-Molekiilen nimmt die
Elastizitdt ab und die Zunahme des Kollagens fiihrt zu einem Remodeling der Tunica Media.
Weiterhin hypertrophieren die glatten Muskelzellen, wodurch die Intima-Media-Dicke zunimmt*?.
Diese Verdnderungen kommen besonders in den groBen elastischen Gefdflen vor, wihrend die
distalen GefdBe meist ausgespart werden 3.

Eine weitere Verdnderung, die zu erhohter GefaBsteifigkeit fiihrt, ist die Kalziumablagerung in der
arteriellen GefiaBwand. Eine Kalzifikation der Tunica Media nimmt mit dem Alter zu, unabhéngig
vom Vorhandensein atherosklerotischer Plaques 4.

Der Verlust an Elastizitét, der fibrose GefaBumbau sowie die Zunahme an Calciumablagerungen
in der Tunica Media filhren somit zu einer erhdhten GeféBsteifigkeit. Die arterielle
Gefalsteifigkeit ihrerseits fiihrt zur arteriellen Hypertonie und ist mit einem erhdhten Vorkommen

kardiovaskulédrer Ereignisse assoziiert *7.

Auch wenn die Atiologie der GeféBsteifigkeit und der Atherosklerose unterschiedlich ist, konnte
dennoch eine Assoziation zwischen beiden Verdnderungen gezeigt werden. Einerseits
pradisponieren die strukturellen Verdnderungen, die mit der GefdBsteifigkeit einhergehen, zur

Atherosklerose, andererseits trigt die Atherosklerose zu einer GefaBversteifung bei +°.

2.2.4 Inflammation als kardiovaskulirer Risikofaktor

Die Atherosklerose ist eine inflammatorische Erkrankung 2°. Seitdem diese These anerkannt
wurde, haben Inflammationsmarker vermehrt an Bedeutung zur Risikoeinschitzung fiir
kardiovaskulédre Ereignisse gewonnen. Relevante Entziindungsparameter sind unter anderem das
C-reaktive Protein (CRP) und das Serum-Amyloid-A (SAA) 4.

Das Akute-Phase-Protein CRP wird in der Leber produziert und ist ein etablierter Parameter zur
Uberwachung der Aktivitit infektidser und rheumatischer Erkrankungen *7. Es ist ferner assoziiert
mit kardiovaskuldren Risikofaktoren wie Adipositas, arteriellem Hypertonus, erh6htem LDL und
Cholesterin und erniedrigtem HDL sowie auch mit dem Auftreten koronarer Herzkrankheit 5.
Das Serum Amyloid A (SAA) ist ebenfalls ein Akute-Phase-Protein, das von der Leber produziert
wird und dessen Relevanz im Zusammenhang mit kardiovaskuldren Erkrankungen in den letzten
Jahren zunehmend erkannt wurde.

Erhohte SAA-Werte scheinen mit dem Ausmal} der Atherosklerose im Zusammenhang zu stehen

und korrelieren mit dem Auftreten kardiovaskulérer Ereignisse 40, SAA ist auBerdem ein Marker



fiir metabolische Zustinde, wie Adipositas oder ein verdndertes Lipoproteinprofil, die ihrerseits
ein erhohtes Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen mit sich tragen 3!.

Sowohl SAA als auch CRP konnten in atherosklerotischen Plaques nachgewiesen werden und
scheinen direkt am inflammatorischen Prozess der Atheroskleroseentstehung beteiligt zu sein %2,
Neben ihren proatherogenen Eigenschaften tragen SAA und CRP auch zur Destabilisierung von
bestehenden Plaques bei #. Weiterhin scheinen erhohte SAA-Werte den reversen
Cholesterintransport sowie die HDL-Funktionalitdt beeinflussen zu kdnnen, was wiederum ein
erhohtes Risiko kardiovaskuldrer Erkrankungen nach sich zieht 3.

Bei Patienten mit PKU wurde durch Testung verschiedener Interleukine bereits ein erhdhtes
inflammatorisches Potential diskutiert *°°. Uber SAA als Entziindungsparameter ist bei PKU-

Patienten bisher nichts bekannt, was allerdings zur Beurteilung des kardiovaskuldren Risikos von

Belang sein konnte.
2.2.5 Lipoproteinprofil und kardiovaskulires Risiko

2.2.5.1 Lipoproteine und reverser Cholesterintransport

Bei Lipoproteinen handelt es sich um Aggregate, bestehend aus Proteinen (Apolipoproteinen) und
Lipiden, die fiir den Transport hydrophober Lipide im Blut zustindig sind. Der Aufbau eines
Lipoproteins ist dhnlich dem einer Mizelle mit einem hydrophilen Anteil an der Auflenseite und
einem lipophilen Kern. Die Lipoproteine werden mit ansteigender Dichte in vier verschiedene
Klassen unterteilt: Chylomikronen, very low density lipoproteins (VLDL), low density
lipoproteins (LDL) und high density lipoproteins (HDL). Diese haben jeweils eine spezifische
Zusammensetzung von Lipiden und Apolipoproteinen (Apo). Wahrend VLDL und LDL besonders
reich an Apo B sind, enthdlt HDL vor allem Apo A1 und Apo E 6.

Ein verdnderter Lipoproteinstatus, vor allem erhohte LDL-Cholesterin-Werte sowie verminderte
HDL-Cholesterin-Werte, tragen durch Endothelschiddigungen zur Atheroskleroseentstehung bei
und sind mit erhdhtem Vorkommen kardiovaskuldrer Ereignisse vergesellschaftet 78,

HDL spielt eine wichtige Rolle fiir den reversen Cholesterintransport. Hierunter versteht man die
Riickfiihrung von Cholesterin aus extrahepatischem Gewebe zur Leber, die fiir dessen
Ausscheidung verantwortlich ist 6. Besonders der HDL-vermittelte Cholesterinriicktransport aus
atherosklerotischen Schaumzellen senkt die Inflammation in der GefdBwand und wirkt somit
gefdBprotektiv >°.

HDL verbessert auerdem die Endothelfunktion durch Stimulation der NO-Ausschiittung und
durch eine endotheliale antiapoptotische Wirkung 2*. Es reduziert die Oxidation von LDL im
Atherosklerose-Prozess ®° und wirkt antiinflammatorisch durch Verminderung der Expression von

Adhésionsmolekiilen auf dem Endothel und auf Leukozyten ¢!. Hohe HDL-Werte konnten nicht
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nur mit einer geringeren Atheroskleroseentwicklung, sondern auch mit einer geringeren Rate
kardiovaskulédrer Erkrankungen in Verbindung gebracht werden 2. HDL wirkt also kardio- und

24,60

gefaBprotektiv

2.2.5.2 Entstehung und Bedeutung von HDL-Subtypen

Im Blut zirkulierendes HDL ldsst sich anhand der Form sowie des Lipid- und
Apolipoproteinanteils weiter in Subklassen einteilen: Prid-f-HDL, HDL2 und HDL3. Der
Stoffwechsel des HDL spielt sich folgendermafen ab: Durch Bindung von Lipiden an das in der
Leber produzierte Apolipoprotein Al mithilfe eines ATP-abhéngigen Transporters (ABCAL)
entsteht das diskoidale Pra-B-HDL. Durch Interaktion mit dem Enzym Lecithin-Cholesterin-Acyl-
Transferase (LCAT) nimmt der Gehalt an Cholesterinestern zu, die Partikeldichte nimmt ab und
es entsteht zundchst HDL3. Bei fortbestehender Interaktion entsteht aus HDL3 dann das noch
weniger dichte und groBere HDL2 3660,

HDL2 besitzt eine gefaBprotektive Wirkung. Es korreliert negativ mit dem Auftreten
kardiovaskuldrer Erkrankungen sowie mit der Ausprigung von Koronarverkalkungen und
athrosklerotischen Plaques, wodurch es als unabhingiger Risikofaktor fiir kardiovaskulére
Erkrankungen gewertet wurde 636,

Insgesamt wird davon ausgegangen, dass die Beurteilung der HDL-Subklassen zusétzlich zur

Gesamt-HDL-Konzentration weiteren Aufschluss tiber das kardiovaskulére Risiko gibt 3.

2.2.5.3 Lipoproteinprofil bei PKU-Patienten

Bei Patienten mit PKU ist ein verdndertes Lipoproteinprofil bekannt. In verschiedenen Studien
wurden verminderte Werte des kardioprotektiven HDL sowie geringere Gesamtcholesterinwerte
festgestellt 136,

Zu der Verteilung in die verschiedenen HDL-Subklassen ist bei PKU-Patienten bisher noch nichts
bekannt.

2.2.6 Oxidativer Stress und kardiovaskulares Risiko

Beim oxidativen Stress handelt es sich um ein Ungleichgewicht zwischen Oxidantien und
Antioxidantien zugunsten der Oxidantien. Diese entstehen im physiologischen Stoffwechsel,
konnen aber auch vermehrt durch pathologische Prozesse generiert werden ¢7.

Der oxidative Stress nimmt einen wichtigen Stellenwert in der Entstehung der Atherosklerose ein
und wird {Uber eine gefdBschiddigende und inflammatorische Wirkung mit erhShtem
kardiovaskuldren Risiko in Verbindung gebracht. Des Weiteren kann er zur Entstehung einer

endothelialen Dysfunktion beitragen 23.



Bei Patienten mit PKU konnte bereits erhohter oxidativer Stress nachgewiesen werden 34, Um
diesen mit der Gefal3funktion und anderen kardiovaskuldren Risikofaktoren bei PKU-Patienten in
Zusammenhang zu bringen, wurden in dieser Studie ebenfalls Analysen zum oxidativen Stress

durchgefiihrt.

2.2.6.1 Myeloperoxidase

Die Myeloperoxidase (MPO) ist ein Hdm-Protein, das von Neutrophilen, Monozyten und
Makrophagen bei deren Aktivierung ausgeschiittet wird 8. Sie spielt eine wichtige Rolle in der
Abwehr von Mikroorganismen, kann bei einer Uberaktivierung aber auch zu einer
Entziindungsreaktion beitragen. Die MPO konnte in atherosklerotischen Plaques nachgewiesen
werden und fordert deren Entwicklung und Destabilisierung unter anderem durch eine erhdhte
Vasokonstriktion und durch Oxidierung von prothrombotischen Lipoproteinen ¢°-7°. Sie konnte mit
dem Vorkommen kardiovaskulédrer Erkrankungen in Zusammenhang gebracht werden und wird
als prognostischer Biomarker fiir kardiovaskuldre Ereignisse angesehen °%6%7!. Das erhohte
kardiovaskulére Risiko durch die MPO wird unter anderem auf eine Beeintrachtigung des reversen

Cholesterintransports zuriickgefiihrt 24, Ob die MPO bei PKU erhoht ist, ist bisher nicht bekannt.

2.2.6.2 Malondialdehyd

Das Malondialdehyd (MDA) ist ein Abbauprodukt mehrfach ungesittigter Fettsduren und ein
wichtiger Biomarker fiir oxidativen Stress . MDA scheint iiber die Modifizierung von LDL und
iiber zytotoxische Effekte auf Endothelzellen zur Atheroskleroseentstehung beizutragen und wird
deshalb als Marker fiir kardiovaskuldre Erkrankungen angesehen 7374, Weiterhin wurde gezeigt,
dass MDA iiber die Oxidierung von Apo Al den reversen Cholesterintransport einschrianken und

auch so zu einem erhohten kardiovaskuliren Risiko beitragen kann 7°.

Die genauen
Wirkungsmechanismen von MDA sind allerdings noch nicht ganz geklért 7. Erhohtes MDA als
Marker fiir oxidativen Stress bei PKU wurde bereits im Tiermodell sowie bei Menschen

nachgewiesen 7677,

2.2.6.3 3-Nitrotyrosin

Durch das Einwirken von reaktiven Sauerstoffradikalen und nachfolgend von Peroxinitrit auf die
Aminosdure Tyrosin kann es zur Entstehung von 3-Nitrotyrosin (3NT) kommen. Es handelt sich
hierbei um eine nicht proteinogene Aminoséure, die als oxidativer Stressmarker gewertet wird ’8.
3-nitrotyrosinhaltige Proteine konnten in atherosklerotischen Plaques nachgewiesen werden,
sowohl im Mausmodell als auch in Endothelien, Schaumzellen und Immunzellen von
menschlichen atherosklerotischen Koronarplaques '®7°. Eine wichtige Rolle spielt 3NT besonders
im spéten Stadium der Atherosklerose und kann mit Plaque-Instabilitdt und Thrombusbildung in

Zusammenhang gebracht werden 738, Insgesamt betrachtet ldsst sich daraus schlieBen, dass 3NT
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eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Atherosklerose und der Entstehung kardiovaskuldrer
Erkrankungen zukommt 7®. Ob 3NT als oxidativer Stressmarker auch bei Phenylketonurie eine

Rolle spielt, ist bisher nicht bekannt.

2.2.6.4 Telomerlinge

Telomere sind Nukleoproteine, die sich am Ende jedes Chromosoms befinden. Wahrend jeder
Zellteilung und somit mit steigendem Alter werden die Telomersequenzen kiirzer. Daher werden
sie als Biomarker des Alterungsprozesses angesehen 8!. Oxidativer Stress scheint ebenfalls zu
einer Telomerverkiirzung beizutragen. So konnte unter dem Einfluss von Antioxidantien eine
verlangsamte Telomerkiirzung in vitro an humanen Endothelzellen beobachtet werden 3182,
Andere Einflussfaktoren auf die Telomerldnge sind genetische Faktoren, Entziindungszustinde
und verdnderte Lipidwerte. Verkiirzte Telomere wurden auch wiederholt mit dem Vorkommen
von kardiovaskuldren Erkrankungen und Atherosklerose in Verbindung gebracht 8. Zhang et al.
zeigten, dass bei Patienten mit Atherosklerose erhohte Homocystein-Werte zu einer
Telomerverkiirzung in Leukozyten beitragen 3. Hohe Homocystein-Werte wurden auch bei PKU-

Patienten nachgewiesen 34, Die Telomerlidnge wurde bei dieser Erkrankung bislang allerdings nicht

untersucht.

