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1.1 Zusammenfassung

Die L-Dopa responsive Dystonie (DRD) manifestiert sich typischerweise im frithen
Kindesalter als Dystonie im Bereich der unteren Extremitdt mit einer Verschlechterung der
Symptomatik gegen Abend. Im Gegensatz zu anderen Formen der Dystonie zeigen DRD-
Patienten nach Gabe der Vorldufersubstanz L-Dopa eine hervorragende und anhaltende
Besserung der Symptomatik. In der klinischen Présentation von DRD bestehen jedoch einige
Gemeinsamkeiten mit anderen Formen der Dystonie, wodurch eine korrekte Diagnosestellung
hiufig erschwert ist. Es ist bekannt, dass DRD beispielsweise eine generalisierte idiopathische
Torsionsdystonie (G-ITD) mit Beginn im Kindesalter sowie eine fokale idiopathische

Torsionsdystonie (F-ITD) mit Beginn im Erwachsenenalter imitieren kann.

Es besteht daher die Notwendigkeit eines diagnosischen Tests, der es ermdglicht, DRD-
Patienten sicher zu identifizieren und diese zuverldssig von anderen Formen der Dystonie, wie
z.B. der primér fokalen Dystonie und G-ITD, zu unterscheiden. Die Bedeutung des Tests ldge
darin, dass zukiinftig eine frithzeitige Therapie bei DRD-Patienten auf der einen Seite sowie
eine unnotige Behandlung andere Dystonie-Formen mit L-Dopa auf der anderen Seite

vermieden werden konnte.

Ein geeigneter Test fiir die Routinediagnostik koénnte der Phenylalanin-Belastungstest
darstellen. Um die Relevanz dieses diagnostischen Tests in der Differentialdiagnose
verschiedener Dystonie-Formen zu untersuchen, wurden jeweils 10 Patienten mit F-ITD, G-
ITD und DRD mit der Aminosédure Phenylalanin belastet. Es wurden Blutentnahmen vor
Belastung sowie 1, 2 und 4 Stunden nach Belastung durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die

Ratio Phenylalanin/Tyrosin (Phe/Tyr) bei den verschiedenen Patienten gemessen.

Es konnten Unterschiede dieses Parameters bei DRD-Patienten im Vergleich zu Patienten mit
F-ITD und G-ITD insbesondere 4 Stunden nach Belastung festgestellt werden. Die Ratio
Phe/Tyr lag zu diesem Zeitpunkt bei DRD-Patienten um ein Vielfaches hoher als bei den
anderen Formen der Dystonie. Die Ergebnisse machen deutlich, dass der Phenylalanin-
Belastungstest einen potentiellen Nutzen in der Differentialdiagnose der verschiedenen
Dystonie-Formen hat. Dabei scheint eine einmalige Blutentnahme 4 Stunden nach Belastung

auszureichen, um eine Aussage iiber die Form der Dystonie machen zu kénnen.
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2. Einleitung

2.1. Definition und Einteilung der Dystonien

Als Dystonie wird ein Syndrom unwillkiirlich anhaltender Muskelkontraktionen bezeichnet,
das zu verzerrenden und repetitiven Bewegungen oder abnormalen Haltungen fiihrt (Fahn et

al., 1987).

Der Begriff Dystonie geht auf Oppenheim zuriick (Oppenheim 1911), der 1911 diese
Bewegungsstorung als Dystonia musculorum deformans (Synonym idiopathische

Torsionsdystonie) bezeichnete, um es von anderen Bewegungsstorungen abzugrenzen.

Dystonien konnen auf verschiedene Weise eingeteilt werden. Eine Moglichkeit besteht darin,
sie anhand der betroffenen Korperregion zu klassifizieren (Fahn et al., 1988). Dies ist klinisch
sehr niitzlich, da der Beginn einer Dystonie in den Extremititen, insbesondere in den Beinen,
hiufiger auf andere Korperteile tibergeht. Dies wiederum ist ein wichtiges Kriterium fiir die
Behandlung und Prognose der Dystonie, da generalisierte Dystonien normalerweise zu
ausgepriagteren Behinderungen flihren. SchlieBlich unterscheiden sich generalisierte

Dystonien auch unter genetischen Gesichtspunkten von rein fokalen Dystonien.

Dystonien kdnnen auch nach dem Beginn des Erkrankungsalters klassifiziert werden. Dies ist
fir die Prognose der jeweiligen Form wichtig, da Dystonien mit einem frithen
Erkrankungsbeginn eher einen generalisierten und einen schwereren Verlauf nehmen. Dies
bedeutet, dass Dystonien, die in der Kindheit beginnen, eher dazu neigen zu generalisieren,
wohingegen Dystonien mit Beginn im Erwachsenenalter meistens fokal beginnen und auf eine

Korperregion begrenzt bleiben (Fahn et al., 1986; Greene et al., 1995; Marsden et al., 1976).

Ferner konnen Dystonien nach ihrer Atiologie eingeteilt werden. Die primire
Torsionsdystonie bzw. idiopathische Torsionsdystonie (ITD) ist dadurch charakterisiert, dass
sie eine Dystonie als einziges Symptom zeigt. Wihrend Patienten mit G-ITD hiufig eine
positive Familienanamnese zeigen, haben die meisten Patienten mit F-ITD eine negative
Familienanamnese. Dennoch wurden Familien mit mehreren betroffenen Patienten

beobachtet. Der Begriff ,,Dystonie-plus® beschreibt eine Unterform, bei der die Dystonie ein



Teil der Erkrankung darstellt. In der Regel liegt noch ein Myoklonus oder ein akinetisch-
rigides Syndrom vor. Heredodegenerative Dystonien sind solche, bei denen die Dystonie Teil

eines neurodegenerativen Syndroms mit einem oft bekannten Vererbungsmuster ist (Fahn et

al., 1988).

Ein weiterer Vertreter der Kategorie ,,Dystonie-plus® ist die DRD. Sie stellt eine besondere
Form der Dystonie mit Beginn im Kindesalter dar. Diese Form wurde zunéchst aufgrund der
tageszeitlichen Abhédngigkeit der Symptome erkannt, mit einer milden Ausprigung der
Symptome am Morgen und einer Verschlechterung der Symptomatik gegen Abend (Segawa
et al.,, 1976). Die Haufigkeit von DRD-Patienten liegt etwa bei 0,5-1 pro 1 Millionen
(Nygaard, 1993). Vermutlich sind jedoch mehr Patienten betroffen, da in einigen Féllen eine
falsche Diagnose gestellt wird. Von dem guten Ansprechen dieser Form der Dystonie auf L-
Dopa wurde unabhéngig von Segawa et al. und Allen und Knopp berichtet. Letztere stellten
besonders die hierbei vorhandene Parkinson-dhnliche Komponente des Syndroms heraus

(Allen et al., 1976; Segawa et al., 1971).

Weitere Vertreter dieser Gruppe sind die paroxysmale dystone Choreoathetose, die auch als
DYTS8-Dystonie bezeichnet wird (Mount et al., 1940) sowie die Myoklonusdystonie. Diese
frither auch als idiopathischer Myoklonus bezeichnete Dystonie ist selten und beginnt zumeist

im friihen Erwachsenenalter (Lang et al., 1997; Gasser et al., 1998).

Sekundire (symptomatische) Dystonien werden hauptsdchlich durch verschiedene
Umwelteinfliisse wie Schlaganfille, Tumoren, Infektionen, Drogen und Gifte verursacht
(Fahn et al., 1987). Bei dieser Form der Dystonie spielt die genetische Komponente
offensichtlich keine Rolle. Die Einteilung der Dystonien nach ihrer Atiologie ist teilweise sehr
sinnvoll, da beim Vorhandensein von anderen neurologischen Symptomen aufBler einer
Dystonie davon ausgegangen werden muss, dass eine Form von ,,Dystonie-plus®, ein
heredodegeneratives Syndrom oder eine sekundéire Dystonie vorliegt. Es muss jedoch
angemerkt werden, dass dies nicht immer stimmt, da auch sekundire Dystonien mit einer

Dystonie als einziges Symptom beobachtet wurden (Nemeth, 2002).

Der genetische Aspekt in der Entstehung von Dystonien wurde schon vor vielen Jahren
erkannt, die genauen Genorte, die bei den verschiedenen Dystonien eine Rolle spielen,
konnten erst in jiingerer Zeit identifiziert werden, so dass man nun beginnt, die molekularen

Mechanismen genauer zu analysieren. Dystonien werden zum einen nach dem
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Vererbungsmuster, zum anderen nach dem Ort der Schidigung eingeteilt. Es konnen zur Zeit
mindestens 12 verschiedene Dystonie-Formen genetisch unterschieden werden, die mit

DYTI1-12 abgekiirzt werden (Nemeth, 2002).

Im folgenden sollen klinische und genetische Aspekte der F-ITD, G-ITD und DRD néher
erlautert werden. Da gerade diese Formen in ihrer klinischen Prasentation héufig
Uberlappungen zeigen, konnen sie nicht immer eindeutig zugeordnet werden. Da die
Therapieform der verschiedenen Formen jedoch unterschiedlich ist, ist eine korrekte Diagnose

von entscheidender Bedeutung.

2.1.1 Klinische und genetische Aspekte der F-ITD

Die primédr fokalen Dystonien wie Torticollis, Blepharospasmus oder Schreibkrampf
manifestieren sich typischerweise erst im Erwachsenenalter. Es kann zu einer Ausbreitung auf
benachbarte Segmente des Kdrpers kommen, die Ausbildung einer generalisierten dystonen

Symptomatik ist jedoch sehr selten.

F-ITD stellt die héaufigste Dystonie-Form dar und manifestiert sich klinisch meistens als
cervikale Dystonie (Nutt et al., 1988). Diese ist charakterisiert durch unwillkiirliche, meist
drehende (Torticollis), tonische oder phasische Spasmen der Hals- und Riickenmuskulatur.
Zusitzlich treten myokloniforme oder tremorartige Bewegungen bzw. Zuckungen des Kopfes
und der Schulter sowie ein tonischer Schulterhochstand auf. Der essentielle Blepharospasmus
stellt eine weitere klinische Manifestationsmdglichkeit der F-ITD dar und ist charakterisiert
durch unwillkiirliche tonische oder klonische Spasmen des M. orbicularis oculi. Neben einer
kosmetischen Beeintriachtigung und sozialen Stigmatisierung klagen die Patienten iiber
Sehbehinderung in verschiedensten Situationen. Eine weitere Form stellen die
aktionsinduzierten Dystonien wie der Schreibkrampf (Graphospasmus) dar (Ceballos-

Baumann, 1996).