2.3 Fragestellung

In fritheren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe wurde nachgewiesen, dass Patienten mit einer
langbestehenden PKU teilweise renale Symptome, wie Nierenfunktionseinschrankungen,
Proteinurie, Mikroalbuminurie und arterielle Hypertonie, aufweisen . Zudem wurde bei Patienten
mit PKU wiederholt oxidativer Stress nachgewiesen 314, Dieser ist moglicherweise bedingt durch
die Erndhrung mit synthetischen Aminosduregemischen, die einen Grofteil der zugefiihrten
Nahrung ausmachen, aber moglicherweise auch durch einen Mangel an Mikrondhrstoffen oder
durch hohe Konzentrationen von Phenylalanin und dessen Abbauprodukten. Ferner konnte in
einigen Studien ein verdndertes Lipoproteinprofil im Sinne einer verringerten Konzentration des

kardioprotektiven HDL gezeigt werden !3-6¢,

Zusammengefasst deuten Nierensymptomatik (als eigenstédndiger kardiovaskuldrer Risikofaktor),
Nachweis von vermehrtem oxidativen Stress und eine erhdhte Zufuhr synthetischer Aminosduren
mit unbekanntem oxidativen Potential darauf hin, dass Patienten mit PKU im Langzeitverlauf ein
erhohtes Risiko fiir die Entstehung kardiovaskuldrer Erkrankungen haben konnten. Entsprechende

Untersuchungen wurden bisher nicht durchgefiihrt.
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In dieser Studie sollte mittels nicht-invasiver Diagnostik das AusmaBl der endothelialen
Dysfunktion und der GefdBsteifigkeit bei Patienten mit ldnger bestehender PKU untersucht
werden. Zur besseren Beurteilung des kardiovaskuldren Risikos der Patienten wurde aullerdem
eine umfassende Analyse von oxidativem Stress, Lipoproteinstatus und Entziindungswerten
durchgefiihrt. Weiterhin wurde die kumulative Einnahme der Aminosduremischung der Patienten
berechnet und die Serum-Phenylalaninfluktuationen der letzten Jahre bewertet, um den Einfluss

dieser Faktoren auf die Gefa3funktion zu untersuchen.
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3 Methoden

3.1 Studienpopulation

3.1.1 Patienten

Die Studie wurde durch die zusténdige Ethikkommission genehmigt (Nummer: EA2/091/13). Alle
teilnehmenden Patienten befanden sich in regelmiBiger Betreuung durch das interdisziplinire
Stoffwechsel-Centrum, eine Ambulanz der Charité-Universititsmedizin Berlin, im Campus
Virchow Klinikum. Die Untersuchungen fanden zwischen dem 19.05.2014 und 22.07.2015 statt.

Im Folgenden werden die Ein- und Ausschlusskriterien erldutert:

Einschlusskriterien: Ausschlusskriterien:
- Phenylketonurie - Raucher
(Phenylalanin-Hydroxylase-Defizienz) - Fehlende Geschiftsfahigkeit
- Alter > 16 Jahre (mentale Retardierung bei spét erkannter PKU)
- Vorliegende Einverstindniserkldrung - Schwangerschaft
des Patienten - Akute Erkrankung am Untersuchungstag

Insgesamt kamen 123 Patienten mit Phenylketonurie zur Teilnahme an der Studie in Frage. Unter
Beachtung der Ein- und Ausschlusskriterien, unter Beriicksichtigung einiger organisatorischer
Einschriankungen sowie nach ausfiihrlicher Aufkldrung der Patienten durch den behandelnden Arzt
des Stoffwechsel-Centrums blieben 29 Patienten iibrig, die an der Studie teilnahmen. Weitere 6
Patienten wurden nachtriglich ausgeschlossen: Bei drei Patienten stellte sich wéhrend der
Untersuchung heraus, dass sie rauchten bzw. anderweitig nicht den Ein- und Ausschlusskriterien
entsprachen und weitere drei Patienten lehnten die Teilnahme aus zeitlichen Griinden spontan ab
(Abbildung 1). Insgesamt wurden 23 Patienten im Alter von 18 bis 47 Jahren (Mittelwert 31 Jahre)

in die Studie miteingeschlossen, davon 13 Ménner und 10 Frauen.
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123 Patienten mit PKU kamen fiir
die Teilnahme an der Studie in Frage

94 Patienten entsprachen nichtden
E— Einschlusskriterien oder lehnten eine Teilnahme an
der klinischen Studie ab

A 4

29 Patienten willigtenindie
Studienteilnahme ein

N 3 Patlpnten entsp.rachen nach der Anamnese nicht
den Einschlusskriterien
pre—— 3 Patienten brachen die Studienteilnahme ab

A 4

23 Patienten wurdenindie Studie
eingeschlossen

Abbildung 1: Flussdiagramm zum Einschluss der Patienten in die klinische Studie

Im Vorfeld der Untersuchung wurden die Patienten durch die betreuende Ernédhrungsberaterin tiber
die Studie informiert und gebeten, vor dem Studientermin iiber drei Tage hinweg ein
Erndhrungsprotokoll anzufertigen. Aulerdem erhielten sie ein Informationsschreiben iiber die
klinische Studie, wurden von ihrem behandelnden Arzt aufgeklért und willigten schriftlich in die

Studienteilnahme ein.

Die Patienten erschienen am Tag der Untersuchung niichtern und ohne vorherigen Konsum
koffeeinhaltiger Getrénke zu ihren routinemifigen Terminen in der Ambulanz. Es erfolgte die
iibliche Blutentnahme des Stoffwechsel-Centrums sowie die zusitzliche Abnahme von zwei
Blutentnahmeréhrchen (ein EDTA, ein Serum) zu Studienzwecken fiir die Bestimmung von
oxidativen Stressparametern, Inflammationsmarkern und Lipoproteinprofil. Weiterhin erfolgte
eine ebenfalls routineméBige Untersuchung des Spontanurins.

Im Anschluss erfolgten die Untersuchungen fiir die Studie durch immer denselben Untersucher:
Erfassung von Grofle und Gewicht mit einer einheitlichen Waage, Errechnen des BMI, Messung
des Blutdruckes, der Endothelfunktion (Venenverschlussplethysmographie) sowie der
Pulswellengeschwindigkeit. Fiir die Gewichtsmessung trugen die Patienten keine Schuhe, keine

Jacke, keinen Pullover, die Hosentaschen waren entleert. Neben den Messwerten wurden folgende
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Informationen mit aufgenommen: Vorerkrankungen, aktuelle Didt mit genauen Angaben zur
Einnahme von Aminosiduremischungen und von weiteren Medikamenten, Uhrzeiten der letzten
Medikamenteneinnahme und Nahrungsaufnahme sowie Familienanamnese fiir kardiovaskuldre
Erkrankungen. Die Daten wurden in pseudonymisierter Form (3-stellige Codes) erfasst und

ausgewertet.

3.1.2 Kontrollen

Um Vergleichswerte zu erhalten, wurde eine Gruppe gesunder Kontrollpersonen ohne chronische
Erkrankung untersucht. Die Teilnahme an der Studie war freiwillig. Es nahmen 28 Probanden im
Alter von 18 und 47 Jahren (Mittelwert 30 Jahre) an der Studie teil, davon 11 Ménner und 17
Frauen.

Die Probanden erhielten im Vorfeld per E-Mail ein Informationsschreiben iiber die Studie. Nach
eingehender Aufkldrung erfolgte die schriftliche Einwilligung vor Ort am Tag der Untersuchung.
Die Probanden erschienen niichtern und ohne vorherigen Konsum koffeeinhaltiger Getrénke zum
Termin. Nach dem gleichen Schema wie fiir die Patientengruppe erfolgte die Messung von
Gewicht, Grof3e und Blutdruck durch denselben Untersucher und an denselben Geriéten, die auch
fiir die Patienten benutzt wurden. Eine Blutentnahme von zwei Blutentnahmeréhrchen (ein EDTA,
ein Serum) fiir oxidative Stressparameter, Inflammationsmarker und den Lipoproteinstatus wurde
durchgefiihrt. Messungen der Endothelfunktion (Venenverschlussplethysmographie) und der
Pulswellengeschwindigkeit wurden nach gleichem Schema und von dem gleichen Untersucher
durchgefiihrt wie in der Patientengruppe. Des Weiteren wurden Informationen {iber
Vorerkrankungen, Medikamenteneinnahme, Uhrzeiten der letzten Nahrungsaufnahme und
Familienanamnese fiir kardiovaskuldre Erkrankungen mit aufgenommen. Auch die Daten der

Kontrollgruppe wurden in pseudonymisierter Form (3-stelliger Code) erfasst und ausgewertet.

3.2 Nicht-invasive vaskulare Diagnostik

3.2.1 Venenverschlussplethysmographie

Die Venenverschlussplethysmographie (VVP) stellt eine nicht-invasive Methode zur Bestimmung
der arteriellen Durchblutung sowie der arteriellen Reserve einer Extremitdt dar und gibt somit
Aufschluss tiber die Endothelfunktion #. Mittels einer pneumatischen Manschette am proximalen
Oberschenkel, die kurzzeitig auf 60mmHg aufgeblasen wird, kommt es zu einer Unterbrechung
des venosen Riickflusses. Da hierbei der Blutfluss der Arterien unverdndert bleibt, fiihrt der kurze

vendse Abflussstop zu einer Volumenzunahme der distalen Extremitit, die durch einen
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quecksilberhaltigen Messfiihler erfasst wird 3¢ (Abbildung 2). Das Gerit berechnet anhand der

distalen Umfangszunahme die Durchblutung der Extremitét in ml pro 100ml Gewebe pro Minute.

Die Messungen wurden mit dem Gerdt Compactus (Sogut Medical, Konigsburg) durchgefiihrt.
Die Patienten waren niichtern und lagen mindestens zehn Minuten vor Messbeginn auf dem
Riicken. Lagerung und Untersuchungsprotokoll richteten sich nach Voruntersuchungen derselben
Arbeitsgruppe *7. Mittels Schaumstoffklotzen und -keilen unter den proximalen Oberschenkeln
und unter den Kndcheln wurden beide Beine oberhalb des Herzniveaus gelagert, um eine
Entleerung der Venen zu gewihrleisten. Die pneumatischen Manschetten wurden so proximal wie
moglich an beiden Oberschenkeln und jeweils ein Messfiihler an der breitesten Stelle der
Unterschenkel platziert. Die Messungen wurden an beiden Beinen gleichzeitig durchgefiihrt. Nach
Kalibrierung  wurde die  Ruhedurchblutung  gemessen.  Hierfir =~ wurden  die
Oberschenkelmanschetten im Minutentakt fiir je 6 Sekunden auf 60 mmHg aufgeblasen. Durch
die Messung der Umfangszunahme des Unterschenkels wéhrend dieser 6 Sekunden wurde vom
Gerit die Ruhedurchblutung in ml pro 100 ml Gewebe pro Minute errechnet 87 (Abbildung 2).
Nach Ausschluss von Messfehlern verwendeten wir den Durchschnittswert von sechs bis neun
Messungen fiir die Ruhedurchblutung.

Im Anschluss wurde die arterielle Durchblutungsreserve gemessen. Hierfiir wurden die
Oberschenkelmanschetten fiir 3 Minuten auf 180 mmHg bzw. auf mindestens 50 mmHg iiber den
systolischen Blutdruck zur Erzeugung einer Ischimiewirkung aufgeblasen ¥7-88, Hierauf folgten
fiinf Einzelmessungen der endothelabhidngigen reaktiven Hyperdmie (in ml pro 100ml Gewebe
pro Minute) im Abstand von 10 Sekunden mit einem Manschettendruck von 60 mmHg iiber einen
Zeitintervall von 5 Sekunden (Abbildung 2). Jede Einzelmessung erfasst die Umfangszunahme
des Unterschenkels, woraus der postischimische Blutfluss (PIBF) wihrend des jeweiligen
Zeitintervalls (in ml pro 100ml Gewebe pro Minute) ermittelt wird (Abbildung 3). Der
postischdmische Spitzenfluss (post-ischemic peakflow, PIPF) entspricht dem hdchsten
Volumenstrom wiéhrend der postischdmischen Phase.

Das Verhiltnis des PIPF zur Ruhedurchblutung (low baseline bloodflow, LBF) entspricht der

postischdmischen Flussreserve (PIFR):

[ ml ]
p1rR) = PIPF] _ lmin X 100ml Gewebe
[LBF] [ ml ]

min X 100ml Gewebe
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Das Verhiiltnis des postischdmisch geflossenen Blutvolumens zum geflossenen Blutvolumen in
Ruhe (Abbildung 3) wurde aus dem Verhiltnis der Integrale des postischdmischen Blutflusses
(AUC..) und der Ruhedurchblutung (AUC,,) liber 45 Sekunden berechnet und entspricht der

postischdmischen Volumenreserve (PIVR):

AUChipr  Jow PIBF(t) dt

PIVR = = 20
AUCLBF fOS SLBF(t) dt
ml .
[PIVR] = [min x 100ml Gewebe] d[min]
B ml .
J min X 100ml Gewebe] d[min]

Staumanschette

Quecksilberhaltiger Messfiihler zur
Erfassung von Umfangsverdnderungen

e o o

S SEpp e gy e e e e g e

3-miniitige Ischdmie

L e e el s i et e e

L 5 ] 3 o5 15 25 35 45
1 15.5/12.6 15,7713, 1 76 B 3.9 4 a2 - Peak Flow: 15.7/13.1

Abbildung 2: Oben: Schematische Darstellung der VVP-Messung am Bein. Wihrend der Messungen
wird der Druck in der Staumanschette konstant zwischen arteriellem und vendsem Blutdruck gehalten,
sodass arterielles Blut weiter ins Bein stromt (roter Pfeil), vendses Blut aber nicht abflieBen kann (blauer
Pfeil). Anhand der Volumenzunahme des Beines wird die arterielle Durchblutung berechnet. Mitte und
unten: Plethysmographiekurven: Dargestellt sind die Volumenverdnderungen des rechten und des linken
Beins pro 100 ml Gewebe in Abhéngigkeit von der Zeit. Die schwarzen Pfeile stellen den Zeitraum der

Stauung dar. Mitte: Messung der Ruhedurchblutung: Gestaut wird im Minutentakt fiir je 6 Sekunden.
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Unten: Messung nach 3-miniitiger Ischdmie: Gestaut wird alle 10 Sekunden fiir eine Dauer von 5
Sekunden. Die rechte Kurve stellt den postischdmischen Blutfluss im Verlauf der Zeit dar. Der Spitzenfluss

wird in dieser Kurve wihrend der zweiten Messung erreicht.