Klinisch-genetische Untersuchungen konnten nachweisen, dass dystone Stérungen bei
anderen Familienmitgliedern wesentlich haufiger vorliegen als zunidchst durch den
Indexpatienten selbst in der Anamnese angegeben wurde (Leube et al., 1997a). Bei einer

Untersuchung von 153 Verwandten von 40 Index-Féllen mit F-ITD konnten betroffene
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Verwandte ersten Grades in 25 % dieser Index-Fille nachgewiesen werden (Waddy et al.,

1991).

Leube et al. unternahmen Kopplungsanalysen in einer groflen Familie mit autosomal-
dominant vererbter F-ITD und wiesen Linkage zum kurzen Arm von Chromosom 18 nach
(Leube et al., 1996). Die phénotypischen Manifestationen dieser Familien schlossen
Torticollis, spasmodische Dysphonie und Schreibkrampf ein. AnschlieBende Haplotyp-
Analysen bei nicht verwandten Patienten mit dieser Erkrankung legten zunédchst nahe, dass
auch einige Patienten mit F-ITD auBlerhalb dieser Familie ihre Erkrankung aufgrund eines
gemeinsamen Vorfahren entwickelt haben konnten (Leube et al., 1997b). Eine spitere

Untersuchung konnte jedoch diese Annahme nicht bestitigen (Klein et al., 1998).

Bildgebende Untersuchungen von Patienten mit F-ITD haben eine Verminderung
postsynaptischer D2-Bindungsstellen im Putamen nachgewiesen (Perlmutter et al., 1997;
Naumann et al.,, 1998). Eine verminderte Funktion des Komplex I der mitochondrialen
Atmungskette wurde von zwei Gruppen beobachtet (Benecke et al., 1992; Schapira et al.,
1997).

2.1.2 Klinische und genetische Aspekte der G-ITD

Der Beginn der G-ITD liegt typischerweise in der Kindheit. Zunichst liegt die Dystonie nur
fokal vor, generalisiert dann aber hiufig in einem Zeitraum von etwa 5 Jahren. Die Prognose
hingt vom Erkrankungsalter und dem zunichst betroffenen Korperteil ab. Patienten mit einem
frithen Beginn der Erkrankung und initialer Beteiligung der Beine haben eine schlechtere

Prognose (Marsden und Harrison, 1974).

Eine deutlich hohere Privalenz der primdren Torsionsdystonie (PTD) bei Juden
osteuropdischen Ursprungs (Ashkenazi) ist gut dokumentiert. Diese ist durch die
verhéltnisméBig rasche Ausbreitung einer ,,founder mutation* innerhalb dieser geschlossenen
Bevolkerungsgruppe zu erkldren; der genetische Defekt entstand vermutlich vor etwa 350

Jahren in WeiBrussland (Risch et al., 1995).



12

Durch Kopplungsanalysen sowohl in jiidischen als auch in nicht-jiidischen Familien mit
autosomal-dominant vererblicher G-ITD wurde das DYTI1-Gen auf Chromosom 9q34
lokalisiert (Kramer et al., 1994; Ozelius et al., 1989), die Region im folgenden weiter
eingegrenzt (Ozelius et al., 1992) und das Gen schlie8lich kloniert (Ozelius et al., 1997). Eine
nachfolgend durchgefiihrte Mutationsanalyse zeigte eine rasterkonforme Trinukleotid-(GAG)-
Deletion (Ozelius et al., 1997). Das DYTI-Gen hat ein offenes Leseraster von 998
Basepaaren und kodiert fiir ein Protein (Torsin A) mit 332 Aminosiuren. Die GAG-Deletion
verursacht den Verlust einer Glutaminsidure von Torsin A. Etwa 75 % der Patienten mit G-
ITD mit frithem Beginn zeigten eine heterozygote GAG-Deletion, wihrend im Gegensatz
dazu bei den meisten Patienten mit fiir DYT1-Dystonie atypischen Symptomen, wie z.B. F-
ITD im Erwachsenenalter, keine GAG-Deletion nachgewiesen werden konnte (Klein et al.,
1998; Ozelius et al., 1997). Bei 2 Patienten mit typischer DYT1-Dystonie nicht-jiidischer
Abstammung konnten de novo GAG-Deletionen nachgewiesen werden (Klein et al., 1998).
Dies unterstiitzt die These, dass eben diese 3 Basenpaare lange Deletion tatsdchlich die

Ursache fiir die DYT1-Dystonie ist.

Ein weiterer Locus fiir G-ITD ist auf Chromosom 8 (8p21 — 8q22) in 2 Mennoniten-Familien
mit PTD identifiziert worden (Almasy et al., 1997). Das durchschnittliche Erkrankungsalter
liegt hoher als bei DYT-1 positiven Patienten mit G-ITD (18,9 Jahre versus 13,6 Jahre in
DYTI). Auch der Phinotyp unterscheidet sich: etwa die Hélfte dieser Patienten entwickelte
initial eine craniale oder cervicale Dystonie. Im Gegensatz zu dem typischen DYT1-Muster,
bei dem die cranio-cervikale Region héufig ausgespart bleibt, lag dagegen auch bei
denjenigen Mitgliedern dieser Mennoniten-Familien, die zunéchst eine dystone Storung in

den Extremititen entwickelten, eine Ausbreitung auf die cranio-cervicale Region vor.

2.1.3 Klinische und genetische Aspekte der DRD

Die fritheste Beschreibung der heute als DRD bezeichneten Erkrankung ldsst sich auf eine
Fallvorstellung am National Hospital, Queen Square, London, 1947, datieren (Beck 1947;
Corner, 1952). Die vorgestellte Patientin ist in vieler Hinsicht typisch fiir die klassische
Prasentation von DRD. Ein Midchen (DRD betrifft bevorzugt das weibliche Geschlecht)
entwickelte im Alter von 7 Jahren (dem typischen Erkrankungsalter) eine Gangstorung (die

hiufigste initiale Symptomatik). Thr Gangbild zeigte das klassische Merkmal mit
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Verschlechterung der dystonen Symptomatik gegen Abend. Ferner konnte bei dieser Patientin
der fiir diese Erkrankung typische Befall des linken Beins nachgewiesen werden. Weiterhin
lag ein feinschldgiger Tremor in beiden Hénden vor, welcher ein Haltetremor mit einer
Frequenz von 8-10 Hz ist und deshalb von dem typischen Parkinson-Ruhetremor mit einer
Frequenz von 4-6 Hz abgegrenzt werden muss. Auch das bei dieser Patientin beschriebene
etwas audruckslose Gesicht sowie die etwas ungeschickten Fingerbewegungen stehen
exemplarisch fiir die in der Folgezeit beschriebenen hypokinetischen Bewegungsstérungen
bei DRD-Patienten. Das beeindruckendste Merkmal dieser Patientin war jedoch das
hervorragende Ansprechen auf die Gabe von Anticholinergika. Diese Patientin wurde spater
mit L-Dopa behandelt und zeigte hierbei wiederum eine exzellente Besserung der

Symptomatik.

Nach der Einfithrung von L-Dopa in der Behandlung des idiopathischen Parkinson-Syndroms
(IPS) im Jahre 1967 folgten eine Reihe von Therapieversuchen mit dieser Substanz bei
Patienten mit Dystonie und anderen neurologischen Erkrankungen. Die Ergebnisse waren in
der Regel enttduschend, gelegentliche Einzelbeschreibungen wiesen jedoch auf ein
hervorragendes Ansprechen dystoner Storungen auf die Gabe von L-Dopa hin (siehe
Nygaard, 1993 zur Ubersicht). Es ist jedoch der Verdienst des japanischen Arztes M. Segawa,
dass DRD als eine neue und distinkte klinische Entitdt erkannt wurde (Segawa et al., 1971;
Segawa et al., 1976). Er beschrieb die typischen Charakteristika dieser Erkrankung bei 9
japanischen Patienten, von denen 6 Patienten eine positive Familienanamnese hatten. Das
Erkrankungsalter variierte vom 6. bis zum 54. Lebensjahr. Alle Patienten entwickelten in der
Kindheit eine dystone Fehlhaltung und zeigten die typische Verschlechterung gegen Abend
hin. Nach dem Schlafen besserte sich die Symptomatik bzw. bildete sie sich komplett zurtick.
Die initialen Beschwerden der Patienten schlossen nicht nur die unwillkiirliche Flexion bzw.
Inversion des Fuf3es ein, sondern bestanden auch in leichter Ermiidbarkeit und allgemeiner
Verlangsamung. Typischerweise begann die Dystonie in einer Extremitit und entwickelte sich
dann langsam auch in den anderen Extremititen; das Muster der Ausbreitung folgte haufig der
Form des Buchstabens ,,N“, innerhalb von 5 Jahren waren alle Extremititen betroffen. Alle

Patienten zeigten ein klares Ansprechen der Symptomatik auf L-Dopa.

Segawa selbst benannte diese Erkrankung zunéchst als ,,hereditary progressive dystonia with
marked diurnal fluctuation, der Ausdruck DRD wurde erst spiater durch Nygaard et al.

eingefiihrt (Nygaard et al., 1988). Aufgrund Segawa's detaillierter Beschreibung wird hier im
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weiteren eine Dystonie mit primdrem Befall der Beine und Beginn im Kindesalter sowie
hervorragendem Ansprechen auf eine L-Dopa-Behandlung als ,klassische DRD*“ oder

,»,Segawa-Phédnotyp* benannt.

In der Folgezeit beschrieb Ouvrier drei Kinder mit einem &hnlichen Phénotyp und
dramatischer Besserung der Symptomatik nach L-Dopa-Gabe. Zwei der Patienten waren
Zwillinge, und das dritte Kind hatte eine Mutter, bei der die Diagnose einer ,,milden
spastischen Paraparese* bestand (Ouvrier, 1978). Die Moglichkeit des Vorliegens einer
,forme fruste® dieser Erkrankung bei der Mutter wurde zwar durch Ouvrier diskutiert,
dennoch wurde sie nicht als Patientin in diese Serie eingeschlossen. Es wird auch keine
Aussage dariiber gemacht, ob bei der Mutter ebenfalls ein Therapieversuch mit L-Dopa
durchgefiihrt wurde. Gordon beschrieb zwei weitere Fille, diese Publikation ist die erste
Dokumentation eines Patienten mit DRD und fehlender Besserung nach Schlaf (Gordon,
1982). Wie oben beschrieben, bestitigten Untersuchungen an groBeren Patientenkollektiven
die initial vermutete Bevorzugung der linken Seite sowie das Uberwiegen des weiblichen

Geschlechts bei dieser Erkankung (Nygaard et al., 1988; Segawa und Nomura, 1993).