30,00

25,00
LBF-Einzelmessung (Patienten)

PIBF-Einzelmessung (Patienten)

20,00 — LBF-Mittelwert (Patienten)
— PIBF-Mittelwert (Patienten)
««+e« LBF-Mittelwert (Kontrollgruppe)
15,00 ~ <<<<<<< PIBF-Mittelwert (Kontrollgruppe)

10.00

Blutfluss (ml/100ml Gewebe/min)

5.00

0,00

Abbildung 3: VVP Messung des Blutflusses der PKU-Patienten in der postischdmischen Phase und in der
Ruhephase im Verhéltnis zur Zeit. Die hellblauen Linien stellen den postischdmischen Blutfluss nach 3-
mintitiger Ischdmie (PIBF) jedes einzelnen Patienten dar, der durchschnittliche PIBF der PKU-Patienten
entspricht der dunkelblauen Linie, die blau gepunktete Linie zeigt den durchschnittlichen PIBF der
Kontrollgruppe. Einzelmessung der Kontrollen sind nicht dargestellt. Der Postischdmische Spitzenfluss
(PIPF) entspricht dem maximalen PIBF innerhalb der ersten 15 Sekunden nach Ischdmie. Die orangenen
Linien stellen die Ruhedurchblutung (LBF) jedes einzelnen Patienten dar (teilweise nicht unterscheidbar).
Die durchschnittliche LBF der PKU-Patienten entspricht der roten Linie, die durchschnittliche LBF der

Kontrollgruppe der rot gepunktete Linie.

3.2.2 Pulswellengeschwindigkeit

Die Pulswellengeschwindigkeit ist ein relevanter Parameter zur Beurteilung der arteriellen
Gefalsteifigkeit. Die Messung zwischen A. Carotis und A. Femoralis, wie wir sie in dieser Studie

durchfiihrten, gilt hierfiir als Goldstandard 3°.

Alle Messungen wurden mit dem Vicorder (SMT Medical, Wiirzburg) von immer demselben
Untersucher durchgefiihrt. Die Probanden waren zum Zeitpunkt der Untersuchung niichtern und
lagen mindestens zehn Minuten vor Untersuchungsbeginn ruhig auf dem Riicken. Eine

pneumatische Manschette wurde zur Pulswellenaufzeichnung der rechten A. Femoralis so
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proximal wie moglich am rechten Oberschenkel befestigt, eine weitere Manschette wurde zur
Aufzeichnung der Pulswelle der rechten A. Carotis um den Hals gelegt. Die Distanzen von der
Oberschenkelmanschette iiber den Bauchnabel zum Sternoklavikulargelenk und vom
Sternoklavikulargelenk bis zur Halsmanschette wurden manuell ausgemessen ¥ (Abbildung 4).
Der Vicorder detektierte die Latenz zwischen den aufgezeichneten Pulswellen und errechnete nach
Eingabe der Distanzen zwischen den Manschetten die Pulswellengeschwindigkeit in Meter pro
Sekunde. Fiir die Auswertung errechneten wir den Mittelwert aus 3 bis 5 Messungen.

Ausgeschlossen wurden Messungen, die {iber weniger als sechs Schldge aufgezeichnet wurden.

a b
Vicorder

SSN

Umb

Vicorder distances:

Distance B = (SSN-Umb) + (Umb-FemCuff) — (SSN-CarCuff)

Abbildung 4: a: Schematische Darstellung der Messung der Pulswellengeschwindigkeit (Modifiziert nach
Kracht et al.*). Mittels Vicorder wird die Pulswelle an der Halsmanschette auf Hohe der Arteria Carotis
(CarCuff) und an der Oberschenkelmanschette auf Hohe der Arteria Femoralis (FemCuff) gemessen.
Wihrend der Vicorder die Latenzzeiten der Pulswellen zwischen den beiden Messorten erfasst, wird die
Distanz nach manueller Ausmessung anhand der gegebenen Formel (Distance B) berechnet. Der Vicorder
errechnet dann anhand dieser Informationen die Pulswellengeschwindigkeit in Meter pro Sekunde.
Abkiirzungen: SSN: Jugulum (suprasternal notch), Umb: Bauchnabel (umbilicus) b: Durch den Vicorder
gemessene Pulsdruckkurven. Oben: Pulswellen der Arteria Carotis. Unten: Pulswellen der Arteria

Femoralis.

3.2.3 Blutdruckmessung

Die Blutdruckmessung sowie die Messung der Pulsfrequenz erfolgte im Liegen nach
zehnminiitiger Ruhezeit mit einem Dinamap® Pro 100V2-Monitor. Die Blutdruckmanschetten

wurden nach Messung des Armumfangs addquat ausgewdhlt. Erfasst wurden die Mittelwerte von

19



zwei aufeinanderfolgenden Messungen. Der mittlerer arterielle Druck (MAD) wurde gemél der

DGAUM-Leitlinien nach folgender Formel berechnet *°:

1
MAD = diastolischer Blutdruck + 3 * (systolischer Blutdruck — diastolischer Blutdruck)

3.3 Laboranalysen

3.3.1 Routineblutentnahme

Folgende Parameter wurden in die Auswertung der Studie miteinbezogen: Phenylalanin-
Serumkonzentration, Tyrosin-Serumkonzentration, Kreatinin, Selen, Urin-Albumin/Kreatinin-

Quotient (ACR). Die Analysen wurden durch das Labor Berlin durchgefiihrt.

3.3.2 Blutentnahme fiir oxidative Stressmarker, Inflammationsmarker und

Lipoproteinstatus

Die Blutentnahme erfolgte niichtern am Untersuchungstag (siche Absatz 2.1). Direkt im Anschluss
wurde das Blut mit einer Sigma 2-16K Kiihlzentrifuge (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
mit 1000g bei 10°C fiir 15 Minuten zentrifugiert. Das Blutplasma wurde in 0,5 ml Portionen
aliquotiert und bei -80°C bis zum Moment der laborchemischen Testungen eingefroren. Die
Laboranalysen wurden von der Renal and Vascular Research Group der Charité

Universitidtsmedizin Berlin (Leitung: Herr Professor Markus van der Giet) durchgefiihrt.

3.3.2.1 Bestimmung der Gesamtcholesterin-, HDL-Cholesterin-, LDL-Cholesterin-,
Triglycerid- und Phospholipidkonzentrationen

Das Gesamtcholesterin, HDL-Cholesterin (HDL-C), LDL-Cholesterin (LDL-C), Triglyceride und
Phospholipide wurden mit kommerziell erhéltlichen Assay-Kits der Firma Diasys (Holzeim,
Deutschland) nach Herstellerinstruktionen gemessen. Hierfiir wurden eine Mikrotiterplatte und ein
Spektralphotometer (Skan IT software, version 2.4.4, Thermo Scientific, Langenselbold,
Deutschland) verwendet.

Zur Bestimmung des HDL2C/3C-Quotientes wurde die HDL3C-Fraktion mittels des Quantolip

reagent B (Technoclone, Wien, Austria) aus dem Serum ausgeféllt und HDL2C wurde berechnet.

3.3.2.2 Bestimmung von Apolipoprotein Al, Serum Amyloid A, C-reaktivem Protein,
Myeloperoxidase
Apolipoprotein Al, Serum Amyloid A (SAA), C-reaktives Protein (CRP) und Myeloperoxidase

(MPO) wurden mit der Luminex™ Technik mittels kommerziell erhéltlicher Assay-Kits nach
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Herstellerinstruktionen (Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland) bestimmt. Alle Messungen
wurden mit einem Bio-Plex®-Gerét mit Bio-Plex®-Software (version 6.1) durchgefiihrt (Biorad,

Miinchen, Deutschland).

3.3.2.3 Bestimmung von Malondialdehyd und 3-Nitrotyrosin

Malondialdehyd (MDA) und 3-Nitrotyrosin (3NT) wurden kalorimetrisch mittels Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) nach Herstellerprotokoll bestimmt (MDA: Cloud-Clone Corp.,
Houston, TX, USA und 3NT: MyBioSource, San Diego, CA, USA).

3.3.2.4 Telomerlinge

Die Messung der Telomerldnge wurde durch die Arbeitsgruppe von Frau Professor Anette Melk
(Medizinische Hochschule Hannover) mittels quantitativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion

durchgefiihrt *!

3.4 Phenylalanin-Variabilitat

Die Phenylalanin-Blutkonzentrationen der letzten 5 Jahre wurden aus den Patientenakten ermittelt
und mit in die Auswertung aufgenommen. Als Phenylalanin-Fluktuation der letzten 5 Jahre wurde

die Standardabweichung der Phenylalanin-Serumkonzentrationen verwendet.

3.5 Kumulative Aminosaurezufuhr

Die Zufuhr synthetischer Aminosdauren wurde anhand der Daten zur Verschreibung von
Aminosduregemischen der letzten Jahre ermittelt, wobei alle kontinuierlichen Verschreibungen
verwendet wurden. Die Einnahme natiirlicher Proteine wurde durch die Auswertung regelméfig
erfasster Erndhrungsprotokolle analysiert. Aus der Summe hieraus ergab sich dann der Wert der
Gesamtproteinzufuhr. In die Auswertung wurden folgende Parameter miteinbezogen: Die aktuelle
Zufuhr synthetischer Aminosduren pro Tag (g/d) sowie die aktuelle Gesamtproteinzufuhr pro Tag
(g/d) zum Zeitpunkt der Untersuchung. Weiterhin wurde die durchschnittliche Zufuhr
synthetischer Aminosduren und die durchschnittliche Gesamtproteinzufuhr der letzten 5 Jahre pro
Kilogramm Korpergewicht (g/d/kgKG) miteinbezogen. Als weiterer Wert wurde die kumulative
Zufuhr synthetischer Aminosduren (kg) miteinbezogen. Hierbei handelt es sich um die Summe der

zu sich genommenen synthetischen Aminosduren der letzten 5 Jahre.

3.6 Statistische Analysen

Vor Beginn der Studie fiihrten wir eine Fallzahlplanung durch, der die Messergebnisse einer

klinischen Studie zugrunde lagen, die dieselbe Methodik zur Beurteilung der
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Pulswellengeschwindigkeit verwendete °2. In dieser Studie zeigten Kinder und Jugendliche nach
Nierentransplantation eine signifikant hohere Pulswellengeschwindigkeit (5,43 + 0,9 m/s) als die
Kontrollgruppe (4,68 +0,7 m/s). Wir wihlten die Ergebnisse dieser klinischen Studie zur
Fallzahlplanung aus, da wir annahmen, dass PKU-Patienten eine erhdhte GefaBsteifigkeit haben
konnten, die moglicherweise auf eine Nierenfunktionsstérung zuriickzufiihren ist ®. Die
Teststérke (Power) wurde auf 80% festgelegt und sicherheitshalber der Einschluss von 30% mehr
gesunden Kontrollen als PKU-Patienten geplant, um eine niedrigere Streuung der Vergleichswerte
zu erhalten. Die errechnete Fallzahl betrug somit n=21 Patienten mit PKU und n=28 gesunde
Kontrollen. Um trotz zu erwartender Studienabbrecher eine ausreichend grof3e Patientengruppe in
die Auswertung miteinbeziehen zu koénnen, wurde eine 10% groBere Fallzahl, daher n=23
Patienten, fiir die Studie rekrutiert.

Die Auswertung wurde mit dem Programm Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
Version 24 durchgefiihrt. Probanden wurden auch bei einzelnen fehlenden Daten mit in die
Auswertung einbezogen. Die Gruppenvergleiche fiir die unterschiedlichen Parameter wurden
aufgrund der geringen Stichprobe und einiger nicht normalverteilter Daten mit dem nicht-
parametrischen Mann-Whitney-U-Test analysiert.

Das Signifikanzniveau wurde bei einem p-Wert von 0,05 gesetzt. Aufgrund von multiplen Testen
nach Bonferoni wurde fiir die Haupthypothese (Auswertung der drei GefaBBparameter PWV, PIFR,
PIVR) das Signifikanzniveau auf 0,0167 gesenkt.

Um Korrelationen zwischen verschiedenen Parametern darzustellen, wurde bei nicht
normalverteilten Daten die Korrelationsanalyse nach Spearman-Rho, bei normalverteilten Daten
die Korrelationsanalyse nach Pearson gewéhlt.

Mittels multipler linearer Regressionsanalysen mit Einschluss-Modell wurden die Einfliisse
unterschiedlicher freier Variablen auf die Geféd3parameter und die Lipoproteine analysiert. Bei
jedem Regressionsmodell wurde auf AusreiBler und einflussstarke Fille (mittels studentisierter
Residuen und Cook-Distanz) sowie auf Normalverteilung, Varianzhomogenitit, Unabhidngigkeit
der Residuen und Multikollinearitdt der unabhingigen Variablen getestet 3.

Zur Veranschaulichung der Daten wurden Punkte-, Linien- und Boxplot-Diagramme sowie

Tabellen verwendet.
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4 FErgebnisse

4.1 Untersuchungsergebnisse und Zusammenhang zu den

anthropometrischen Daten

4.1.1 Gruppenbeschreibung und Anthropometrie

In diese Studie wurden 23 Patienten mit Phenylketonurie im Alter von 18 bis 47 Jahren (Mittelwert
31 Jahre, Median 30 Jahre) eingeschlossen, davon waren 13 Minner (57%) und 10 Frauen (43%)).
In die Kontrollgruppe wurden 28 Probanden ebenfalls im Alter von 18 und 47 Jahren (Mittelwert
30 Jahre, Median 25 Jahre) eingeschlossen, davon 11 Ménner (39%) und 17 Frauen (61%).

Die Tabelle 1 zeigt die Mittelwerte mit Standardabweichungen sowie den Median mit
Interquartilsabstand der Patientengruppe und der Kontrollgruppe folgender Messwerte an: Alter,
Body-Mass-Index (BMI), Pulsfrequenz, mittlerer arterieller Druck (MAD), systolischer
Blutdruck, diastolischer Blutdruck und Blutdruckamplitude. Aufgrund einer kleinen Stichprobe
und aufgrund von nicht in allen Féllen gegebener Normalverteilung wurden die
Gruppenunterschiede mittels des nichtparametrischen Mann-Whitney-U-Tests gepriift. Es zeigten
sich bei der Patientengruppe signifikant hohere Werte des BMI, mittleren arteriellen Drucks,
systolischen und diastolischen Blutdrucks und der Pulsfrequenz im Vergleich zur Kontrollgruppe.
14% der Patienten (3 von 21 Patienten) wiesen nach deutschen Leitlinien eine arterielle Hypertonie
auf (systolischer Blutdruck > 140 mmHg und/oder diastolischer Blutdruck > 90 mmHg) **. Da aus

>, wurde auf

Studien bekannt ist, dass BMI und Blutdruck in engem Zusammenhang stehen °
Zusammenhinge zwischen diesen Parametern getestet. In der Korrelationsanalyse nach Pearson
zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem BMI und den Blutdruckwerten bei
den Patienten mit PKU. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem BMI und der
Pulsfrequenz bestand ebenfalls nicht.

Weiterhin hatten die Patienten ein im Median hoheres Alter, dieser Unterschied war jedoch nicht

signifikant.
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Patient Kontroll L
atientenigrippe ontrotgtuppe Gruppenunterschied im
Mann-Whitney-U-Test
Mittelwert (SD) | Median (IQR) | n | Mittelwert (SD) | Median (IQR) | n ey ®)
Alter (Jahre) 30,8 (8,4) 30,0 (25,0-37,0) | 23 30,1 (9,1) 25,0 (24,0-39,5) | 28 0,507
BMI (kg/m?) 27,6 (5,4) 26,3 (23,2-31,9) | 21 23,4 (6,4) 22,2 (20,7-24,3) | 28 0,000
Pulsfrequenz (min™)| 72,8 (10,5) | 72,0 (65,0-78,5) | 21 62,1(9,9) 61,0 (56,0-66,0) | 27 0,001
Mittlerer arterieller
- 2 - 2
Druck (mmHg) 90,0 (7,5) 89,0 (85,0-93,5) | 21 84,5 (7,1) 85,0 (78,3-88,8) | 28 0,014
Systolischer 123,0 (118,5- 117,5 (106,3-
2 2 2
Blutdruck (mmHg) 124,6 (10,4) 130,0) 21 | 116,1(10,7) 123.8) 28 0,012
Diastolischer
2 - 2 - 2
B lutdruck (mmHg) 72,5 (6,9) 71,0 (67,0-75,0) | 21 68,6 (7,3) 66,5 (65,0-73,5) | 28 0,023
Blutdruckamplitude
52,1 (7,1 52,0 (47,0-57,0) | 21 47,5 (10,1 46,5 (40,5-54,0) | 28 0,059
(mmEg) (7,1) ( ) (10,1) ( )
Tabelle 1: Klinische Charakteristika der Patienten- und Kontrollgruppe. Abkiirzungen: SD:

Standardabweichung, IQR: Interquartilsabstand.

4.1.2 Gefalidaten

Um der Hypothese nachzugehen, dass Patienten mit Phenylketonurie steifere GefdBle und eine
endotheliale Dysfunktion haben, wurden Messungen der Pulswellengeschwindigkeit (PWV) und
Messungen mittels Venenverschlussplethysmographie (VVP) durchgefiihrt. Zur Priifung auf
signifikante Unterschiede der GefdBwerte zwischen beiden Gruppen wurde der nicht-

parametrische Mann-Whitney-U-Test angewandt.

Es zeigte sich eine signifikant hohere Pulswellengeschwindigkeit bei den Patienten mit PKU
(Median 6,0m/s) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Median 5,2 m/s; p = 0,001) (Abbildung 5,
Tabelle 2).

In der Korrelationsanalyse nach Pearson, die hier aufgrund von normalverteilten Werten
angewandt wurde, zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang der Pulswellengeschwindigkeit
mit dem Alter (Tabelle 3). Um den Einfluss des Alters und der Gruppenzugehdrigkeit auf die
Pulswellengeschwindigkeit zu untersuchen, fiihrten wir eine multiple lineare Regressionsanalyse
durch (Tabelle 4). Das Modell zeigte sich mit einem Bestimmtheitsma3 von R?*= 0,494 als gut
brauchbar. Es wurde auf Ausreifler und einflussstarke Félle gepriift (studentisierte Residuen min:
-1,599, max.: 4,001; maximale Cook-Distanz=0,647). Weiterhin wurde auf Varianzhomogenitit
und Unabhingigkeit der Residuen (Durbin-Watson-Test: 2,239) getestet. Es bestanden lineare
Beziehungen zwischen der abhidngigen Variable und den unabhidngigen Variablen, eine
Multikollinearitdt lag nicht vor. Es zeigte sich ein starker und signifikanter Einfluss sowohl der
Gruppenzugehorigkeit (f= -0,48%**) als auch des Alters (f= 0,55%**) auf die Ergebnisse der

Pulswellengeschwindigkeit.
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Die Messungen der Venenverschlussplethysmographie ergaben eine signifikant geringere
postischdmische Flussreserve (PIFR) und postischimische Volumenreserve (PIVR) bei den
Patienten mit PKU im Vergleich zur Kontrollgruppe im Mann-Whitney-U-Test (Abbildung 5,
Tabelle 2). Die PIFR war im Median 9,4-fache Steigerung zur Ruhedurchblutung in der
Patientengruppe und eine 15,5-fache Steigerung in der Kontrollgruppe (p=0,006). Die PIVR war
um das 4-fache gesteigert in der Patientengruppe im Verhéltnis zur Ruhedurchblutung und um das
6-fache in der Kontrollgruppe (p=0,020). Somit war die PIFR um 65% hoher und die PIVR um
50% hoher bei der Kontrollgruppe im Vergleich zur Patientengruppe. Diese Ergebnisse sind
gleichbedeutend mit einer starken Abnahme der endothelabhdngigen dilatativen Kapazitit
(,,endotheliale Dysfunktion*) bei den Patienten mit PKU. Abbildung 6 zeigt eine hdhere
postischdmische Durchblutungssteigerung bei der Kontrollgruppe im Vergleich zur
Patientengruppe.

In der Korrelationsanalyse nach Pearson, die aufgrund normalverteilter Werte angewandt wurde,
zeigte sich eine Assoziation zwischen der PIFR und dem BMI sowie dem MAD und ein
Zusammenhang der PIVR zum BMI und MAD unter Einschluss beider Gruppen (Tabelle 3).

Wie zuvor fiir die PWV soll der Einfluss der assoziierten freien Variablen auf die Ergebnisse der
VVP anhand eines multiplen Regressionsmodells getestet werden. Der PIFR als abhéngige
Variable soll auf den Einfluss des BMI, des MAD und der Gruppenzugehorigkeit getestet werden
(Tabelle 4). Es wurde auf Ausreifler und einflussstarke Fille gepriift (studentisierte Residuen min:
-1,895, max.: 2,268; maximale Cook-Distanz=0,167). Weiterhin wurde auf Normalverteilung,
Varianzhomogenitéit und Unabhéngigkeit der Residuen (Durbin-Watson-Test: 1,994) getestet. In
dem Regressionsmodell zeigte sich lediglich der BMI als signifikanter Einflussfaktor auf die PIFR
(B=-0,45**). Die Gruppenzugehdrigkeit und der MAD zeigten keinen signifikanten Einfluss auf
die PIFR.

Weiterhin sollte der Einfluss von BMI, MAD und der Gruppenzugehdrigkeit auf die PIVR
betrachtet werden (Tabelle 4). Das Bestimmtheitsmal3 des Regressionsmodells war R?=0,306 und
das Modell somit brauchbar. Es wurde auf Ausreiler und einflussstarke Félle gepriift
(studentisierte Residuen min: -1,508, max.: 3,107; maximale Cook-Distanz=0,181). Weiterhin
wurde auf Normalverteilung, Varianzhomogenitit und Unabhéingigkeit der Residuen (Durbin-
Watson-Test: 2,099) getestet. Es bestanden lineare Beziehungen zwischen der abhéngigen
Variable und den unabhéngigen Variablen, eine Multikollinearitit lag nicht vor. Der BMI und der
MAD zeigen sich als signifikante Einflussfaktoren auf PIVR (BMI: f= -0,45**; MAD: = -
0,35*%). Die Gruppenzugehorigkeit zeigte sich in diesem Modell erneut nicht als signifikanter

Einflussfaktor.
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Die signifikant hoheren Ergebnisse der Patientengruppe bei der PWV im Mann-Whitney-U-Test
spricht fiir eine erhohte GefdBsteifigkeit bei den Patienten mit PKU im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Im multiplen Regressionsmodell zeigte sich, dass die GefdBsteifigkeit sowohl von
der Gruppenzugehorigkeit als auch vom Alter der Probanden abhéngt.

Die im Mann-Whitney-U-Test errechneten niedrigeren Werte der PIFR und der PIVR bei
Patienten mit PKU sprechen fiir eine schlechtere Endothelfunktion bei diesen Patienten im
Vergleich zur Kontrollgruppe. In der multiplen Regressionsanalyse unter Einbeziehen des BMI
und des Blutdruckes kann dieser Zusammenhang jedoch als ein Effekt dieser Faktoren erklart
werden. Somit kann eine endotheliale Dysfunktion bei der Patientengruppe mit PKU zwar
nachgewiesen werden, scheint aber nicht durch die Erkrankung selbst, sondern durch einen
hoheren BMI vermittelt zu sein. Als weiterer unabhéngiger Faktor hatte der Blutdruck zumindest
grenzwertig einen signifikanten Einfluss auf die endotheliale Funktion (p=0,015 fiir PIVR; p=
0,050 fiir PIFR).
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Abbildung 5: Boxplot-Darstellung der Pulswellengeschwindigkeit (PWV) und der Ergebnisse der
Venenverschlussplethysmographie (PIFR, PIVR) der Patienten- und der Kontrollgruppe. Abkiirzungen:
PIFR: Postischdmische Flussreserve, PIVR: Postischdmische Volumenreserve, *: p < 0,05; **: p <0,01;

*#%: p <0,001 (Mann-Whitney-U-Test)

Patientengruppe Kontrollgruppe Gruppenunterschied im
Mann-Whitney-U-test
Mittelwert (SD) | Median (IQR) | n | Mittelwert (SD)| Median (IQR) | n (p-Wert)
PWV (1/s) 6,5 (1,7) 6,0(54-7,2) |21 5,1 (0,8) 52(4,4-5,7) |25 0,001
PIFR 9,2 (4,9) 9,4 (5,4-10,3) | 19| 14,1 (5,5) 15,5 (9,4-16.8) | 24 0,006
PIVR 4,7 (3,0) 4,1(2,3-5,5) |20 6,3 (3,2) 59(4,7-7,0) |25 0,020

Tabelle 2: Ergebnisse der GefialBuntersuchungen der Patienten- und Kontrollgruppe. Abkiirzungen: PWV:

Pulswellengeschwindigkeit, = PIFR:  Postischdmische  Flussreserve, = PIVR:  Postischimische

Volumenreserve, SD: Standardabweichung, IQR: Interquartilsabstand.
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PWV PIFR PIVR
Alter r 0,537 -0,210 -0,130
p 0,000 0,176 0,396
n 46 43 45
BMI r 0,239 -0,580 -0,502
p 0,109 0,000 0,000
n 46 43 45
MAD r 0,233 -0,436 -0,451
p 0,119 0,003 0,002
n 46 43 45
PIFR r -0,314 - 0,884
p 0,049 - 0,000
n 40 - 43
PIVR r -0,253 0,884 -
p 0,106 0,000 -
n 42 43 -

Tabelle 3: Korrelationskoeffizienten nach Pearson (r) zur Darstellung der Zusammenhénge zwischen der
GefaBfunktion und den klinischen Charakteristika aller Probanden. Signifikante Zusammenhénge sind griin
hinterlegt. Abkiirzungen: MAD: Mittlerer arterieller Druck, PIFR: Postischdmische Flussreserve, PIVR:

Postischdmische Volumenreserve, PWV: Pulswellengeschwindigkeit
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Kontrollgruppe
20,0

PIBF/LBF
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5 15 25 35 45
Zeit (s)
Abbildung 6: Postischdmische Durchblutungssteigerung (mit Standardfehler) im Verhéltnis zur Zeit nach
3-miniitiger Ischimie. Die Postischdmische Durchblutungssteigerung wurde aus dem Verhiltnis des
postischdmischen Blutflusses (PIBF) und der Ruhedurchblutung (LBF) berechnet. Die blaue Kurve stellt
die durchschnittliche postischimische Durchblutungssteigerung der Patienten dar und die griine Kurve die

der Kontrollen.
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Abh.éingige Ungbhéingige Angepasstes R? Koeffizienten
Variable  [Variablen
B (CI) SEB| g p

PWV 0,494 K: 3,76 (2,61; 4,90) 0,57 0,000
Gruppe -1,38 (-1,99; -0,76) | 0,31 | -0,48 | 0,000
Alter 0,09 (0,06; 0,12) 0,02 | 0,55 | 0,000

PIFR 0,371 K: 41,86 (23,16; 60,55)| 9,24 0,000
BMI -0,57 (-0,94; -0,19) | 0,19 | -0,45 | 0,004
MAD -0,27 | 0,050
Gruppe -0,10 |1 0,530

PIVR 0,306 K: 26,01 (15,22; 36,95)| 5,38 0,000
BMI -0,32 (-0,54; -0,01) 0,11 | -0,45 | 0,005
MAD -0,14 (-0,25; -0,03) 0,06 | -0,35 | 0,015
Gruppe -0,10 | 0,499

Tabelle 4: Multiples Regressionsmodell zur Testung des Einflusses von klinischen Charakteristika auf die
GefaBfunktion. Variablen mit nicht-signifikanten Beta-Koeffizienten sind in grau dargestellt.
Abkiirzungen: MAD: Mittlerer arterieller Druck, PIFR: Postischamische Flussreserve, PIVR:
Postischdmische Volumenreserve, PWV: Pulswellengeschwindigkeit, R?: Bestimmtheitsmaf3, B: nicht
standardisierter Regressionskoeffizient, CI: Konfidenzintervall, SE: Standardfehler, §: standardisierter

Regressionskoeftizient

4.1.3 Inflammation

Die Inflammationsparameter CRP und SAA wurden bei allen Probanden getestet mit der
Vermutung, erhohte Inflammation als Hinweis auf erhohtes kardiovaskulédres Risiko bei den
Patienten mit PKU zu finden.

Gruppenvergleiche wurden mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests durchgefiihrt. Wir wihlten einen
nichtparametrischen Test aufgrund der geringen Stichprobenzahl und aufgrund von vorhandenen
Ausreiflern und nicht normalverteilten Daten. Es zeigten sich signifikant hohere CRP- (p=0,010)
und SAA-Werte (p=0,010) bei den Patienten mit Phenylketonurie (Abbildung 7, Tabelle 5).
Weiterhin zeigte sich eine starke Korrelation zwischen dem CRP und dem SAA (R=0,793***,
Tabelle 6). Da die Patientengruppe einen signifikant hoheren BMI aufwies als die Kontrollgruppe
(siche Abschnitt 4.1.1) und ein hoher BMI mit erhdhten Entziindungsparametern einhergehen
kann’®, sollte der Einfluss des BMI auf das CRP und SAA getestet werden. Beide Werte zeigten
in der Korrelation nach Spearman einen signifikanten Zusammenhang zum BMI unter Einschluss
beider Gruppen (Tabelle 6). Innerhalb der Patientengruppe zeigte sich keine signifikante
Korrelation nach Spearman des BMI mit CRP oder SAA. Aufgrund von nicht normalverteilten
Werten des SAA und des CRP konnte in diesem Fall keine multiple lineare Regressionsanalyse

durchgefiihrt werden, um den Einfluss des BMI auf die CRP- und SAA-Werte zu testen.
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Es zeigten sich weiterhin Unterschiede der SAA- und CRP-Werte zwischen den Geschlechtern im
Mann-Whitney-U-Test. Bei Frauen waren die Werte signifikant hoher in Vergleich zu den
Mainnern (SAA: p=0,016, CRP: p=0,003). Da in der Kontrollgruppe der Frauenanteil hoher ist als
der Ménneranteil, aber in Kontrollgruppe die SAA- und CRP-Werte geringer sind als in der
Patientengruppe, erkldrt die Geschlechterverteilung innerhalb der Gruppen nicht die
unterschiedlichen Inflammationswerte zwischen den beiden Gruppen.