Im mittleren und fortgeschrittenen Lebensalter manifestiert sich DRD typischerweise in einer
akinetisch-rigiden Form. Nygaard et al. (1992) berichteten von einer Familie, in der fiinf
Familienmitglieder eine Dystonie der Beine hatten, wihrend drei weitere Familienmitglieder
ohne vorangegangene Dystonie nach dem 50. Lebensjahr ein akinetisch-rigides Syndrom
entwickelten. Die letztgenannten drei Patienten entwickelten als erste Stérung einen
einseitigen Ruhetremor. Spéter waren in der Untersuchung dieser Patienten Hypomimie,
Bradykinese und Rigor sowie ein steifer, kleinschrittiger Gang nachweisbar. Keiner dieser
Patienten war zuvor mit Neuroleptika behandelt worden, eine tageszeitliche Schwankung der
Symptomatik fehlte. Im Gegensatz hierzu nahm die Auspridgung der Beschwerden bei drei der
an Dystonie erkrankten Familienmitglieder gegen Abend zu, bei den anderen beiden Patienten
verschlechterte sich die Symptomatik nach korperlicher Belastung. In einer groen Serie von
21 Familien mit DRD hatten 7 von 50 Verwandten ersten Grades, die dlter als 40 Jahre waren,
in der klinisch-neurologischen Untersuchung einen Befund, der sich nicht von der
Prisentation von Patienten mit IPS unterschied. Diese Héaufigkeit von 14 % ist deutlich hoher
als die allgemeine Privalenz des IPS mit etwa 0,6 % nach dem 40. Lebensjahr (Schoenberg et

al., 1985).
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Wie bereits erwihnt, generalisiert die dystone Symptomatik bei DRD in wenigstens 75 % der
Félle (Nygaard et al., 1991). Obwohl sich die DRD zu Beginn der Erkrankung meist in der
unteren Extremitit manifestiert, beginnt sie gelegentlich an den Armen oder als Torticollis,
bevor andere Partien des Korpers betroffen sind. Manchmal bleibt DRD auch als F-ITD
bestehen (Nygaard et al., 1991; Yebenes et al., 1988). Ein Mitglied einer grof3en
nordamerikanischen Familie mit DRD litt 37 Jahre an isolierter spasmodischer Dysphonie,
bevor man ihn mit L-Dopa behandelte. Die Symptomatik wurde durch die Behandlung mit L-
Dopa nicht verbessert, obwohl er sicherer Gentrager der DRD war (Nygaard et al., 1991). Ein
weiteres Mitglied derselben Familie litt an einem Schreibkrampf, aber von einem Ansprechen
auf L-Dopa wurde wiederum nicht berichtet (Nygaard et al., 1990). Ein weiterer Patient mit
isoliertem Torticollis zeigte nach Gabe von L-Dopa zunédchst die gewlinschte Besserung, aber
nach einigen Jahren trat der Torticollis trotz fortgesetzter Therapie erneut in Erscheinung
(Nygaard et al., 1991). Es ist wahrscheinlich, dass es sich um einen Torticollis mit spontaner
tempordrer Besserung handelte (Jahanshahi et al., 1990), der mit dem Beginn einer Therapie

mit L-Dopa zusammenfiel.

In einer anderen Studie zeigte eine Patientin mit einer gesicherten Mutation des GTP-CH-
Gens und aktionsinduzierter Dystonie der Hand eine anhaltende Besserung der Symptomatik
nach Behandlung mit L-Dopa. Ihre Tochter zeigte die klassischen Symptome einer DRD. Die
Mutter berichtete, dass sie im Alter von 30 Jahren aufgrund von Krampfen in der Hand nicht
mehr Gitarre spielen konnte. Sie zeigte zuvor jahrelang keine weiteren Symptome, bis die
aktionsinduzierte Dystonie bei verschiedenen anderen Bewegungen der Hand auftrat, z.B.
beim Schreiben und Nédhen. Besonders in Stresssituationen nahm die Hand der Patientin auch
in ruhender Position eine abnorme Stellung ein. Nach der Behandlung mit L-Dopa zeigte sich
eine erhebliche Besserung des Schreibens und bei anderen Tatigkeiten. Bei der Untersuchung
konnte keine abnormale Haltung mehr festgestellt werden, obwohl sie immer noch nicht fahig
war, Gitarre zu spielen (Bandmann et al., 1998a). Bei zwei weiteren Fillen lag eine
Kombination aus einer Fufldystonie und einem Schreibkrampf vor. Bei einem dieser Patienten
sprach nur die FuBBdystonie auf die Therapie mit L-Dopa an, der andere Patient zeigte eine
Besserung der dystonen Beschwerden an Hand und Ful3 (Deonna et al., 1985; Nygaard et al.,
1993). Das Ansprechen auf L-Dopa bei DRD-Patienten mit F-ITD scheint somit variabler als
beim klassischen ,,Segawa-Phinotyp*. Diese Form der Dystonie ist selten, dennoch sollte
DRD in der Differentialdiagnose bei Patienten mit F-ITD und positiver Familienanamnese fiir

G-ITD in Erwigung gezogen werden (Bandmann et al., 1998a).
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Bei Patienten mit DRD wird gelegentlich die Diagnose idiopathische Torsionsdystonie (ITD)
gestellt. Der Beginn der Erkrankung im Kindesalter sowie der Beginn am Fuf} oder am Bein
sind sowohl fiir ITD als auch fiir DRD charakteristisch und daher in der Differentialdiagnose
dieser beiden Dystonie-Formen wenig hilfreich (Marsden et al., 1974; Nygaard et al., 1991).
Es ist daher notwendig nach der tageszeitlichen Abhéngigkeit der Beschwerden zu suchen, ein
typisches aber nicht bestindiges Zeichen bei Patienten mit DRD. Auch die korperliche
Untersuchung kann Hinweise in der Differentialdiagnose dieser beiden dystonen Syndrome
liefern: Bradykinesie, Hyperreflexie und ein leichter Rigor werden héufig bei DRD gesehen,
diese Symptome sind jedoch nicht Bestandteil der ITD (Bandmann et al., 1998a).

Obwohl Patienten mit DRD genauso wie Patienten mit ITD auf die Gabe von
Anticholinergika eine Besserung der Symptomatik zeigen, sprechen Patienten mit DRD schon
auf kleine Dosen hervorragend und mit anhaltender Dauer auf diese Substanzgruppe an.
Patienten mit ITD zeigen haufig nicht die gewiinschte anhaltende Wirkung (Nygaard et al.,
1991).

Bereits die erste Fallbeschreibung eines Patienten mit DRD durch Beck et al. liel vermuten,
dass es eine genetische Ursache fiir diese Erkrankung gibt, da 2 weitere Familienmitglieder
ebenfalls an einer dystonen Storung litten (Beck, 1947). Segawa nahm einen autosomal-
dominanten Erbgang mit niedriger Penetranz aufgrund der Stammbaumanalyse seiner
familidren Fille an; diese Einschitzung wurde spédter von den meisten Autoren geteilt
(Segawa et al., 1976; Nygaard et al., 1988). Andere Autoren vertraten dagegen die Ansicht,
dass zumindest in manchen Familien ein autosomal-rezessiver Erbgang vorliegen konnte
(Ouvrier, 1978). Die Analyse der Penetranzrate in einer grolen nordamerikanischen Familie
mit autosomal-dominant vererbter DRD ergab eine 31%-ige Penetranz des genetischen
Defektes; diese Analyse schloss lediglich solche Familienmitglieder ein, die eine sichere
Dystonie entwickelt hatten (Nygaard et al., 1990). Zuletzt publizierte Penetranzraten, die auf
einer Kombination von klinischer und molekulargenetischer Analyse in 13 Familien beruhten,
konnten eine wesentlich hohere Penetranz bei Frauen (87 %) als bei Mannern (38 %)
nachweisen und hierdurch auch friihere Beobachtungen eines deutlichen Uberwiegens der
Anzahl der betroffenen weiblichen Patienten mit einem Verhiltnis von weiblichen zu

ménnlichen Patienten von 4,3 : 1 bestétigen (Furukawa et al., 1998).
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Durch Kopplungsanalysen in 3 groflen Familien mit autosomal-dominant vererblicher DRD
konnte der Locus fiir das DRD-Gen in diesen Familien auf Chromosom 14q identifiziert
werden. Die flankierenden Marker D 14S47 und D 14S63 definierten eine Region von etwa
22 c¢M als diejenige Region, die das DRD-Gen enthielt (Nygaard et al., 1993). Ein Jahr spéter
wiesen Ichinose et al. nach, dass das Gen fiir GTP-CH, dem Schrittmacher-Enzym in der
Synthese von BH4, in dem chromosomalen Abschnitt 14q22.1 bis 14q22.2 liegt. Die
Arbeitsgruppe identifizierte vier verschiedene Mutationen in diesem Gen bei Patienten mit
DRD und konnte die Bedeutung dieser Mutationen dadurch hervorheben, dass sie eine
deutliche Reduktion der enzymatischen Aktivitdt von GTP-CH in mononukledren Blutzellen
von Patienten mit DRD und nachgewiesener GTP-CH-Mutation messen konnte. Auch die in
vitro Untersuchung von mutanter GTP-CH-cDNA in E. coli demonstrierte eine funktionelle
Storung der GTP-CH-Aktivitit im Vergleich zur Wildtyp-cDNA im E. coli-System (Ichinose
et al., 1994).

AnschlieBend wurde ein weiteres kausales Gen fiir DRD beschrieben. Luedecke et al. wiesen
zwel homozygote Mutationen in dem TH-Gen nach. Die Beschreibung des Phénotyps war
allerdings in dem initialen Bericht etwas unvollstindig, legte jedoch nahe, dass der
untersuchte Patient und sein Bruder beide den klassischen DRD-Phénotyp entwickelt hatten
(Luedecke et al., 1995). In der zweiten Publikation war die klinische Beschreibung deutlich
detaillierter (Knappskog et al., 1995): der Sédugling entwickelte zunédchst im Alter von 3
Monaten vornehmlich kurze, myoklonus-artige Bewegungen. Anschlieend entwickelte er
zunehmend einen generalisierten Rigor mit sehr wenig Spontanbewegung und weiterhin
vorhandenen myoklonen Bewegungen. Eine tageszeitliche Schwankung lag nicht vor. Im
Alter von 6 Monaten fand sich bei der Untersuchung ein ausdrucksloses Gesicht mit einer
Ptose, die moglicherweise auf eine Storung des sympathischen Nervensystems
zuriickzufiihren sein konnte. An den Extremitéten zeigte sich ein generalisierter Rigor sowie
eine deutliche Verlangsamung der Spontanmotorik. Die Expression beider Mutationen in
einem rekombinanten mutanten TH-Enzym fiihrte zu einer deutlich reduzierten Aktivitat
dieses Enzyms und konnte somit {iberzeugend die funktionelle Relevanz der beobachteten
DNA-Sequenzverdnderungen beweisen (Knappskog et al., 1995; Luedecke et al., 1996;
Furukawa et al., 2001).
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2.2. Der Tetrahydrobiopterin-Syntheseweg