Weiterhin wurde bei der Patientengruppe ein signifikant hoherer Blutdruck als bei der
Kontrollgruppe festgestellt (Abschnitt 4.1.1). Um den Einfluss des Blutdruckes auf die
Inflammation zu testen wurde eine Korrelationsanalyse nach Spearman-Rho durchgefiihrt. Hierbei
zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen CRP und MAD (r= -0,029, p=0,948) und
SAA und MAD (1=0,004, p=0,981; Tabelle 6).

Bei den Patienten mit PKU lieB sich also ein inflammatorischer Phinotyp mit deutlich erhohten
CRP- und SAA-Werten im Vergleicht zur Kontrollgruppe nachweisen. Diese erhohten
Entziindungsparameter waren unabhingig vom Blutdruck der Probanden. Der Einfluss des BMI

konnte statistisch nicht untersucht werden.
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Abbildung 7: Boxplot-Diagramm zur Darstellung der Inflammationsmarker CRP und SAA der Patienten-
und der Kontrollgruppe. Abkiirzungen: CRP: C-reaktives Protein, SAA: Serum Amyloid A; **: p < 0,01
(Mann-Whitney-U-Test)
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Patientengruppe Kontrollgruppe Gruppenunterschied im

Mann-Whitney-U-test (p)

Mittelwert (SD)| Median (IQR) | n | Mittelwert (SD) | Median (IQR) | n

o

CRP (ug/ml) 45,5(53,4) |18,4(7,3-83,3)| 22 22,4 (33,7) 6,33 (2,0-42,1) | 27 0,010

SAA (pg/ml) 9,0 (7,8) 6,7 (2,8-14,4)

o

2 4,6 (5,3) 2,9(1,5-52) | 27 0,010

Tabelle 5: Inflammationsmarker CRP und SAA der Patienten- und Kontrollgruppe. Abkiirzungen: CRP:
C-reaktives Protein, SAA: Serum Amyloid A, SD: Standardabweichung, IQR: Interquartilsabstand.

CRP SAA

Alter | r 0,239 0,139
p 0,098 0,341

n 49 49

BMI | r 0,426 0,322
p 0,003 0,027

n 47 47
IMAD | r | -0,029 0,004
p 0,849 0,981

n 47 47
SAA | r 0,739 :
p 0,000 -

n 49 -

Tabelle 6: Korrelationskoeffizienten nach Spearman-Rho (r) zur Darstellung der Zusammenhénge
zwischen den Inflammationsmarkern und den klinischen Charakteristika aller Probanden. Signifikante
Zusammenhinge sind griin hinterlegt. Abkiirzungen: MAD: Mittlerer arterieller Druck, SAA: Serum
Amyloid A, CRP: C-reaktives Protein.

4.1.4 Lipoproteinstatus

Als weiterer Risikofaktor fiir kardiovaskuldre Erkrankungen wurde der Lipoproteinstatus der
Patienten-und der Kontrollgruppe ausgewertet.

Tabelle 7 zeigt die Lipoprotein- und Lipidwerte der Patienten und der Kontrollen. Das
Gesamtcholesterin, der LDL-C/HDL-C-Quotient sowie das Nicht-HDL-Cholesterin waren
signifikant hoher bei den Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe im Mann-Whitney-U-Test
(Cholesterin: p=0,003; LDL-C/HDL-C-Quotient: p=0,012; Nicht-HDL-Cholesterin: p=0,000). Es
zeigten sich bei den Patienten weiterhin nicht signifikant hohere Werte fiir LDL-C, Triglyceride,
Phospholipide und Apo Al (Tabelle 7). Aulerdem waren die HDL-C-Werte der Patienten mit
PKU signifikant niedriger (p=0,047). Das HDL-C wurde weiter in Subgruppen eingeteilt. Hierbei
fiel im Mann-Whitney-U-Test ein signifikant niedrigeres HDL2C (p=0,008) und HDL2C/3C-
Quotient (p=0,011) in der Patientengruppe auf. Beim HDL3C konnte kein klarer Unterschied
beobachtet werden (Tabelle 7).

Da Lipoproteinwerte mit dem BMI im Zusammenhang stehen und die Patientengruppe einen

signifikant hoheren BMI aufwiesen (Abschnitt 4.1.1), wurde der Zusammenhang in der
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Korrelation nach Pearson bei normalverteilten Werten dargestellt unter Einschluss beider Gruppen
(Tabelle 8). Lediglich der LDL-C/HDL-C-Quotient korrelierte signifikant mit dem BMI.

Um den Einfluss der Gruppenzugehorigkeit und des BMI auf den LDL-C/HDL-C-Quotienten zu
testen, wurde eine multiple lineare Regressionsanalyse durchgefiihrt. Es wurde auf Ausreifler und
einflussstarke Fille gepriift (Standardisierte Residuen min: -1,461, max.: 3,178; maximale Cook-
Distanz=0,747). Weiterhin wurde auf Varianzhomogenitit und Unabhingigkeit der Residuen
(Durbin-Watson-Test: 1,858) getestet. Das Regressionsmodell erreichte nur ein geringes
Bestimmtheitsmall von R?=0,09. Die Gruppenzugehdrigkeit zeigte einen signifikanten Einfluss
auf den LDL-C/HDL-C-Quotienten (f = -0,33**), der BMI dagegen nicht (8 = 0,20, p=0,172).
Weiterhin wurden die Lipoprotein- und Lipidwerte nach Geschlechtsaufteilung betrachtet. Sowohl
bei den Minnern als auch bei den Frauen zeigten sich bei den Patienten weiterhin ein hoheres
Cholesterin, LDL-C, LDL-C/HDL-C-Quotient im Vergleich zur Kontrollgruppe. Unterschiedliche
Trends zwischen den Geschlechtern zeigten sich nur beziiglich der Triglyceride und
Phospholipide, diese waren bei den weiblichen Patienten héher und bei den ménnlichen Patienten
niedriger als bei den entsprechenden Kontrollen. HDL2C und der HDL2C/3C-Quotient waren
weiterhin bei beiden Geschlechtern niedriger in der Patientengruppe. HDL-C zeigt nur geringe
Gruppenunterschiede. Bis auf die Phospholipide und Triglyceride war also der Trend der
Lipoproteinwerte bei beiden Geschlechtern der gleiche.

In der Korrelationstabelle nach Pearson (Tabelle 8) konnte weiterhin ein starker Zusammenhang
zwischen den Blutdruckwerten und HDL-C, HDL2C, HDL3C, dem HDL2C/3C-Quotient und dem
LDL-C/HDL-C-Quotient nachgewiesen werden.

Es zeigte sich also bei der Patientengruppe mit PKU ein verdnderter Lipoproteinstatus. Die
Patienten wiesen signifikant erhohte Cholesterinwerte und verringerte HDL-C-Werten auf. Vor
allem HDL2C und somit auch der HDL2C/3C-Quotient waren bei den Patienten mit PKU
signifikant niedriger als bei der Kontrollgruppe. Diese Verdnderungen waren unabhéngig vom
BMI und lieBen sich auch nicht durch die unterschiedliche Geschlechterverteilung innerhalb der

Gruppen erkldren.
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Patientengruppe (n=23) Kontrollgruppe (n=28) Gruppenunterschied

im Mann-Whitney-U-
Mittelwert (SD)| Median (IQR) |Mittelwert (SD)| Median (IQR) test (p)
Cholesterin (mmol/) 4,32(0,59) [4,38 (3,80-4,77)| 3,81 (0,55) | 3,68 (3,35-4,06) 0,003
[ DL-C (mmol/) 2,77(0,67) |2,74(2,23-3,38)| 2,60 (0,84) | 2,49 (1,93-3,02) 0,256
HDL-C (mmol/) 1,39 (0,34) [1,28 (1,10-1,70)| 1,59 (0,28) | 1,59 (1,31-1,83) 0,047
ApoA 1 (mg/ml) 2,01 (0,70) |1,90(1,59-2,32)| 1,83 (0,31) |1,79 (1,54-2,15)! 0,329
Triglyceride (mmoy) | 133 (084) [LO1(084-174) 114(0.62) | 105 (0.62-145) 0,460
phospholipide (mmol)| 267 057)  [2.56 (2,17-3,14)| 2,58 (0.41) | 2,46 (2.23-2,85) 0,835
HDL2C (mumoll) 0,60 (0,30) 0,52 (0,34-0,88)| 0,81 (0,24) | 0,77 (0,59-1,02) 0,008
HDL3C (mmoll) 0,76 (0,08) |0,76 (0,68-0,80)| 0,78 (0,07) | 0,77 (0,73-0,84) 0,325
HDL2C/AC-Quotient | ©78(0:33) 0,73 (0,50-L,11)|  1,05(032) | 099 (0,82-1,23) 0,011
| DILC/HDLC-Quotient| 205 (0:52) 2,01 (1,662,25)| 1,68 (0,56) | 1,62 (1,20-2,02) 0,012
m’:ﬁ? L-Cholesterin| o3 0 44) |01 (2,63-338) 2,22 (0.62) | 2,24 (1,58-2,69) 0,000

Tabelle 7: Lipoprotein- und Lipidstatus der Patienten- und Kontrollgruppe. Abkiirzungen: SD:
Standardabweichung, IQR: Interquartilsabstand, ' n=16.

Cholesterin| LDL-C | HDL-c [FPLCHPLCH 1o iceride [Phospholipide| HDL2-C | EDL3-c | HPL%3- INicht-HDL-

Quotient Quotient |Cholesterin
BMI r | o105 0,125 0,224 0,287 0,109 0,008 -0,203 0,172 | -0,188 0,209
P | 0473 0,394 0.122 0,046 0,458 0,957 0.161 0237 0,195 0,150
Systolischer | L | 0,075 0,128 -0,499 0,436 0,092 -0,116 0,546 | -0,163 -0,567 0,170
Blutdruck  |P | 0,608 0380 | <0001 <0001 0529 0428 <0001 0262 <0001 0242

Tabelle 8: Korrelationskoeffizienten nach Pearson (r) zur Darstellung der Zusammenhénge zwischen den
Lipoprotein- und Lipidwerten und den klinischen Charakteristika aller Probanden (n=49). Signifikante

Zusammenhinge sind griin hinterlegt.

4.1.5 Oxidativer Stress

Um moglichen Einflussfaktoren auf die Endothelfunktion und die GeféaBsteifigkeit nachzugehen,
wurde untersucht, ob PKU-Patienten erhdhten oxidativen Stress haben. Analysiert wurden die
Parameter Myeloperoxidase (MPO), 3-Nitrotyrosin (3NT), Malondialdehyd (MDA) und die
Telomerldnge.

Die Patientengruppe wies signifikant hohere MDA-Werte im Mann-Whitney-U-Test (p=0,010)
auf. MDA zeigte keine signifikante Korrelation mit den Selenwerten, die sich in der
Patientengruppe im unteren Normbereich befanden (0,85 + 0,18 umol/l). 3NT zeigte keinen
eindeutigen Unterschied zwischen den Gruppen. MPO war in der Kontrollgruppe héher als in der
Patientengruppe jedoch auch nicht signifikant. Die Telomerlénge, die durch oxidativem Stress

verkiirzt werden kann und ein Indikator der vaskuldren Alterung ist, zeigte sich leicht reduziert in
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der Patientengruppe, ein signifikanter Unterschied bestand allerdings nicht (Abbildung 8, Tabelle
9) 8.

In der Korrelationsanalyse nach Pearson zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen
MPO und MAD (r=0,324, p=0,034). Die anderen oxidativen Stressmarker zeigten keinen
signifikanten Zusammenhang zum Blutdruck. Weiterhin bestand kein signifikanter
Zusammenhang zwischen oxidativem Stress und BMI in unseren Daten.

Der einzige Hinweis auf oxidativen Stress bei PKU-Patienten waren die signifikant erh6hten

MDA-Werte in der Patientengruppe.
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Abbildung 8: a-d: Boxplot-Diagramme zur Darstellung der oxidativen Stressparameter der Patienten- und
der Kontrollgruppe. Abkiirzungen: MPO: Myeloperoxidase, 3NT: 3-Nitrotyrosin; MDA: Malondialdehyd,
*: p<0,05 (Mann-Whitney-U-Test)

Patientengruppe Kontrollgruppen Gruppenunterschied im
Mann-Whitney-U-test
Mittelwert (SD) Median (IQR) n Mittelwert (SD) Median (IQR) n (p-Wert)
IMPO (ng/ml) 685,7 (425,0) |684,0 (292,9-968,8)| 19 870,9 (566,8) |893,7 (340,6-1328,2)| 26 0,323
3NT (nmol/l) 1,7 (1,4) 1,8 (0,3-2,7) 22 1,8 (1,2) 1,7 (0,9-2,4) 28 0,506
MDA (ng/ml) | 397,9 (208,1) [326,7 (231,9-590,3)| 23 293,1 (242,2) | 233,9 (115,4-381,1) | 27 0,027
Telomerlinge 1,2 (0,2) 1,1 (1,1-1,2) 22 1,2 (0,3) 1,2 (1,1-1,3) 25 0,529

Tabelle 9: Oxidative Stressparameter der Patienten- und Kontrollgruppe. Abkiirzungen: MPO:
Myeloperoxidase, 3NT: 3-Nitrotyrosin, MDA: Malondialdehyd; SD: Standardabweichung, IQR:

Interquartilsabstand.