GTP-CH ist das Schrittmacherenzym in der Synthese von BH4, es benétigt keine Kofaktoren.
Das Enzym katalysiert den ersten Schritt der Synthese, eine komplexe Ringexpasionsreaktion,
die zur Bildung von Dihydroneopterin-Triphosphat aus GTP fiihrt (Nar et al., 1995). Die
Bildung von 6-Pyrovoyl-Tetrahydrobiopterin aus 7,8-Dihydroneopterin-Triphosphat
beinhaltet die Entfernung der Phosphatgruppen und wird durch das Enzym PTPS katalysiert.
Der nidchste Schritt in der Biosynthese von BH4 beinhaltet eine NADPH-abhéngige
Reduktion der Ketogruppen an den Seitenketten durch das Enzym Sepiapterin-Reduktase
(Nichol et al., 1985). Der Syntheseweg von BH4 sowie seine Verkniipfung mit der Synthese

der Neurotransmitter Dopamin und Serotonin ist in Abbildung 1 dargestellt.

fyrosine monooxygenase dopamine

tyrosine / \ »=~ dihydroxyphenylalanine

tryplophan monooxygenase

tryptophan % N #  5-hydroxytryptophan

letrahydrobloptenn quinonoid-dihydrebiopternn

serotonin

* rao‘u::asa
sepiapterin
2 -ketoreductase ?
6-pyruvoyltetrahydropterin

& -pyruveyl-
tstrahydropterin synthase

dihydroneopterin triphosphate

GTP cyclohycrolasa | *
GTP

Abbildung 1: Der Tetrahydrobiopterin-Syntheseweg sowie seine Verkniipfung mit der Synthese der
Neurotransmitter Dopamin und Serotonin (Bandmann et al., 1998b).

BH4 ist ein essentieller Kofaktor fiir die aromatischen sauren Monooxygenasen. Aul3erhalb
des ZNS kommt BH4 eine wichtige Rolle als Kofaktor der Phenylalanin-Hydroxylase zu.
Dieses Enzym katalysiert den Schritt der Hydroxylierung von Phenylalanin zu Tyrosin in der

Leber und in der Niere (Kaufmann et al., 1959). Im ZNS stellt BH4 in dopaminergen
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Neuronen einen wesentlichen Kofaktor der Tyrosinhydroxylase (TH) dar (Nagatsu et al.,
1964). Dieses Enzym ist das Schrittmacherenzym in der Synthese von Dopamin und
katalysiert die Bildung von L-Dihydroxyphenylalanin (L-Dopa) aus Tyrosin. L-Dopa ist die
Vorldufersubstanz von Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin. Das Fehlen von BH4 fiihrt zu
einem Mangel von Dopamin im Striatum, der die Grundlage flir das Entstehen der Dystonie

bildet.

Schlieflich findet man BH4 auch als Kofaktor fiir die Tryptophan-Hydroxylase, die im
Rahmen der Bildung von Serotonin Tryptophan zu 5-HTP umwandelt.

2.3 Andere Tetrahydrobiopterin-Mangelsyndrome

Deutlich bevor ein partieller Mangel an BH4 aufgrund heterozygoter Mutationen im GTP-CH
Gen als Ursache fiir die autosomal-dominant vererbliche DRD erkannt wurde, war bekannt,
dass ein kompletter oder fast-kompletter, autosomal-rezessiv vererbter Mangel an BH4 eine
APKU verursacht (Kaufmann et al., 1978). Sduglinge mit dieser Stérung werden
normalerweise im Rahmen des routineméfBigen Neugeborenenscreenings identifiziert und
machen etwa 2% aller Félle von Hyperphenylalanindmie aus. Ein PTPS-Mangel ist mit
Abstand die héufigste Ursache, gefolgt von einer DHPR-Defizienz und, deutlich seltener,

einer autosomal-rezessiv vererbten Stérung von GTP-CH (Blau et al., 1996).

Der klinische Verlauf bei unbehandelten Patienten ist &hnlich bei typischen Fillen von PTPS-,
DHPR- und GTP-CH-Mangel. Die ersten klinischen Symptome stellen sich typischerweise im
Alter von 4-5 Monaten ein, hierzu zdhlen insbesondere eine mentale Retardierung,
epileptische  Anfélle, Storung von Muskeltonus und Haltung, Benommenbheit,
Uberbewegungen wie Myoklonus und Dystonie sowie Schluckstdrungen und Mikrozephalie

(Blau et al., 1993).

Die Behandlung zielt zundchst darauf ab, die erhohten Phenylalanin-Spiegel durch Diét
und/oder BH4-Substitution zu reduzieren. Zur Wiederherstellung des Neurotransmitter-

Gleichgewichts werden zusdtzlich entsprechende Vorlaufersubstanzen verabreicht.
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Von einer Analyse von Neurotransmitter-Metaboliten im Liquor bei Patienten mit DRD
wurde zundchst von Ouvrier berichtet. In dieser Untersuchung wurden niedrige Liquorspiegel
von HVA nachgewiesen (Ouvrier, 1978). Die Datenlage beziiglich der Spiegel von 5-
Hydroxyindolessigsdure (5-HIAA) im Liquor blieb umstritten (Ouvrier, 1978; Le Witt et al.,
1986). In anschlieBenden Untersuchungen wurden niedrige Spiegel von BH4 und dessen
Vorlaufersubstanz Neopterin im Liquor nachgewiesen (Williams et al., 1979; LeWitt et al.,

1986; Fink et al., 1988).

2.4 Zielsetzung

Wie oben aufgefiihrt, sprechen Patienten mit DRD im Gegensatz zu allen anderen Dystonie-
Unterformen hervorragend auf eine orale Medikation mit L-Dopa an. Es ist durch die vielen
atypischen Prasentationen dieser Erkrankung jedoch haufig sehr schwierig, die Diagnose einer
DRD klinisch zu stellen, und sie von anderen Dystonie-Formen zu unterscheiden. Aufgrund
der therapeutischen Konsequenzen wire es von groBer praktischer Relevanz, die Diagnose
einer DRD friih stellen zu kdnnen, und sie insbesondere von anderen Dystonie-Formen wie F-
ITD und G-ITD friihzeitig abgrenzen zu konnen. Nur so kann eine friihzeitige Behandlung
der DRD gewibhrleistet und eine unndtige Gabe von L-Dopa bei entsprechend anderen

Dystonie-Formen vermieden werden.

Bis zum jetzigen Zeitpunkt gibt es aber keine geeignete Methode, die es ermoglicht, schnell
und zuverldssig die Klassifikation zu einer bestimmten Dystonie-Form vorzunehmen. Die
bisher durchfiihrbaren genetischen Tests sind aufwendig, kostenintensiv und nur bedingt

aussagekraftig.

Um herauszufinden, ob der Phenylalanin-Metabolismus auch bei DRD-Patienten verandert
ist, belasteteten Hyland et al. das Phenylalanin-Hydroxylierungssystem, indem sie genetisch
gesicherten DRD-Patienten eine hohere Dosis Phenylalanin verabreichten. Anschlieend
analysierten sie bei diesen Patienten die Phenylalanin- bzw. Tyrosin-Plasmaspiegel in
bestimmten Zeitabstinden (Hyland et al.,, 1997). Es konnte bei diesem sogenannten
Phenylalanin-Belastungstest bei Patienten mit DRD eine im Vergleich zu gesunden
Kontrollen abnormale Phenylalanin- bzw. Tyrosin-Ratio festgestellt werden. Dieser Test

findet schon seit ldngerer Zeit Anwendung bei der Stoffwechselerkrankung PKU.
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Homozygote Gentrager dieser Erkrankung weisen einen primdren Defekt des Enzyms
Phenylalanin-Hydroxylase auf. Bei Belastung mit der Aminosdure Phenylalanin zeigen
Patienten mit dieser Erkrankung eine verminderte Tyrosinproduktion. Dadurch entsteht eine
auffillige Phe/Tyr-Ratio. Ohne vorherige Belastung mit Phenylalanin ist bei heterozygoten
Mutationstragern keine Hyperphenylalanindmie vorhanden, dennoch ist die Ratio Phe/Tyr

leicht erhoht (Westwood et al., 1975; Rampini et al., 1969 ; Saraiva et al. 1993).

Hyland et al. konnten auch beweisen, dass der BH4-Mangel der Grund fiir den auffillig
verlaufenden Phenylalanin-Belastungstest darstellt. Man verabreichte 2 Patienten mit DRD
vor der Durchfiihrung des Belastungstests BH4. Bei der Auswertung des Tests fand man bei
ihnen keine Hinweise fiir erhdhte Ratio-Werte des Quotienten Phe/Tyr. Die Patienten waren
in der Lage, Phenylalanin normal zu verstoffwechseln. Wenn man denselben Patienten
Phenylalanin ohne vorherige Gabe von BH4 das Phenylalanin verabreichte, zeigten die beiden
Patienten deutlich erhohte Ratio-Werte des Quotienten Phe/Tyr, wie sie auch bei den anderen
getesteten DRD-Patienten dieser Studie beobachtet wurden (Hyland et al., 1997). Eine
exogene Gabe von BH4 bei Patienten mit PKU ruft keine Verdnderungen des Phenylalanin-

Metabolismus hervor (Danks et al., 1979).

Die von Hyland et al. erhobenen Befunde etablierten lediglich einen Unterschied zwischen
der Gruppe der DRD-Patienten und der Gruppe der Kontrollen. Es bleibt jedoch weiterhin
unklar, ob der Phenylalanin-Belastungstest eine Mdglichkeit darstellt, um individuelle DRD-
Patienten von Patienten mit F-ITD oder G-ITD differentialdiagnostisch abzugrenzen. Diese
Fragestellung soll im Rahmen der vorgelegten Promotion untersucht werden. Hierzu wurden
neben 10 DRD-Patienten auch 10 Patienten mit F-ITD und 10 Patienten mit G-ITD mit dem
Phenylalanin-Belastungstest untersucht, um die Hypothese zu {iberpriifen, dass die Ratio

Phe/Tyr nur bei DRD, nicht aber bei F-ITD und G-ITD verédndert ist.