4.1.6 Phenylalanin-Blutkonzentration

Es wurden bei den Patienten die aktuellen Phenylalanin- sowie Tyrosin-Blutkonzentrationen am
Untersuchungstag gemessen. Weiterhin wurde anhand der Patientenakten die durchschnittliche

Phenylalanin-Blutkonzentration der vorausgegangenen 5 Jahre ermittelt (Tabelle 10).
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Mittelwert (SD) Median (IQR) n
Phenylalanin (mg/dl) 19,3 (6,3) 18,3 (14,1-24,6) 21
Tyrosin (mg/dl) 1,4 (0,6) 1,3 (0,9-2,0) 21
Phenylalanin 5J-Schnitt (mg/dl) 17,0 (4,3) 16,0 (14,3-20,6) 22

Tabelle 10: Serumkonzentrationen von Phenylalanin und Tyrosin, sowie der Phenylalanin 5-Jahres

Durchschnitt der Patientengruppe. Abkiirzungen SD: Standardabweichung, IQR: Interquartilsabstand.

4.1.7 Aminosiaure-Zufuhr

Die Zufuhr von Aminosduren wurde fiir die Patientengruppe ausgewertet. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 11 dargestellt. Es zeigte sich kein Zusammenhang zwischen der Aminosdurezufuhr und
dem Blutdruck bei den Patienten. Die Gesamtproteinzufuhr sowie die Zufuhr synthetischer
Aminoséduren der letzten flinf Jahre wurden pro Kilogramm Korpergewicht berechnet. Hier zeigt
sich eine negative Korrelation nach Spearman-Rho mit dem BMI (Gesamtproteinzufuhr: r= -
0,855, p=0,000; Zufuhr synthetischer Aminosduren: r= -0,705, p=0,002). Die Patienten schienen
also weniger Aminosduren pro Kilogramm Korpergewicht zu sich genommen zu haben, je hoher

thr BMI war.

Mittelwert (SD) | Median (IQR) n
[Aktuelle Gesamtproteinzufuhr (g/d) 72,8 (12,4) 70,0 (62,3-80,0) | 19
(Aktuelle Zufuhr synthetischer AS (g/d) 58,1 (14,2) 58,5 (49,5-63,0) | 19
Gesamtproteinzufuhr 57 (g/kg/d) 0,9 (0,2) 0,9 (0,7-1,1) 18
[Zufuhr synthetischer AS 5J (g/kg/d) 0,8 (0,2) 0,7 (0,6-0,9) 18
[Kumulative AS-Zufuhr 57J (kg) 98,1 (22,7) 96,4 (80,5-110,3) | 18

Tabelle 11: Proteinzufuhr und Zufuhr synthetischer Aminosauren der Patientengruppe. Abkiirzungen: AS:
Aminoséuren; 5J: 5-Jahres Durchschnitt, SD: Standardabweichung; IQR: Interquartilsabstand.

4.2 Zusammenhinge

4.2.1 GefaBlwerte und Inflammation/oxidativer Stress

Nachdem Gruppenunterschiede beziiglich der Gefalfunktion festgestellt wurden, sollten
anschlieBend Zusammenhinge zu moglichen Einflussfaktoren auf die Gefdf3funktion iiberpriift
werden. Ausgehend von der Idee, dass sowohl Inflammation als auch oxidativer Stress einen
Einfluss auf die Endothelfunktion und die GefaBsteifigkeit haben konnten, sollte dessen Einfluss
auf die Ergebnisse der PWV und der VVP gepriift werden.

Aufgrund der kleinen Stichprobe und der nicht normalverteilten Daten wurde die Korrelation nach
Spearman-Rho angewandt. Betrachtete man ausschlieflich die PKU-Gruppe lieB sich kein

signifikanter Zusammenhang zwischen den Ergebnissen der PWV und der VVP und den
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Inflammationsparametern herstellen. Eine signifikante Korrelation zu den oxidativen
Stressmarkern bestand nur zwischen dem 3-Nitrotyrosin und der PIVR (r=-0,516; p=0,024).

Da es sich bei Patientengruppe um eine kleine Stichprobe handelte, wurde als néchstes die
Gesamtkohorte auf die eben genannten Korrelationen gepriift, um tendenzielle Zusammenhénge
besser darstellen zu kdnnen. Tabelle 12 stellt die Zusammenhinge zwischen den Ergebnissen der
PWV, der VVP und den Inflammationsparametern sowie den oxidativen Stressparametern dar, bei
denen bereits Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt wurden. Die PIVR korrelierte
signifikant mit den SAA-Werten (r= -0,338*). Weiterhin lieB sich ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Pulswellengeschwindigkeit und dem CRP darstellen (r= 0,368).

Es zeigte sich somit wie vermutet ein Zusammenhang zwischen Inflammation und Geféaffunktion,
allerdings nur unter Einbeziehen beider Gruppen. Ein Zusammenhang zwischen GefaBfunktion

und oxidativem Stress konnte nicht nachgewiesen werden.

PWV PIFR PIVR
CRP r 0,368 -0,243 -0,225
p 0,014 0,126 0,146

n 44 41 43
SAA r 0,256 -0,297 -0,338
p 0,094 0,059 0,027

n 44 41 43
MPO r -0,027 -0,099 -0,227
p 0,867 0,554 0,165

n 41 38 39
3NT r -0,157 -0,226 -0,349
p 0,303 0,151 0,020

n 45 42 44
MDA r 0,066 0,054 0,043
p 0,666 0,730 0,778

n 45 43 45
Telomerldnge | r -0,181 0,030 0,046
p 0,235 0,856 0,773

n 45 39 41

Tabelle 12: Korrelationskoeffizienten nach Spearman-Rho zur Darstellung der Zusammenhénge zwischen
den GefaBmessungen und den Inflammations- und oxidativen Stressmarkern aller Probanden. Alle
signifikanten Zusammenhénge sind griin hinterlegt. Abkiirzungen: CRP: C-reaktives Protein, SAA: Serum
Amyloid A, MPO: Myeloperoxidase, 3NT: 3-Nitrotyrosin, MDA: Malondialdehyd, PWV:
Pulswellengeschwindigkeit, =~ PIFR:  Postischdmische  Flussreserve, @ PIVR:  Postischimische

Volumenreserve.

4.2.2 Lipoproteinstatus und Inflammation/oxidativer Stress bei Patienten mit

PKU

In den Abschnitten 4.1.3 bis 4.1.5 wurde gezeigt, dass Patienten mit PKU einen verdnderten
Lipoproteinstatus, erhohten oxidativen Stress sowie erhohte Inflammationswerte aufwiesen. Nun

sollte geklart werden, ob diese Auffélligkeiten miteinander im Zusammenhang stehen.
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In der Patientengruppe wurden erhohtes MDA sowie erniedrigtes HDL-C festgestellt (Abschnitte
4.1.4 und 4.1.5). Es sollte nun gepriift werden, ob diese Werte miteinander in Verbindung stehen.
In der Korrelationsanalyse nach Spearman-Rho wurde eine starke Korrelation zwischen MDA-
Werten und den HDL-Werten deutlich (Tabelle 13). Besonders stark war der Zusammenhang
zwischen MDA und HDL2C (r= -0,584**) bei der Patientengruppe (Abbildung 9, Tabelle 13).
Weiterhin sollte der Einfluss der Phenylalanin-Blutkonzentration zum Zeitpunkt der Untersuchung
auf eben diese Werte tliberpriift werden. Es zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen der
aktuellen Phenylalaninkonzentration und dem HDL2C/3C-Quotienten (r= -0,449; p=0,041) und
ein nicht signifikanter Zusammenhang zum HDL2C (r= -0,432; p=0,051). Ein Zusammenhang
zum MDA konnte nicht festgestellt werden. In der linearen Regressionsanalyse sollte der Einfluss
von MDA und der Phenylalaninkonzentration auf HDL2C {iberpriift werden (Tabelle 14). Es
wurde auf Ausreifler und einflussstarke Félle gepriift (studentisierte Residuen min: -2,000 max.:
1,502; maximale Cook-Distanz=0,230). Weiterhin wurde auf Normalverteilung,
Varianzhomogenitéit und Unabhéngigkeit der Residuen (Durbin-Watson-Test: 1,512) getestet. Es
bestanden lineare Beziehungen zwischen der abhingigen Variable und den unabhdngigen
Variablen, eine Multikollinearitit lag nicht vor. Aufgrund eines ausreichend hohen
BestimmtheitsmaBles (R?=0,508) konnte das Regressionsmodell interpretiert werden. MDA und
die Phenylalaninkonzentration hatten einen starken Einfluss auf die Werte des HDL2C (MDA: f=
-0,57**; Phenylalaninkonzentration: f= -0,50**; Tabelle 14).

Weiterhin zeigten sich in der Korrelationsanalyse nach Spearman-Rho bei PKU-Patienten
Zusammenhinge des Cholesterins mit dem CRP (r=0,484, p=0,022), dem SAA (r=0,512, p=0,014)
und negativ mit der Telomerldange (r=-0,463, p=0,030). AuBerdem korrelierten die MPO-Werte
signifikant mit dem LDL (r=0,489, p=0,034).
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SAA CRP MDA
(Cholesterin r 0,514 0,484 -0,284
p | 0014 0,022 0,190

n 22 22 23
LDL-C r 0.432 0,484 0,222
p | 0045 0,022 0,308

n 22 22 23
HDL-C r 0,365 0,274 -0,466
p | 0095 0,217 0,025

n 22 22 23
Apo Al r 0,491 0,293 -0,179
p | 0020 0,186 0,414

n 22 22 23
[Phospholipide | r 0,436 0,461 -0,347
p | 0042 0,031 0,105

n 22 22 23
HDL2C r 0,517 0,218 -0,58
p | 0014 0,330 0,004

n 22 22 23
HDL3C r 0,643 0,336 -0,44
p | 0001 0,126 0,036

n 22 22 23
HDL2C/3C- | r 0,443 0,151 0,621
Quotient p | 0039 0,503 0,002

n 22 22 23

Tabelle 13: Korrelationskoeffizienten nach Spearman-Rho (r) zur Darstellung der Zusammenhénge
zwischen Lipoprotein bzw. Lipiden, Inflammationsmarkern und oxidativem Stress in der Patientengruppe.

Signifikante Zusammenhénge sind griin hinterlegt.

800,00

600,00

MDA

400,00

200,00

Abbildung 9: Darstellung des MDA im Verhéltnis zum HDL2-C in der Patientengruppe n=23. r = -0,584,
p=0,003. Abkiirzungen: MDA: Malondialdehyd.
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Abhingige {Unabhiangige| Pearson Angepasstes ..
Variablgeg gariableng : Korrelation - 11;2 Koeflizienten
r p B (CI) SEB| B p
HDL2-C 0,507 K:53,62(39,12;68,13) | 6,91 0,000
MDA -0,554(0,005 -0,03 (-0,05;-0,01) 0,01 |{-0,5710,002
Phe -0,484/0,013 -0,92 (-1,53;-0,31) 0,29 |-0,501]0,005

Tabelle 14: Multiples Regressionsmodell zur Testung des Einflusses von MDA und der Phenylalanin-
Blutkonzentration (Phe) auf das HDL2-C bei Patienten mit PKU. Abkiirzungen: MDA: Malondialdehyd,
R?: Bestimmtheitsmal}, B: nicht standardisierter Regressionskoeftizient, CI: Konfidenzintervall, SE:

Standardfehler, S: standardisierter Regressionskoeffizient.

4.2.3 Nierenparameter der Patienten und Einflussfaktoren

Um die Rolle der Nierenfunktion und GefaBfunktion, sowie den Einfluss von Lipoproteinen und
Inflammation auf letztere zu testen, wurde eine Korrelationsanalyse nach Spearman-Rho
durchgefiihrt. Zur Einschédtzung der Nierenfunktion wurde eine GFR-Schitzung mit der CKD-
EPI-Formel (Median: 114,9 ml/min, Interquartilsabstand: 101-123 ml/min) sowie der
Albumin/Kreatinin-Quotient (ACR) im Urin (Median: 5,5, Interquartilsabstand: 4,0-15,8) mit in
die Auswertung einbezogen.

Es zeigte sich eine signifikante negative Korrelation zwischen der Pulswellengeschwindigkeit und
der geschitzten GFR (r= -0,540; p=0,011; Abbildung 10a). Weiterhin wies der Urin-
Albumin/Kreatinin-Quotient (ACR) eine signifikante Korrelation mit den Entziindungsparametern
CRP (r=0,542; p=0,045) und SAA (r=0,735; p=0,003; Abbildung 10b) sowie auch mit dem
HDL3C (1=0,801; p=0,001) auf. Ein Zusammenhang der Nierenparameter zur Phenylalanin-
Blutkonzentration, zu den oxidativen Stressparametern oder zur Aminosidureeinnahme konnte

nicht hergestellt werden.
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Abbildung 10: a: Darstellung der Pulswellengeschwindigkeit (PWV) im Verhéltnis zur geschétzten GFR
nach CKD-EPI (eGFR) bei Patienten (= -0,523, p=0,010, n=21). b: Darstellung des SAA im Verhéltnis
zum ACR bei Patienten (r=0,801, p=0,001, n=13). Abkiirzungen: SAA: Serum Amyloid A, ACR: Albumin-

Kreatinin-Quotient, r: Korrelationskoeffizient nach Spearman-Rho.

4.2.4 Phenylalanin-Blutkonzentration und Zusammenhinge

Die Phenylalanin-Blutkonzentration sollte auf mogliche Zusammenhange zur Gefa3funktion und
zu anderen etablierten Risikoparametern getestet werden. Es zeigten sich allerdings keine
Zusammenhidnge mit der GefdBfunktion, den Inflammationsmarkern, den oxidativen
Stressparametern oder den Nierenwerten. Es zeigten sich dagegen signifikante Korrelationen der
aktuellen Phenylalanin-Blutkonzentration und der durchschnittlichen 5-Jahres-Phenylalanin-
Blutkonzentration mit dem BMI (1=0,632**; r=0,651*%*), den Triglyceriden (r=0,560%%*;
r=0,506*), dem LDL-C/HDL-C-Quotient (r=0,524%*; r=0,542**) und der von éarztlicher Seite
der Patienten (r=0,537*; 1=0,699**; Tabelle 15). Die

Phenylalaninfluktuation der letzten 5 Jahre korrelierte mit dem BMI (r= 0,472*) und der Non-

notierten Non-Compliance

Compliance der Patienten (r=0,700%*).
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Phenylalanin | Phenylalanin Phe-
aktuell 5J-Schnitt Fluktuation

BMI r 0,632 0,651 0,472
p 0,004 0,002 0,035

n 19 20 20

Triglyceride r 0,56 0,506 0,372
p 0,008 0,016 0,089

n 21 22 22

LDLC/HDLC- | 0,524 0,542 0,145
(T p| o015 0,009 0,519
n 21 22 22
EP kcal/d/kg r 0,678 -0,664 -0,755
p 0,045 0,026 0,007

n 9 11 11

Non- r 0,537 0,699 0,700
(Compliance | | NaGi555 0,001 0,001
n 18 19 19

Tabelle 15: Korrelationskoeffizienten nach Speraman-Rho (1) zur Darstellung der Zusammenhénge der
Phenylalanin-Blutkonzentrationen mit Lipprotein- und Lipidwerten, Eméahrungsprotokoll und Compliance

der Patienten mit PKU. Abkiirzungen: Phe: Phenylalanin, EP: Ernéhrungsprotokoll.

4.2.5 Aminosiaurezufuhr und Einflussfaktoren

Mittels der Korrelation nach Spearman-Rho sollte der Zusammenhang zwischen der
Aminosdurezufuhr und den Nierenwerten,

Stressparametern hergestellt werden. Es lieB sich hier kein signifikanter Zusammenhang

darstellen.

den GefdBBparametern und den oxidativen
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse

In dieser klinischen Studie wurde eine umfassende Untersuchung des kardiovaskuldren Risikos
bei Patienten mit Phenylketonurie mittels nicht-invasiver Gefaf3diagnostik und Analysen von
Inflammation, oxidativem Stress und Lipoproteinstatus durchgefiihrt. Hierfiir wurden 23 Patienten
mit Phenylketonurie zwischen 18 und 47 Jahren und eine gesunde gleichaltrige Kontrollgruppe
(n=28) untersucht. Erhohte Blutdruck-, Pulsfrequenz- und BMI-Werte, eine erhohte
Gefalisteifigkeit sowie verringerte Endothelfunktion, erhohte Inflammationsmarker und eine
Dyslipiddmie lieen auf ein erhohtes kardiovaskuldres Risiko bei Patienten mit PKU schliefen.
Hierbei handelte es sich um eine Pilotstudie, dessen Ergebnisse in grofer angelegten Studien

weiter untersucht werden sollten.

5.2 Studiendesign und Methodik

Am Untersuchungstag wurden bei allen Studienteilnehmern korperliche Untersuchung,
GefédfBuntersuchungen und Blutentnahme einmalig durchgefiihrt. Aulerdem wurden retrospektiv
Daten iiber die Aminosdurezufuhr und Phenylalanin-Blutkonzentrationen der vorausgehenden
Jahre erfasst. Als Querschnittsstudie (cross-sectional-study) sind die vorliegenden Ergebnisse
zwar einer prospektiven Untersuchung im Hinblick auf einen Kausalititsnachweis unterlegen,
dennoch konnten wir signifikante Unterschiede der Patienten gegeniiber einer Kontrollgruppe
ermitteln und Krankheitszusammenhénge tiber den Weg von assoziierten Variablen abschdtzen .
Die Auswahl der Patientenkohorte ist von groBBer Relevanz, da durch Stichprobenverzerrung dritte
EinflussgrofBen die Ergebnisse beeinflussen konnen. Um diese Verzerrung so gering wie moglich
zu halten bieten randomisierte kontrollierte Studien als Interventionsstudien die hochste Evidenz.
Allerdings kann dieses Studiendesign bei seltenen Erkrankungen insofern problematisch sein, dass
nicht ausreichend viele Probanden in die Studie eingeschlossen werden kdnnen, um vorhandene
Effekte sicher aufzudecken 8. Da unsere Studie als Pilot- und Querschnittsstudie konzipiert wurde,
haben wir alle tiber einen definierten Zeitraum betreuten Patienten, die den Einschlusskriterien
entsprachen, primédr beriicksichtigt, beziechungsweise versucht, in die Studie einzuschlieBen.
Aufgrund der zu erwartenden Heterogenitét dieser Patientenkohorte wurde bei der Kontrollgruppe
lediglich eine &hnliche Altersverteilung angestrebt und es wurde bis auf die Einschlusskriterien
nicht fiir weitere Einflussgroen kontrolliert. Somit zeigten die Gruppen eine vergleichbare
Altersverteilung, unterschieden sich jedoch signifikant im BMI und Blutdruck. Die

Patientengruppe wies einen hdheren durchschnittlichen BMI auf, der sich mit 27,6 (+5,4) kg/ m?
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im praadipdsen Bereich befand, wihrend der BMI der Kontrollgruppe mit 23,4 (£6,4) kg/m? im
Normalbereich lag *°. Trotz des durchschnittlich erhdhten BMI wies keiner der Patienten ein

f 100 Weiterhin zeigte die Patientengruppe

metabolisches Syndrom nach Kriterien der WHO au
einen signifikant hoheren Blutdruck und eine hohere Pulsfrequenz in Ruhe als die Kontrollgruppe,
wobei sich die Durchschnittswerte beider Gruppen gemél der Leitlinien im normalen Bereich
befanden °*. Da der BMI und der Blutdruck direkt Auswirkungen auf die GefaBfunktion haben
konnen 21%! wurden in dieser Studie Regressionsanalysen zur statistischen Auswertung benutzt,
um die Ergebnisse der Messungen trotz unterschiedlicher EinflussgroBen interpretieren zu konnen.
Aufgrund der kleinen Fallzahl in dieser Studie und den unterschiedlichen Einflussgréfen, sollten
die Ergebnisse dieser Studie dennoch mit Vorsicht betrachtet werden. In Anbetracht der geringen
Inzidenz der PKU hat diese Studie allerdings mit einer Patientenzahl von n=23 eine tibliche Grof3e
verglichen zu anderen klinischen Studien mit PKU-Patienten '2. Dennoch sollte diese Studie als
Pilotstudie gesehen werden, deren Ergebnisse in grofleren Studien verifiziert werden sollten.

Eine Stirke dieser Studie ist, dass alle klinischen Untersuchungen von demselben Untersucher

durchgefiihrt wurden und somit eine untersucherabhingige Variabilitit weitgehend wegfillt.

5.3 Diskussion der Ergebnisse

5.3.1 Gefiflfunktion und Blutdruck

Eine erhohte Gefdfsteifigkeit und eine verminderte Endothelfunktion stellen Risikofaktoren fiir
kardiovaskuldre Erkrankungen dar 237

Die Patienten mit PKU wiesen in dieser Studie eine erhdhte systemische GefdBsteifigkeit im
Vergleich zur Kontrollgruppe auf. Weiterhin konnten wir einen signifikanten Zusammenhang
zwischen dem Alter und der GefaB3steifigkeit beobachten, der aus anderen Studien bereits bekannt
ist und als physiologisch angesehen wird . Deswegen fiihrten wir ein multiples
Regressionsmodell durch, wobei sich ein signifikanter Einfluss der Gruppenzugehorigkeit auch
unabhingig vom Alter auf die Pulswellengeschwindigkeit =zeigte. Ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Pulswellengeschwindigkeit und dem BMI, der ebenfalls ein
Risikofaktor fiir Atherosklerose darstellt 1°!, bestand nicht.

Die einzige uns bekannte klinische Gefdfuntersuchung bei PKU-Patienten wurde mittels Messung
der Intima-Media-Dicke und des Beta-stiffness-Index (als Mal3 der lokalen GeféBsteifigkeit)

102 Eine

durchgefiihrt und zeigte keine signifikanten Unterschiede zur Kontrollgruppe
Untersuchung der systemischen GefaB3steifigkeit mittels PWV wurde bei Patienten mit PKU bisher

nicht durchgefiihrt.
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Allerdings stellt die Messung der PWV mit dem Vicorder, wie in dieser Studie durchgefiihrt, eine
anerkannte Methode zur Bestimmung der arteriellen GefdBsteifigkeit dar, die mit der als
Goldstandard bezeichneten Methode der Applanations-Tonometrie vergleichbar ist 362 und auch
in Studien an groBeren Populationen verwendet wurde . Somit kann davon ausgegangen werden,

dass Patienten mit PKU eine erhdhte GeféaB3steifigkeit haben.

Die Endothelfunktion gilt als wichtiger Parameter zur Einschitzung des kardiovaskulédren
Risikos?!. In dieser Studie zeigte sich eine schlechtere Endothelfunktion bei den Patienten mit
PKU im Vergleich zur Kontrollgruppe. Sowohl die postischdmische Flussreserve (PIFR) als auch
die postischdmische Volumenreserve (PIVR) waren bei den Patienten signifikant niedriger als in
der Kontrollgruppe. Diese geringere postischdmische dilatative Kapazitit ist gleichbedeutend mit
einer endothelialen Dysfunktion bei der Patientengruppe mit PKU.

Es konnte somit in der Patientengruppe sowohl eine erhohte GefaBsteifigkeit als auch eine
endotheliale Dysfunktion nachgewiesen werden. Das Ergebnis spricht fiir ein erhohtes

kardiovaskuléres Risiko in der Patientengruppe mit PKU.

Jedoch zeigte sich im multiplen Regressionsmodell, dass der Unterschied in der Endothelfunktion
zwischen den Gruppen signifikant vom erhdhten BMI und Blutdruck abhédngig ist, welche

etablierte Risikogrofen darstellen 29194,

Ein erhohter BMI wurde bei Patienten mit PKU bereits in anderen Studien nachgewiesen '%°.
Weiterhin gilt der BMI selbst als Risikofaktor fiir Atherosklerose und steht mit kardiovaskulédren
Erkrankungen in Verbindung '°!. In Anbetracht der Hypothese, dass der erhohte BMI ein Teil der
Erkrankung ist, konnte dieser als PKU-assoziierter Risikofaktor interpretiert werden und
zusitzlich zum kardiovaskuldren Risiko bei diesen Patienten beitragen.

Ebenso wurden bereits erhohte Blutdruckwerte bei Kindern und Erwachsenen mit PKU
beschrieben 8319, In der Studie von Hennermann et al. wiesen 22,7% der Patienten eine arterielle
Hypertonie auf, in dieser Studie lediglich 14% %°. Das konnte durch die sensitivere Methode der
24-Stunden-Blutdruckmessung in der Studie von Hennermann et al. erklért werden, wéihrend in
dieser Studie lediglich der Durchschnitt aus zwei Einzelblutdruckmessungen einbezogen wurde.
Ein hoher Blutdruck kann zu einer Endothelschidigung beitragen und dadurch ebenfalls die
GefdBfunktion beeinflussen 2°. Die PKU-Patienten wiesen in dieser Studie signifikant hohere
systolische und diastolische Blutdruckwerte auf als die Kontrollgruppe, wobei sich aber die
durchschnittlichen Blutdruckwerte im Normbereich befanden, wie es auch bei anderen Studien der

Fall war 3519  Allerdings wurde bereits gezeigt, dass der Zusammenhang zwischen hdheren

Blutdruckwerten und verdnderten GefaBBparametern auch fiir Blutdruckwerte im Normbereich
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gilt!””. Somit konnte auch der hohere Blutdruck als PKU-assoziierter Risikofaktor angesehen
werden und die schlechtere Endothelfunktion bei PKU-Patienten mit erkléren.

Weiterhin konnte erstmals bei erwachsenen Patienten mit PKU ein signifikant hoherer Ruhepuls
nachgewiesen werden. Eine erhohte Herzfrequenz in Ruhe (Resting heart rate) gilt als Risikofaktor

108 Dieser Befund bedarf weiterer Bestatigung durch groBere

fiir kardiovaskuldre Erkrankungen
Studien. Eine detailliertere Untersuchung der Herzfrequenz und deren Variabilitit wurde bei PKU-
Patienten bisher nicht durchgefiihrt, konnte aber eventuell weiteren Aufschluss iiber das

kardiovaskulire Risiko dieser Patienten bringen '0%11°,

5.3.2 Inflammation bei Patienten mit PKU

CRP und SAA konnen als Marker der Inflammation zur Beurteilung des kardiovaskuldren Risikos
herangezogen werden #4°,

Wir fanden signifikant erhohte SAA- und CRP-Werte in der Patientengruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Demgegentiber wurden in einer vorherigen Studie keine erhohten CRP-Werte bei
PKU Patienten festgestellt !!'!. Die Patientenkohorten unterscheiden sich jedoch in vielen
kritischen Aspekten. Die Patienten in der Studie von Rocha et al. waren deutlich jiinger und 70%
der Patienten hatten nur eine Hyperphenylalanindmie oder eine milde PKU !!!. Die in unserer
Studie eingeschlossenen Patienten waren dagegen groftenteils von einer klassischen PKU
betroffen. Die milde Form der PKU bedarf einer weniger strengen Didt und geht mit geringeren
Phe-Werten im Blut einher, welches die niedrigen Inflammationswerte erkldren konnte. Auerdem
vermuten wir, dass eine erhohte Inflammation als Langzeitkomplikation der PKU entsteht und
somit in jungen Jahren eventuell nicht nachzuweisen ist. = Die Bedeutung weiterer
Inflammationsmarker wie IL6, IL8 und IL1B ist bei PKU Patienten noch nicht eindeutig
geklart>*>3,

CRP und SAA sind ebenso wie die eingeschrinkte GefaBfunktion kardiovaskulére
Risikofaktoren?0-214849  Es wurde bereits gezeigt, dass erhohte SAA-Werte eine endotheliale
Dysfunktion hervorrufen kénnen 2. Wir konnten in unseren Daten eine Korrelation zwischen
SAA und der endothelialen Funktion sowie zwischen CRP und der PWV beobachten. Jedoch
konnten wir aufgrund nicht normalverteilter Werte keine Regresssionsanalyse durchfiihren, sodass
eine Abhéngigkeit dieser Korrelation von dem Einfluss der Gruppenzugehorigkeit und anderer
Einflussgrofen nicht sicher auszuschlie3en ist.

Patienten mit PKU weisen also erhohte Inflammationsmarker auf, die womdglich iiber eine
endothelschidigende Wirkung das kardiovaskuldre Risiko dieser Patienten erhohen. Zukiinftige

Untersuchungen miissen zeigen, ob SAA als frither Marker einer endothelialen Dysfunktion in
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Frage kommt und somit zur friihzeitigen Diagnose einer entstehenden Atherosklerose

herangezogen werden konnte.

5.3.3 Oxidativer Stress

Zur Analyse wurden in dieser Studie MPO, 3NT, MDA und als indirekter Marker des oxidativen
Stresses die Telomerlidnge bestimmt.