Eine mogliche Einfiihrung des Phenylalanin-Belastungstests ist entscheidend von der
einfachen praktischen Durchfiihrbarkeit dieses Tests abhingig. Das von Hyland et al.
verwendete Testprotokoll ist mit seriellen Blutabnahmen zum Zeitpunkt 0, 1, 2, 4 und 6
Stunden vergleichsweise aufwendig. Es soll daher weiterhin im Rahmen der hier vorgelegten
Promotionsarbeit untersucht werden, ob auch eine Einzelpunkt-Analyse der Ratio Phe/Tyr
oder zumindest die Analyse von weniger Zeitpunkten eine @hnlich hohe Aussagekraft

beinhaltet wie die seriell durchgefiihrte Analyse von Hyland et al..
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3. Material und Methoden

3.1 Das Patientenkollektiv

3.1.1 Die Anzahl der Patienten

Insgesamt konnten 30 Patienten in die Studie aufgenommen werden. Davon wurden 10
Patienten mit F-ITD (davon 8 Patienten mit Torticollis spasmodicus und 2 Patienten mit
Blepharospasmus), 10 Patienten mit G-ITD und 10 Patienten mit DRD dem Phenylalanin-
Belastungstest unterzogen. Die Zuordnung zu den einzelnen Gruppen erfolgte aufgrund der
fiir die jeweilige Form der Dystonie typischen klinischen Symptomatik. Bei den Patienten mit
DRD, die an der Studie teilnahmen, wurde die Diagnose in den meisten Féllen bereits im

Vorfeld durch einen genetischen Test gesichert.

3.1.2 Alters- und Geschlechterverteilung der Patienten

Das durchschnittliche Patientenalter betrug bei den Patienten mit F-ITD 59,8 Jahre
(Standardabweichung 15,8 Jahre), wobei eine Altersbreite von 34-79 Jahren vorlag. Von den
10 getesteten Personen aus dieser Gruppe waren 9 weiblich und 1 minnlich. Der
Erkrankungsbeginn lag zwischen dem 32. und 73. Lebensjahr mit einem Mittelwert von 48,1
Jahren (Standardabweichung 11,73 Jahre). Die getesteten Patienten mit G-ITD zeigten ein
Durchschnittsalter von 35,8 Jahren (Standardabweichung 11,41 Jahre), wobei der jlingste
Patient 22 Jahre alt war und der dlteste 58 Jahre. Bei der Geschlechterverteilung lag mit 7
weiblichen und 3 ménnlichen Patienten auch in dieser Gruppe erneut ein Ubergewicht bei den
Frauen vor. Der Beginn der G-ITD lag durchschnittlich bei 24,3 Jahren (Standardabweichung
12,73 Jahre) mit einer Altersbreite von 10 Jahren bis 47 Jahren. Die Patienten mit DRD, die
an dem Phenylalanin-Belastungstest teilnahmen, hatten ein mittleres Alter von 35,3 Jahren
(Standardabweichung 11,87 Jahre). Die Altersbreite erstreckte sich von 19 Jahren bis 55
Jahren. Es wurden 9 weibliche und 1 méinnlicher Patient aus dieser Gruppe getestet. Die
ersten klassischen Symptome der DRD entwickelten sich im Durchschnitt mit 4,1 Jahren
(Standardabweichung 3,1 Jahre), wobei der Erkrankungsbeginn zwischen dem 1. und 10.

Lebensjahr lag.
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3.1.3 Betroffene Familienmitglieder

Analysiert man die einzelnen Patienten der verschiedenen Dystonie-Formen in Hinblick auf
betroffene Familienmitglieder, so zeigen die unterschiedlichen Gruppen sehr unterschiedliche
Ergebnisse. Wihrend bei den untersuchten Patienten mit F-ITD nur eine Patientin Angaben
iiber einen Onkel und eine Cousine miitterlicherseits mit der gleichen Symptomatik machen
konnte, gab es bei den getesteten Personen mit G-ITD gar keinen Hinweis fiir ein weiteres
betroffenes Familienmitglied. Anders stellt sich die Situation bei den Patienten mit DRD dar.
Hier konnten bei nahezu allen Patienten eine positive Familienanamnese gemacht werden. Bei
8 von 10 getesteten Patienten war mindestens 1 weiterer Verwandter mit DRD bekannt, eine
Patientin berichtete dariiber, dass ihr Bruder und ihr Sohn asymptomatische Gentrdger der
Krankheit seien. Nur eine Patientin konnte keine Angaben iiber ein weiteres Familienmitglied

mit diagnostizierter DRD machen.

3.2 Durchfiihrung des Phenylalanin-Belastungstests

Phenylalanin ist eine essentielle Aminoséure und spielt eine zentrale Rolle im L-Dopa-

Stoffwechsel.

Da Phenylalanin einen wesentlichen Bestandteil der meisten Nahrungsmittel darstellt, ist
besonders darauf zu achten, den zugefiihrten Proteinanteil vor Beginn der Durchfiihrung des
Belastungstests moglichst gering zu halten. Daher ist es erforderlich, dass der Patient vor
Beginn nur ein leichtes, proteinarmes Friihstiick zu sich nimmt. 2 Stunden vor Beginn des
Tests sollte der Patient gar keine Nahrung mehr zu sich nehmen. Von diesem Zeitpunkt an bis

zum Ende der Durchfithrung des Tests muss der Patient niichtern bleiben.

Zu Beginn des Tests wird das Gewicht des Patienten festgestellt, um die erforderliche Menge
an Phenylalanin zu errechnen. Pro kg Korpergewicht werden 100 mg dieser Substanz
bendtigt, die der Patient zu sich nehmen muss. Unmittelbar bevor der Patient das L-
Phenylalanin verabreicht bekommt, werden ihm das erste Mal 2 ml EDTA-Blut abgenommen

(Zeitpunkt 0).
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AnschlieBend wird die vorher errechnete Menge an Phenylalanin in Limonade oder
Orangensaft eingeriihrt. Da sich das Phenylalanin nur schlecht 16st, sollte das Getrdnk in
regelméfigen Abstdnden stark umgeriihrt werden. Damit sich die Substanz nicht am Glasrand
absetzt, ist es weiterhin sinnvoll, den Inhalt des Glases moglichst schnell zu trinken. Da es
erforderlich ist, die komplette Dosis zu sich zu nehmen, werden nach dem Entleeren des
Glases weitere 100 ml Limonade bzw. Orangensaft in das Glas gegeben, die ebenfalls

getrunken werden sollen.

Nach 1, 2 und 4 Stunden werden dem Patienten jeweils weitere 2 ml EDTA-Blut
abgenommen. Mit der letzten Blutabnahme nach 4 Stunden endet der Test flir den Patienten.

Das zu den verschiedenen Zeitpunkten entnommene Blut muss zentrifugiert werden, um das
Plasma von den festen Bestandteilen des Blutes zu separieren. Das Plasma wird anschlieBend
fiir die Messungen der Aminosduren Phenylalanin und Tyrosin bendétigt. Die verwendete
Zentrifuge wird auf 3000 Umdrehungen pro Minute eingestellt. Nach 10 Minuten ist der
Vorgang der Zentrifugation beendet. Aus dem Plasmaiiberstand werden anschlieend 2 x 1 ml
abpipettiert. AnschlieBend miissen die Proben bei -70 °C in Trockeneis aufbewahrt werden,
bis die Messungen der einzelnen Aminosduren vorgenommen werden. Dies ist erforderlich,
da die zu messenden Proteinbestandteile hitzeempfindlich sind und es bei falscher

Aufbewahrung zu einer Denaturierung derselben kommen kann.

3.3 Durchfithrung der Messung der Aminosiuren Phenylalanin und Tyrosin

Um eine Messung der Aminosduren Phenylalanin und Tyrosin durchfiihren zu kénnen, muss
zundchst eine Auftrennung, Detektion und Quantifizierung dieser freien Aminosduren

erfolgen.

Begriindet wurde die Technik der Aminosdurenanalyse durch Stein und Moore 1948
(Blackburn, 1978). Diese unterscheidet sich nicht wesentlich von der heute verwendeten
Technik. Die Auftrennung der Aminosduren wurde zunédchst an Starkesdulen durchgefiihrt.
Da Stirkesdulen nur eine geringe Kapazitdt haben und empfindlich gegen salzkontaminierte
Proben sind, wird heutzutage das sulfonierte Polystyrolharz Dowex 50 verwendet. Die
Detektion der getrennten Aminosduren erfolgt durch eine Farbreaktion mit Ninhydrin. Als

Puffersysteme dienen Lithium-und Natriumcitratpuffer. Aminoséuren sind sehr kleine, polare
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Molekiile, die durch nahezu alle Trennmethoden auBer der Ionenaustauschchromatografie
schlecht zu trennen sind. Die Trennung erfolgt an einem Kationenaustauscherharz und beruht
auf dem unterschiedlichen Sdure-Base-Verhalten der einzelnen Aminosduren. Die im sauren
Bereich positiv geladenen Aminosduren binden an das Harz und werden mit steigender

Ionenstirke und steigendem pH von der Saule eluiert.

Das Gerit, welches diese Analysen vornimmt, ist der Amino Acid Analyser LC 3000 der

Firma Eppendorf (siche Abbildung 2).

Abbildung 2: Foto des Amino Acid Analyzers LC 3000, Firma Eppendorf

Um mit der Analyse beginnen zu konnen, wird zunichst eine Deproteinisierung mit
Sulfosalicylsdure durchgefiihrt. Dazu werden 800 pl der zu analysierenden Probe in ein
entsprechendes Behéltnis pipettiert. Hinzugefiigt werden 200 pul 10-prozentiger
Sulfosalicylsdure. Dieses Gemisch muss stark durchgeschiittelt werden. Anschlieend wird
die Losung fiir ca. 30 Minuten bei +4 °C kiihl gelagert. Es folgt dann die Zentrifugation, die
nach 10 Minuten abgeschlossen ist. SchlieBlich findet eine Verdiinnung der Fliissigkeit mit
einem Puffer statt. Die Probe sollte dann einen pH-Wert von 2,20 +/- 0,1 aufweisen. Ist dies
nicht der Fall, fiigt man dem Gemisch eine entsprechende Menge alkalischer Losung hinzu,
bis man den gewiinschten pH-Wert erreicht. Jetzt kann die Probe analysiert werden. Um die
Ergebnisse nicht zu verfilschen, sollte die Bearbeitung der Proben sofort erfolgen oder die
Aufbewahrung in einem Gefrierschrank stattfinden. Werden die Proben iiber einen ldngeren

Zeitraum gekiihlt, kdnnen nachtrigliche Niederschldge auftreten. Diese konnen eine Blockade
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im Einspritzsystem oder in den Trennungssdulen des LC 3000 hervorrufen. Aus diesem
Grund wird empfohlen, die Probe ein weiteres Mal bei 3000 U zu zentrifugieren, bevor man

mit der Analyse beginnt.