Es fanden sich signifikant hohere MDA-Werte bei PKU-Patienten, wihrend die anderen Parameter
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen aufwiesen. Erhdhte MDA-Werte wurden
bei PKU-Patienten bereits in einer Studie mit Kindern sowie auch im Tiermodell festgestellt 7677,
In einer Studie waren die MDA-Werte nach einigen Monaten Substitution von Selen, einem
Bestandteil der antioxidativ wirkenden Glutathionperoxidase, nicht mehr signifikant erhoht 77.
Wihrend Selenmangel bei PKU-Patienten vermehrt vorkommt '3, zeigten in dieser Studie alle
Patienten Selenkonzentrationen im unteren Normbereich, die nicht mit den MDA-Werten
korrelierten.

Sowohl MPO als auch 3NT sind mit dem Vorkommen kardiovaskuldrer Erkrankungen
assoziiert®-’8, Beide oxidativen Stressmarker wurden bei PKU bisher noch nicht untersucht und
waren in dieser Studie nicht erhdht.

Die Telomerverkiirzung ist ein Indikator der Zellalterung und wird ebenfalls als Marker zur
Exposition von oxidativem Stress diskutiert 3182, Wir fanden einen nicht signifikanten Trend zu
kiirzeren Telomeren bei den PKU Patienten. Diese zeigten bei der kleinen Stichprobe keine
signifikante Korrelation mit dem Alter oder mit den Gefédparametern.

Somit lassen in dieser Studie nur die erhohten MDA-Werte auf einen erhohten oxidativen Stress

bei PKU Patienten schlieBen.

5.3.4 Lipoproteinstatus

Ein verdnderter Lipoproteinstatus kann Hinweise auf ein erh6htes kardiovaskuléres Risiko geben
(Siehe Absatz 1.2.5). In unserer Studie fanden wir bei den Patienten mit PKU signifikant erh6hte
Cholesterinwerte, einen erhohten LDL-C/HDL-C-Quotient und erhohte Nicht-HDL-
Cholesterinwerte. Die HDL-C-Werte, insbesondere HDL2C, waren signifikant niedriger in der
Patientengruppe. Diese Ergebnisse zeigten sich unabhingig vom BMI der Patienten und mit
Ausnahme des HDL-C auch unabhingig vom Geschlecht. Das Lipoprotein- und Lipidprofil der
Patienten mit erhohtem Cholesterin, LDL-C/HDL-C-Quotient, Nicht-HDL-Cholesterin und
niedrigem HDL-C spricht fiir ein erhohtes Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen 37114,

Der Lipoproteinstatus bei PKU-Patienten wurde in vielen Studien untersucht. Die in unserer Studie

signifikant erniedrigten HDL-C-Werte bestétigten die Befunde aus vorherigen Studien 21366, In
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Zusammenschau dieser Studien scheint der Unterschied der HDL-Werte zwischen Patienten und
Kontrollen bei élteren Patienten ausgepragter als bei Kindern.

In weiteren Studien wurde bei Patienten mit PKU eine verminderte Aktivitit der LCAT
festgestellt!!>. Mutationen im LCAT-Gen gehen neben verminderten HDL-Werten auch mit einer
erhohten GefdBsteifigkeit einher !'°. Somit stellt sich die Frage, ob die geringen HDL-Werte sowie
die erhohte GeféBsteifigkeit der PKU-Patienten in dieser Studie ebenfalls mit einer verminderte
LCAT-Funktion im Zusammenhang stehen konnten.

Zur weiteren Abkldrung der niedrigen HDL-C-Werte bei PKU-Patienten bestimmten wir die
HDL-Subpopulationen. Die HDL2C-Werte sowie der HDL2C/3C-Quotient zeigten sich bei den
Patienten mit PKU signifikant erniedrigt, wahrend die HDL3C-Werte sich kaum zwischen den
Gruppen unterschieden. Die niedrigen HDL2C-Werte gaben Hinweise auf ein erhdhtes
kardiovaskulires Risiko bei den Patienten mit PKU %4, Die HDL-Subpopulationen wurden bei
PKU-Patienten bisher noch nicht untersucht. Neben erniedrigten HDL2C-Werten konnten wir in
dieser Studie anhand einer Regressionsanalyse weiterhin zeigen, dass die Phenylalanin-
Blutkonzentrationen sowie die MDA-Werte der Patienten die HDL2C-Konzentrationen
beeinflussen konnten. Dies ldsst vermuten, dass hohe Phenylalaninwerte durch einen noch
unbekannten Mechanismus zu erniedrigten HDL2C-Werten fiihren und somit das

kardiovaskuldren Risiko von PKU-Patienten erhohen konnten.

Neben der Beurteilung der HDL-Konzentration und der HDL-Subklassen, spielt auch die
Beurteilung der HDL-Funktionalitét eine wichtige Rolle in der Abschétzung des kardiovaskulédren
Risikos ''7. Im Rahmen verschiedener Erkrankungen wie Niereninsuffizienz oder koronarer
Herzkrankheit sowie im Rahmen von erhdhtem oxidativen Stress kann HDL dysfunktional oder
proinflammatorisch werden und damit seine gefdBprotektiven Eigenschaften verlieren 3313, Es
konnte gezeigt werden, dass eine verstirkte Anreicherung von SAA in HDL-Partikeln dessen
gefaBprotektive Funktionen vermindert >3, Die starke Korrelation zwischen SAA und den HDL-
Subklassen in dieser Studie geben einen Hinweis darauf, dass das HDL bei PKU-Patienten
ebenfalls dysfunktional sein konnte.

Neben der Féahigkeit die HDL-Funktion zu beeintrdchtigen, scheint erhdhtes SAA ebenfalls fiir
eine verminderte Entstehung neuer HDL-Partikel mitverantwortlich zu sein !'°. Somit sollte auch
das erhohte SAA als Ursache fiir die verminderte HDL-Konzentration bei Patienten mit PKU mit
in Betracht gezogen werden.

HDL kann ebenfalls nach Oxidation durch MDA dysfunktional werden 7°. In der vorliegenden
Studie korrelierte MDA stark negativ mit den HDL-C und HDL2C-Werten bei Patienten mit PKU,
wobei HDL-C und HDL2C bei den PKU-Patienten signifikant erniedrigt waren und MDA
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signifikant erhoht. In der Regressionsanalyse zeigte sich weiterhin, dass die HDL2C-Werte zu
iiber 50% durch die Blutkonzentrationen von MDA und Phenylalanin erklédrt werden kénnen, mit
denen es negativ korreliert. Hierbei stellt sich die Frage, ob MDA neben einer

Funktionseinschrankung des HDL auch dessen Konzentration beeinflussen konnte.

Die Patienten mit PKU wiesen in dieser Studie ein proatherogenes Lipoproteinprofil, insbesondere
erniedrigte HDL-C- und HDL2C-Werte, auf, die durch oxidativen Stress und hohe Phenylalanin-
Blutkonzentrationen beeinflusst wurden. Weiterhin ist eine HDL-Dysfunktion bei den Patienten
zu erwarten, moglicherweise bedingt durch vermehrte Inflammation. Beide Aspekte sprechen fiir
ein erhohtes kardiovaskuléres Risiko bei Patienten mit PKU, wobei deren Wirkungsmechanismen

in weiteren Studien untersucht werden sollten.

5.3.5 Nierenfunktionsparameter

Die Patienten mit Phenylketonurie wiesen in dieser Studie allesamt eine intakte Nierenfunktion
mit normalen GFR-Werten nach der CKD-EPI-Formel (eGFR) und (bis auf eine Ausnahme)
keinen erhohten Albumin/Kreatinin-Quotienten (ACR) im Urin auf.

Die eGFR-Werte korrelierten negativ mit dem Alter und der PWYV, was bereits in der Literatur
beschrieben wurde '2°. Weiterhin korrelierten die Inflammationsmarker CRP und SAA signifikant
mit dem ACR. Dieser Zusammenhang konnte bei Niereninsuffizienten sowie auch bei Patienten
ohne Nierenfunktionsstorung bereits nachgewiesen werden 121122, CRP- und SAA-Werte konnen
bei Nierenfunktionsstorungen erhoht sein und werden als Risikofaktor hierfiir gewertet. In
Verbindung mit den signifikant erhohten CRP- und SAA-Werten in der Patientengruppe (Absatz
4.1.3) konnte das auf ein erhohtes Risiko oder auf eine latente Nierenfunktionsstérung bei PKU-
Patienten hinweisen '2>124, Hennermann et al. wiesen bereits in einer groferen Studie an Patienten
mit PKU eine erh6hte Privalenz von Nierenfunktionsstdrungen nach, was wir in unserer Studie
nicht bestitigen konnten #. Allerdings wurde die GFR-Messung bei Hennermann et al. mittels
Radio-Isotop-Messung durchgefiihrt, die unserer GFR-Schitzung auf Basis des Kreatinin-Wertes
liberlegen ist '%°.

Weiterhin spricht die negative Korrelation zwischen der eGFR und der PWYV in dieser Studie fiir
einen Zusammenhang zwischen Nierenfunktion und Geféf3funktion, auch bei GFR-Werten
innerhalb des Normbereiches. Die GFR beschreibt die Nierenfunktion, wéihrend die
Pulswellengeschwindigkeit ein Risikofaktor fiir kardiovaskuldre Ereignisse darstellt 37. Diese
Korrelation ldsst vermuten, dass der bekannte Zusammenhang zwischen Nierenfunktionsstérung

und erhdhtem kardiovaskuldrem Risiko, der bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz gut
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dokumentiert ist 126 und auch fiir den gesamten Bereich der GFR gilt 1?7, auch bei PKU-Patienten
besteht. Ob nun auch bei PKU-Patienten erhdhte Inflammationswerte zu einer Gefd3schdadigung
fihren und somit sowohl die Nieren- als auch die GefaB3funktion beeinflussen konnen, wie
Stuveling et al. vermuteten, lésst sich in dieser Studie aufgrund des Studiendesigns und der kleinen
Fallzahl nicht endgiiltig klaren 23,

Weiterhin steht auch ein verdnderter Lipoproteinstatus mit einer eingeschrinkten Nierenfunktion
im Zusammenhang '2%. Tolonen et al. zeigten, dass hohe HDL3C-Werte ein Pradiktor zur
Entwicklung einer Mikroalbuminurie sind, unabhdngig von der Urin-Albumin-Exkretion !%°.
Diese Studie bestdtigt unsere Ergebnisse, in denen HDL3C bei Patienten mit PKU stark mit dem
ACR korrelierte.

Das Vorkommen von Nierenfunktionsstorungen bei Patienten mit PKU und dessen

Zusammenhang zum kardiovaskuldren Risiko sollte in weiteren groBer angelegten Studien und

mittels sensitiverer GFR-Messung weiter untersucht werden.

5.3.6 Diit und Einnahme synthetischer Aminosiuren

In dieser Studie wurde die Einnahme von synthetischen Aminosduren der Patienten untersucht,
um deren Auswirkungen auf das kardiovaskuldre System sowie auf die Nierenfunktion zu
analysieren. Es wurde bereits in fritheren Studien gezeigt, dass die Einnahme von synthetischen
Aminosduremischungen zu einer hohen Blutkonzentration von Aminosduren fiihrte, die ihrerseits

eine nephrotoxische Wirkung zeigten 30131

. Allerdings fanden wir in dieser Studie keinen
Zusammenhang der Einnahme synthetischer Aminoséuregemische mit den Parametern der
GefaBfunktion, Nierenfunktion oder des oxidativen Stresses. In der Studie von Hennermann et al.
wurde gezeigt, dass bei Patienten mit PKU eine verminderte GFR mit einer erhohten Zufuhr
synthetischer Aminosduren assoziiert war 8. Eine Erkldrung fiir die unterschiedlichen Ergebnisse

konnte die genauere Methode zur GFR-Bestimmung sein.

5.3.7 Phenylalanin-Blutkonzentration

Die in dieser Studie eingeschlossenen PKU-Patienten wiesen im Durchschnitt Phenylalanin-
Blutkonzentrationen (Phe-Konzentration) von 19,3 mg/dl auf. Die aktuelle Phe-Konzentration
korrelierte eng mit dem Durchschnittswert der Phenylalanin-Konzentration der letzten 5 Jahre (5-
Jahres-Phe). Auffillig war, dass die Phe-Konzentration, der 5-Jahres-Phe und die Phe-
Fluktuationen mit dem BMI und der Non-Compliance der Patienten korrelierten. Ein hoher BMI
geht mit erhohtem kardiovaskuldren Risiko einher. Hohe Phe-Konzentrationen sowie starke Phe-
Fluktuationen bei PKU-Patienten fithren zu einer eingeschrinkten kognitiven und exekutiven

Leistungsfahigkeit, die  durch  Planungs- und  Organisationsschwierigkeiten  ein
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gesundheitsbewusstes Verhalten weiterhin erschweren konnten 32134, Hohe Phe-Konzentrationen
und ein hoher 5Jahres-Phe korrelieren auch signifikant mit erhohten Triglycerid-Konzentrationen
und einem erhoéhten LDL-C/HDL-C-Quotient, die ihrerseits mit einem erhohten Vorkommen
kardiovaskuldrer Ereignisse vergesellschaftet sind °’. Somit stellen gerade PKU-Patienten mit
geringer Compliance, hohen Phe-Konzentrationen und hohem BMI eine besondere Risikogruppe
fiir kardiovaskuldre Erkrankungen dar und sollten somit schon friih {iber ein erhohtes Risiko

aufgekldrt werden und praventive Diagnostik erhalten.

5.4 Schlussfolgerung

In dieser Studie konnte bei der Patientengruppe mit PKU ein erhdhtes kardiovaskulédres Risiko
nachgewiesen werden. Dieses zeigte sich durch eine erhohte Geféalsteifigkeit, eine endotheliale
Dysfunktion und eine Dyslipiddmie. Als mdgliche Faktoren konnte ein erhohter Blutdruck,
erhohte Inflammation und vermehrter oxidativer Stress identifiziert werden. Ein Einfluss der
synthetischen Aminosdurezufuhr auf die Gefa3- und Nierenfunktion konnte nicht gezeigt werden.
Umfangreichere Studien sind ndtig, um den genauen Zusammenhang dieser Pathomechanismen
genauer zu kldren. Wéihrend Messungen von Pulswellengeschwindigkeit und endothelialer
Funktion zur Zeit noch klinischen Studien vorbehalten sind, zeigt unsere Studie, dass durch die
Untersuchung des Blutdruckes sowie relevanter Biomarker fiir Inflammation und
Lipoproteinstatus das kardiovaskuldre Risiko bei individuellen PKU-Patienten wahrscheinlich
besser eingeschitzt werden kann. Eine derartige Diagnostik wiirde die Moglichkeit bieten,
frithzeitig Strategien fiir praventive MaBBnahmen zu entwickeln, um die Lebenserwartung der

betroffenen Patienten zu verbessern.
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