Bei der Nachsédulenderivatisierung, die der Amino Acid Analyser vornimmt, werden die
freien Aminoséduren iiber eine lonenaustauschchromatografie mit einem Stufengradienten
aufgetrennt und das Derivatisierungsreagenz nach der Sdule mit einer weiteren Pumpe
zugemischt. Eine Reaktionsschleife, deren Linge so gewihlt ist, dass die Verweildauer der
Reaktionsmischung in der Schleife der erforderlichen Reaktionszeit entspricht, ermdglicht die
Umsetzung der Aminosduren mit dem Reagenz im kontinuierlichen Durchfluss. Hierzu
benotigt man einen Detektor, der zum Nachweis und zur Quantifizierung verwendet wird
(Ashman, 1985). Der LC 3000 verwendet zur Umsetzung mit den Aminoséuren Ninhydrin.
Da die meisten Aminosduren (so auch Phenylalanin und Tyrosin) keine physikalischen oder
optischen Eigenschaften haben, die ihren Nachweis in der Probe direkt mdglich machen, ist es
erforderlich, dass man sie sichtbar macht. Dies ist moglich, indem man die zu bestimmenden
Aminosduren Phenylalanin und Tyrosin mit einem Reagenz reagieren ldsst, welches als
Produkt photometrisch gemessen werden kann. Zu diesem Zweck eignet sich Ninhydrin

besonders gut.

Wiéhrend des Durchlaufs durch eine Reaktionsschleife reagiert Ninhydrin quantitativ mit
primdren und sekundéren Aminen bei einer Temperatur von 100-130 °C. Ninhydrin bewirkt
iiber die Bildung einer Schiffschen Base eine oxidative Decarboxylierung der Aminosaure.
Die Hydrolyse der Schiffschen Base des decarboxylierten Produkts fiihrt zu einem Aldehyd
und einem Ninhydrinderivat, das den Aminstickstoff der Aminosdure trigt. Dieses
Ninhydrinderivat  bildet mit dem mittleren Carbonyl-C-Atom eines zweiten
Ninhydrinmolekiils eine Schiffsche Base, die durch Deprotonierung einen blauvioletten
Farbstoff ergibt (sieche Abbildung 3). Der Rest R geht dabei nicht in das detektierbare Produkt
ein. Die Identifizierung der Aminosduren erfolgt nicht {iber ihre Derivate, sondern allein
anhand der Retentionszeit wahrend der Chromatografie. Der gebildete Farbstoff dient nur zur

Quantifizierung.

Es entstehen keine storenden Nebenprodukte oder Mehrfachderivate. Die Reaktionsprodukte
haben ihr Absorptionsmaximum im UV-Licht bei 570 nm (primdre Amine) und 440 nm

(sekundédre Amine). Die Trennung erfolgt auf einem sphérischen Ionenaustauscherharz (10 %
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DVB quervernetztes Polystyrol 4 x 150 mm) in Citratpuffer beginnend bei pH 2. Die Elution
erfolgt mit einem Dreistufengradienten mit steigender Salzkonzentration, steigendem pH und
ansteigender Temperatur. Detektiert wird bei 550 nm. Die Nachweisgrenze liegt heute bei 50

pmol.

A. Biidung der Schiffschen Base:
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Abbildung 3: Ninhydrinreaktion mit primiiren und sekundiiren Aminen (Barrett, 1985)
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3.4. Datenauswertung und Beurteilung der Analysen

Die iiber eine Chromatografiesdule aufgetrennten Aminosiduren werden in einem UV- oder
Fluoreszenzdetektor ~ bei  der  Wellenlinge  detektiert, welche die  hochsten
Absorptionsausbeuten, entsprechend dem verwendeten Chromophor oder Fluorophor,
erwarten lisst. Die Absorptionswerte werden analog oder digital entlang einer Zeitachse als
Chromatogramm dargestellt. Die Flichenwerte der einzelnen Peaks sind proportional zur
Menge des absorbierenden Derivats. Diese Flichenwerte werden mit den Flachenwerten eines
Standardchromatogramms, in dem definierte Mengen aller Aminoséuren aufgetrennt sind und
nach dem das System kalibriert ist, verglichen und zur Quantifizierung verwendet. Da die
Absorption nicht bei allen Derivatisierungsmethoden linear mit der Menge an Aminosduren
zunimmt, muss das System mit unterschiedlichen Aminosdurenkonzentrationen kalibriert
werden. Die Konzentrationen der fiir die Eichung verwendeten Ldsungen und der zu
analysierenden Probe sollten im gleichen Mengenbereich liegen. Zusétzlich werden bei der
Eichung Korrekturfaktoren mit eingebracht, die die Aminosduren Phenylalanin und Tyrosin
bzw. deren Derivatisierungsverhalten beriicksichtigen (z.B. unvollstindige Derivatisierung,
mehrere Peaks). Gerade bei der Analyse geringer Mengen ist die Subtraktion einer
,Nullwertanalyse“, das heillt einer Hydrolyse, bei der nur Hydrolysemedium (aber keine
Probe) vorliegt, zur Korrektur von Verunreinigungen notig. Interne Standards - Substanzen,
die im normalen Proteinhydrolysat nicht vorkommen wie Norleucin - , die bereits vor der
Hydrolyse in definierter Menge zugegeben werden, dienen zur Korrektur von Verlusten, die

wihrend der einzelnen Analyseschritte auftreten.

Trotz einer genauen Kalibrierung und der Einfiihrung interner Standards muss das Ergebnis
der durchgefiihrten Aminosdurenanalyse kritisch gepriift werden. Fiir die Aminoséure
Phenylalanin liefert die Analyse auch bei sehr geringen Mengen verldssliche Ergebnisse,
wohingegen Tyrosin du3erst oxidaseempfindlich ist und haufig zu niedrig bestimmt wird. Um
trotz des unterschiedlichen Hydrolyseverhaltens der jeweiligen Aminosdure eine moglichst
genaue Quantifizierung zu ermdglichen, ist es notwendig, die Hydrolyse bei verschiedenen
Temperaturen zu wiederholen und dann die Werte der einzelnen Analysen zu extrapolieren,

um so fiir die jeweilige Aminosdure den Maximalwert zu erhalten.

Aminosdurenanalysen sind heute mit einem Fehler kleiner +/- 10 % in einem Bereich iiber 10

pmol pro Aminosdure quantitativ durchfithrbar, auch wenn die Nachweisgrenze bei den
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einzelnen Methoden weit darunter im Femtomolbereich liegt. Der Hauptanteil der Fehlerquote
liegt dabei auf Seiten der Hydrolyse, wahrend die Chromatografie mit Fehlern kleiner 2 %
durchfiihrbar ist.

Ziel der Aminosdurenanalytik ist nicht mehr die Steigerung der Sensitivitdt der Analysen,
sondern die Vermeidung von Kontaminationen durch bessere Probenvorbereitung. Dadurch
soll die Diskrepanz zwischen den praktisch und theoretisch erreichbaren Detektionsgrenzen
verringert werden. Die Vermeidung zusitzlicher Arbeitsschritte durch Vollautomatisierung
(Hydrolyse, Derivatisierung und Chromatografie in einem kontinuierlichen Arbeitsgang)

wiirde die Aminosdurenanalytik diesem Ziel wesentlich néher bringen.

3.5 Auswertung des Phenylalanin-Belastungstests

Ziel der vorgelegten Promotion ist es, zu liberpriifen, ob sich die einzelnen Werte des Tests
bei Patienten mit DRD signifikant von den Patientengruppen mit F-ITD und G-ITD
unterscheiden. Fiir die statistische Auswertung der einzelnen Phenylalanin-, Tyrosin- und
Ratio-Werte wurde der U-Test nach Whitney angewendet. Dieser Test eignet sich besonders
gut fir kleine Fallzahlen, wie sie hier zur Auswertung vorliegen. Der Test kann bei
unabhingigen Stichproben eingesetzt werden. Ein besonderer Vorteil gegeniiber anderen
statistischen Tests besteht darin, dass fiir die zu bestimmenden Messgroflen keine
Normalverteilung vorausgesetzt wird. Falls die Verteilungen der Messgroflen anndhernd

gleiche Wolbungen aufweisen, ist der Test relativ trennscharf.
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4. Ergebnisse

Im folgenden werden die Ergebnisse des Phenylalanin-Belastungstests fiir die Patienten mit F-
ITD, G-ITD und DRD getrennt dargestellt. Dabei wird der Verlauf der Aminosduren
Phenylalanin und Tyrosin sowie die Ratio Phe/Tyr einzeln aufgefiihrt. Im Anschluss daran
werden die Mittelwerte der verschiedenen Gruppen miteinander und mit Kontrollen anderer
Studien verglichen. Abschlieend werden die individuellen Werte der einzelnen Dystonie-

Formen zu den verschiedenen Messzeitpunkten miteinander verglichen.

4.1 Ergebnisse des Phenylalanin-Belastungtests bei Patienten mit F-ITD

4.1.1 Verlauf der Aminosiure Phenylanin bei Patienten mit F-ITD

Mittelwerte Phenylalanin bei fokaler Dystonie
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Abbildung 4: Mittelwerte der Aminosiure Phenylalanin bei Patienten mit F-ITD

In Abbildung 4 ist der Verlauf der Mittelwerte der Aminosdure Phenylalanin bei Patienten mit
F-ITD dargestellt. In den Tabellen 1 und 4 (siche Anhang) sind die Phenylalanin-

Plasmaspiegel der einzelnen Patienten mit F-ITD sowie die Mittelwerte aufgefiihrt.

Bei der isolierten Betrachtung der Ergebnisse des Phenylalanin-Belastungstests bei Patienten
mit F-ITD erkennt man, dass der Ausgangswert der Aminosdure Phenylalanin bei 9 von 10
Patienten in einem Bereich liegt, wie er auch bei Kontrollen einer anderer Studie gemessen
wurde (Bremer et al., 1966). Im Durchschnitt liegt er bei 80,74 umol (Standardabweichung
26,51pumol/l) und nimmt Werte zwischen 58,3 und 89,2 pmol/l an. Nur bei einer Patientin
erreicht der Ausgangswert einen dreistelligen Wert mit 148,7 umol/l. Der durchschnittliche
Plasmaspiegel eine Stunde nach Belastung liegt bei 892 umol/l. Dies ist der hochste Wert
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dieses Parameters, der im Verlauf des vierstiindigen Tests erreicht wird. Die
Standardabweichung von 428,99 umol/l weist auf die breite Streuung der Resultate nach einer
Stunde hin. Der niedrigste Wert liegt bei 438 umol/l, wobei der hochste bei 1642,7 umol/l
liegt. Auftillig ist, dass 2 der 10 getesteten Patienten mit F-ITD einen Wert weit iiber 1000
umol/l zeigen, wihrend die restlichen 8 Patienten deutlich darunter liegen. Keine
wesentlichen Verdnderungen ergeben sich bei der Analyse der Plasmaspiegel 2 Stunden nach
Belastung mit Phenylalanin. Auch hier findet man im Vergleich zum Ausgangswert stark
erhohte Werte. Im Durchschnitt kann ein Wert von 824,66 pmol/l beobachtet werden. Im
Vergleich zum 1-Stunden-Wert kann somit ein geringfiigiger Abfall der Aminosdure
verzeichnet werden. Durch die beiden ,,Ausreifler fillt die Standardabweichung mit 457,74

umol/l ebenfalls recht hoch aus.

Betrachtet man die Ergebnisse, die man nach der 4. Blutentnahme erhilt, fillt auf, dass bei
allen untersuchten Patienten ein im Vergleich zum 1 bzw. 2-Stunden-Wert deutlich
niedrigerer Plasmaspiegel von Phenylalanin vorliegt. Der Durchschnittswert betrdgt zu
diesem Messzeitpunkt 476,08 pmol/l, wobei die Standardabweichung mit 341,45 umol/l
niedriger liegt als die beiden Standardabweichungen zum Zeitpunkt 1 bzw. 2 Stunden nach

Belastung

4.1.2 Verlauf der Aminosiure Tyrosin bei Patienten mit F-ITD

Mittelwerte Tyrosin bei fokaler Dystonie
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Abbildung 5: Mittelwerte der Aminosédure Tyrosin bei Patienten mit F-ITD

In Abbildung 5 ist der Verlauf der Mittelwerte der Aminoséure Tyrosin bei Patienten mit F-
ITD dargestellt. In den Tabellen 1 und 4 (sieche Anhang) sind die Tyrosin-Plasmaspiegel der

einzelnen Patienten mit F-ITD sowie die Mittelwerte aufgefithrt. Der Ausgangswert von
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Tyrosin vor Belastung mit Phenylalanin liegt mit durchschnittlich 53,56 +/- 18,55 umol/l
etwas unter der Aminosdure Phenylalanin. Im Gegensatz zu dem Nullwert bei Phenylalanin
konnte bei keinem Patienten fiir Tyrosin eine deutliche Abweichung festgestellt werden, die
Werte rangieren zwischen 41,5 und 92,3 pmol/l. Die Patientin, bei der der Ausgangswert fiir
Phenylalanin deutlich erhoht ist, zeigt einen auffillig niedrigen Tyrosinwert (42,4 umol/l). 1
Stunde nach Belastung kann bei allen Patienten eine Erhohung des Tyrosinspiegels
beobachtet werden, der mit einem Durchschnittswert von 100,12 +/- 17,75 pmol/l aber
deutlich unter dem 1-Stunden-Wert von Phenylalanin liegt. Wéahrend der Plasmaspiegel von
Phenylalanin um mehr als das 10-fache ansteigt, liegt bei Tyrosin zu diesem Zeitpunkt nur
eine Verdoppelung vor. 2 Stunden nach Durchfiihrung des Tests steigt der Tyrosinspiegel im
Blut weiterhin an. Der Durchschnittswert liegt bei 125,81 +/- 31,20 pmol/l. Auch hier
unterscheiden sich die Ergebnisse im Vergleich zu den Phenylalaninspiegeln, wo bereits ein
Maximum nach einer Stunde gemessen werden kann. Dieser Hochstwert wird fiir Tyrosin erst
nach 4 Stunden erreicht, wo die mittleren Plasmaspiegel bei 135,84 umol/l liegen. Die fiir
Tyrosin errechnete hochste Standardabweichung von 60,78 pmol/l ist jedoch ein Hinweis
dafiir, dass eine breitere Streuung der Werte zu diesem Zeitpunkt vorliegt. Eine Patientin
bildet eine Ausnahme, bei ihr kann ein maximaler Tyrosinwert bereits nach 2 Stunden

gemessen werden.

4.1.3 Analyse der Ratio Phe/Tyr bei Patienten mit F-ITD

Mittelwerte Ratio Phe/Tyr bei fokaler Dystonie
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Abbildung 6: Mittelwerte der Ratio Phe/Tyr bei Patienten mit F-ITD

In Abbildung 6 ist der Verlauf der Mittelwerte der Ratio Phe/Tyr bei Patienten mit F-ITD
dargestellt. In den Tabellen 1 und 4 (siche Anhang) sind die Ratio-Profile der einzelnen
Patienten mit F-ITD sowie die Mittelwerte aufgefiihrt. Die Ratio Phe/Tyr zum Zeitpunkt 0
(vor Belastung) bei Patienten mit F-ITD liegt bei 1,41 +/- 0,82. Nach einer Stunde zeigen die
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Patienten eine erhohte Ratio von 9,14 +/- 5,17, dies bedeutet einen mittleren Prozentanstieg
von 716,1 +/- 328,1 %. Dieser Anstieg stellt bei den getesteten Patienten auch gleichzeitig ein
Maximum dar. Nach 2 Stunden ist bereits ein Abfall der Ratio zu erkennen (7,1 +/- 5,02), der
mittlere Prozentanstieg im Vergleich zum Ausgangswert liegt noch bei 554,7 %. Der 4-
Stunden-Wert geht mit einem noch deutlicheren Abfall der Ratio einher (3,63 +/- 14,59).
Gemessen am Ausgangswert entspricht dies einem durchschnittlichen Prozentanstieg von

265,7 +/-182,44 %.

Bei 2 der 10 getesteten Patienten mit F-ITD kann jedoch einer von den Kontrollen
abweichender Test nachgewiesen werden. Der Ausgangswert ist bis auf eine leichte Erhohung
bei einer der beiden Patienten noch unauffillig. Nach zwei Stunden zeigen beide Patienten
jedoch eine erhohte Ratio, wie sie z.B. bei DRD vorkommt (Hyland et al., 1997). Diese
erhohte Ratio bleibt auch nach 2 bzw. 4 Stunden bestehen, wenngleich beim 4-Stunden Wert

auch hier ein Abfall der Ratio beobachtet werden kann.

4.2 Ergebnisse des Phenylalanin-Belastungstests bei Patienten mit G-ITD

4.2.1 Verlauf der Aminosiure Phenylalanin bei Patienten mit G-ITD
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Abbildung 7: Mittelwerte der Aminosdure Phenylalanin bei Patienten mit G-ITD

Der Verlauf der Mittelwerte bei Patienten mit G-ITD ist in Abbildung 7 dargestellt. In den
Tabellen 2 und 5 (siche Anhang) sind die Phenylalanin-Plasmaspiegel der einzelnen Patienten
mit G-ITD sowie die Mittelwerte aufgefiihrt. Der Verlauf der Aminoséure Phenylalanin bei
Patienten mit G-ITD zeigt einige Parallelen zu dem bei Patienten mit F-ITD. Auch hier kann
man einen unauffilligen Ausgangswert beobachten, der Werte zwischen 43,9 pmol/l und 87,2

umol/l annimmt. Der Durchschnittswert ist mit 65,66 +/- 14,11 pumol/l etwas niedriger
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angesiedelt als bei F-ITD. 1 Stunde nach Belastung kann ein Anstieg des Plasmaspiegels von
Phenylalanin festgestellt werden, der mit 572,45 +/- 266,36 pumol/l im Durchschnitt aber
unauffillig ist. Genau wie bei F-ITD stellt der nach einer Stunde gemessene Wert ein
Maximum dar. Dieser Hochstwert liegt unter dem bei F-ITD, wobei darauf hingewiesen muss,
dass 2 der 10 getesteten Patienten mit F-ITD einen deutlich erhohten 1-Stunden-Wert
aufweisen. Dadurch féllt der Mittelwert dort insgesamt hoher aus. Bei den Patienten mit G-
ITD zeigt keiner zu diesem Zeitpunkt ein auffélliges Ergebnis. Dies macht auch die im
Vergleich niedrigere Standardabweichung deutlich. 2 Stunden nach Belastung lésst sich ein
dhnlich hoher Phenylalaninspiegel nachweisen. Der Mittelwert von 533,36 +/- 257,37 pmol/l
macht deutlich, dass nur ein sehr geringer Abfall der Aminosdure vorliegt. Auch hier ist der
Verlauf dhnlich dem der Patienten mit F-ITD, die nach 2 Stunden ebenfalls einen minimalen
Abfall von Phenylalanin zeigen. Deutlich erkennbar ist das Absinken erst nach 4 Stunden, wo
nur noch ein durchschnittlicher Wert von 315,39 +/- 178,97 pumol/l erreicht wird. Dies
entspricht auch anndhernd dem 4-Stunden-Wert bei Patienten mit F-ITD, der nur etwas hoher

liegt.

4.2.2 Verlauf der Aminosiure Tyrosin bei Patienten mit G-ITD

Mittelwerte Tyrosin bei generalisierter Dystonie
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Abbildung 8: Mittelwerte der Aminosiure Tyrosin bei Patienten mit G-ITD

Der Verlauf der Aminosdure Tyrosin ist in Abbildung 8 dargestellt. In den Tabellen 2 und 5
(siche Anhang) sind die Tyrosin-Plasmaspiegel der einzelnen Patienten mit G-ITD sowie die
Mittelwerte aufgefiihrt. Der Ausgangswert der Aminosdure Tyrosin vor Belastung mit
Phenylalanin liegt mit 65,66 +/- 14,11 umol/l etwa in der Hohe des Phenylalaninspiegels vor
Belastung. Im Vergleich zu Patienten mit F-ITD ist wieder eine Parallele zu erkennen, wobei

der Ausgangswert unwesentlich hoher liegt. Insgesamt rangieren die Werte zwischen 35,2 und
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110,7 pmol/l. 1 Stunde nach Belastung ist der Tyrosinspiegel bei den Patienten mit G-ITD im
Durchschnitt auf 130,93 +/- 36,54 umol/l angestiegen, trotzdem ist dieser Anstieg verglichen
mit dem 1-Stunden-Wert von Phenylalanin als geringfiigig zu betrachten. Wahrend der
Plasmaspiegel fiir Phenylalanin wie auch schon bei F-ITD um das ca.l0-fache ansteigt,
beobachtet man fiir Tyrosin zu diesem Zeitpunkt nur eine Verdoppelung der Werte. 2 Stunden
nach Durchfiihrung des Tests steigt der Tyrosinspiegel im Blut weiter an und erreicht sein
Maximum (144,61 +/- 43,71 pmol/l). Im Vergleich zu den Ergebnissen fiir den Parameter
Phenylalalanin, wo der Hochstwert sowohl bei F-ITD als auch bei G-ITD nach einer Stunde
gemessen wird, liegt bei der Tyrosinbestimmung ein verzogerter Anstieg vor. Dieser fillt aber
wie schon der 1-Stunden-Wert wesentlich niedriger aus als der diesem Zeitpunkt
entsprechende Phenylalaninspiegel. 4 Stunden nach Belastung ist der Tyrosinspiegel bei
Patienten mit G-ITD dem der mit F-ITD nahezu identisch und liegt im Durchschnitt bei 136,2
+/- 67,81 umol/l. Die Standardabweichung macht deutlich, dass nach 4 Stunden eine breite

Streuung der Werte vorliegt, wie sie auch bei F-ITD nachweisbar ist.

4.2.3 Analyse der Ratio Phe/Tyr bei Patienten mit G-ITD

Mittelwerte Ratio Phe/Tyr bei generalisierter Dystonie
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Abbildung 9: Mittelwerte der Ratio Phe/Tyr bei Patienten mit G-ITD

Der Verlauf der Ratio bei Patienten mit G-ITD ist in Abbildung 9 dargestellt. In den Tabellen
2 und 5 (siche Anhang) sind die Ratio-Profile der einzelnen Patienten mit G-ITD sowie die
Mittelwerte aufgefiihrt. Das Verhéltnis des Quotienten Phe/Tyr nimmt bei Patienten mit G-
ITD zum Zeitpunkt 0 (vor Belastung) einen Mittelwert von 0,98 +/- 0,17 an. Dies entspricht
den Werten, wie sie auch bei den Patienten mit F-ITD vor Belastung beobachtet werden. 1

Stunde nach Belastung zeigen alle Patienten eine erhohte Ratio, die bei 4,73 +/- 2,6 liegt. Dies
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bedeutet gegeniiber dem Nullwert einen mittleren Prozentanstieg von 472,1 +/- 192,05 %.
Damit liegt die Ratio zu diesem Zeitpunkt deutlich unter der bei F-ITD. Dort ist der mittlere
Prozentanstieg 1 Stunde nach Belastung deutlicher zu erkennen. Trotzdem werden auch bei
den getesteten Patienten mit G-ITD im Verlauf des Belastungstests zu keinem weiteren
Zeitpunkt hohere Werte fiir die Ratio erreicht. Bereits nach 2 Stunden erkennt man einen
Abfall der Ratio. Diese liegt bei 3,87 +/- 1,91, der mittlere Prozentanstieg in bezug auf den
Nullwert betrdgt 390,7 +/- 153,63 %. Wie schon 1 Stunde nach Belastung ist die Ratio damit
immer noch erhoht, sie erreicht aber nicht die Hohe der Werte der Patienten mit F-ITD.
Gemeinsam ist beiden Gruppen allerdings, dass die Werte in einem Bereich liegen, wie sie
auch bei Gesunden zu finden sind. 4 Stunden nach Durchfiihrung des Tests ist ein weiterer
Abfall der Ratio zu erkennen (2,61 +/- 1,36). Im Vergleich zu dem bei dieser Gruppe
erhaltenen Wert vor Belastung betrdgt der mittlere Prozentanstieg nur noch 271,0 +/- 142,68
%. Dies entspricht auch fast genau dem 4-Stunden-Wert bei Patienten mit F-ITD. Dadurch
wird deutlich, dass bei den Patienten mit G-ITD der Abfall der Ratio anscheinend langsamer

verlduft und weniger stark ausgepragt ist.

4.3 Ergebnisse des Phenylalanin-Belastungstests bei Patienten mit DRD

4.3.1 Verlauf der Aminosiure Phenylalanin bei Patienten mit DRD

Mittelwerte Phenylalanin bei DRD
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Abbildung 10: Mittelwerte der Aminosiure Phenylalanin bei Patienten mit DRD

Der Verlauf der Mittelwerte der Aminosdure Phenylalanin bei Patienten mit DRD ist in
Abbildung 10 dargestellt. In den Tabellen 3 und 6 (sieche Anhang) sind die Phenylalanin-
Plasmaspiegel der einzelnen Patienten mit DRD sowie die Mittelwerte aufgefiihrt. Im

Gegensatz zu den Patienten mit F-ITD und G-ITD, bei denen insgesamt 18 von 20 getesteten
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Personen unauffillige Phenylalanin-Plasmaspiegel zeigen, sind die Ergebnisse bei den DRD-
Patienten durchweg auffillig. Nur beim Ausgangswert sind die Resultate vergleichbar mit
denen bei den anderen Formen der Dystonie. Es kann ein Mittelwert von 84,19 +/- 16,80
umol/l gemessen werden. Ein dhnlicher Wert vor Belastung wird auch bei Patienten mit F-
ITD festgestellt, der Nullwert bei G-ITD ist geringfiigig niedriger. 1 Stunde nach Belastung
kann bei allen Patienten ein drastischer Anstieg des Phenylalaninspiegels beobachtet werden.
Mit einem Durchschnittwert von 1148,68 +/- 335,22 umol/l liegen die Werte nach einer
Stunde weit iiber denen bei F-ITD und G-ITD. Dieser stark erhdhte Anstieg setzt sich nach 2
Stunden noch weiter fort und erreicht einen Mittelwert von 1388,70 +/- 296,39 umol/l. Auch
hier erkennt man einen deutlichen Unterschied zu den anderen Dystonie-Formen, wo nach 2
Stunden bereits ein leichter Abfall der Phenylalaninspiegel festgestellt werden kann.
Hochstwerte werden bei Patienten mit DRD im Durchschnitt nach 4 Stunden erreicht. Der
Mittelwert liegt bei 1425,02 +/- 361,56 umol/l. Vergleicht man die absoluten Werte der
einzelnen Patienten, stellt man fest, dass 6 der 10 getesteten Patienten mit DRD ihren
hochsten Phenylalaninspiegel nach 2 Stunden aufweisen. Durch die extrem hohen 4-Stunden-
Werte der anderen 4 Patienten liegt der hochste erreichte Wert jedoch im Durchschnitt erst zu

einem spateren Zeitpunkt.

4.3.2 Verlauf der Aminosiiure Tyrosin bei Patienten mit DRD
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Abbildung 11: Mittelwerte der Aminoséiure Tyrosin bei Patienten mit DRD

Der Verlauf der Tyrosin-Mittelwerte ist in Abbildung 11 dargestellt. In den Tabellen 3 und 6
(siche Anhang) sind die Tyrosin-Plasmaspiegel der einzelnen Patienten mit DRD sowie die
Mittelwerte aufgefiihrt. Betrachtet man die Plasmaspiegel der Aminosdure Tyrosin bei

Patienten mit DRD, so ist kein signifikanter Unterschied im Vergleich zu den Ergebnissen bei
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Patienten mit F-ITD und G-ITD feststellbar. Der Ausgangswert vor Belastung liegt mit 74,00
+/- 28,07 umol/l in einem Bereich, wie er auch bei Gesunden feststellbar ist. Zu diesem
Zeitpunkt werden bei den anderen Formen der Dystonie nur geringfiigig hohere Werte
gemessen. 1 Stunde nach Belastung, wo der Phenylalaninspiegel der DRD-Patienten drastisch
ansteigt, sind die Tyrosinwerte im Vergleich dazu nur minimal erhoht. Es wird ein mittlerer
Wert von 92,63 +/- 28,69 umol/l erzielt. Im weiteren Verlauf dndern sich diese auch nicht
erheblich. So kann 2 Stunden nach Durchfiihrung des Tests ein weiterer Anstieg beobachtet
werden, der aber erneut nur als geringfiigig zu betrachten ist (101,04 +/- 31,49 pmol/l).
Sowohl bei Patienten mit F-ITD als auch mit G-ITD liegt der Tyrosinwert zu diesem
Zeitpunkt hoher. Dies gilt auch fiir den 4-Stunden-Wert, wo der Tyrosinspiegel mit 114,27 +/-
40,06 umol/l zwar seinen Hochstwert erzielt, im Vergleich zum 2-Stunden-Wert aber kaum
eine Verdnderung zeigt. Insgesamt machen die Resultate der DRD-Patienten deutlich, dass ein
deutlich erhdhter Phenylalaninspiegel einen in Relation dazu erniedrigten Tyrosinspiegel zur

Folge hat.

4.3.3 Analyse der Ratio Phe/Tyr bei Patienten mit DRD

Mittelwerte Ratio Phe/Tyr bei DRD
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Abbildung 12: Verlauf der Ratio Phe/Tyr bei Patienten mit DRD

Der Verlauf der Ratio Phe/Tyr bei Patienten mit DRD ist auch in Abbildung 12 dargestellt. In
den Tabellen 3 und 6 (siche Anhang) sind die Ratio-Profile der einzelnen Patienten mit DRD
sowie die Mittelwerte aufgefiihrt. Bei der Analyse der Ratio von Patienten mit DRD wird der
auffillige Verlauf besonders deutlich sichtbar. Der Ausgangwert liegt in einem Bereich, wie
er bei Patienten mit F-ITD und G-ITD gemessen wird (1,28 +/- 0,51). 1 Stunde nach
Belastung mit Phenylalanin sind die Ratio-Werte im Vergleich zu Kontrollen stark erhoht. Es
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wird ein Mittelwert von 13,15 +/- 4,91 erreicht, dies bedeutet einen Anstieg von 1056,3 +/-
362,8 %. Bei keinem der Patienten mit G-ITD und nur bei 2 der 10 getesteten Patienten mit F-
ITD kann zu diesem Zeitpunkt ein so steiler Anstieg der Ratio beobachtet werden. 2 Stunden
nach Durchfiihrung des Tests ist der Quotient Phe/Tyr am grofiten, da zu diesem Zeitpunkt
der Phenylalaninspiegel im Blut die hochsten Werte annimmt und der Tyrosinspiegel im
Verhiltnis dazu kaum ansteigt. Gegeniiber dem Ausgangswert betrdgt der durchschnittliche
Anstieg nach 2 Stunden 1242,0 +/- 348,28 % und liegt damit weit iiber den Ratio-Werten bei
den anderen Formen der Dystonie. 4 Stunden nach Belastung erkennt man nur einen
minimalen Abfall der Ratio, die Werte bleiben weiterhin deutlich erhdht (13,39 +/- 4,85). Der
mittlere Prozentanstieg erreicht mit 1141,1 +/- 423,57 % einen gegeniiber dem Ausgangswert
immer noch so hohen Anstieg, wie er bei allen getesteten Patienten im Durchschnitt nur bei

DRD-Patienten vorkommt.

4.4. Mittelwerte der verschiedenen Dystonie-Formen im Vergleich
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Abbildung 13: Mittelwerte der Aminosiiure Phenylalanin bei den verschiedenen Dystonie-Formen im
Vergleich untereinander
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Abbildung 14: Mittelwerte der Aminosiiure Phenylalanin der verschiedenen Dystonie-Formen im
Vergleich mit Kontrollen

Auf den Abbildungen 13 und 14 sind die Mittelwerte der Aminosdure Phenylalanin bei F-
ITD, G-ITD und DRD im Vergleich untereinander sowie im Vergleich mit Kontrollen
dargestellt. Wéahrend die Ausgangswerte in allen Gruppen auf einem dhnlichen Niveau liegen,
zeigen sich zu allen Zeitpunkten nach Belastung deutliche Unterschiede bei den einzelnen
Formen der Dystonie. Man erkennt, dass bei DRD-Patienten die Phenylalanin-Plasmaspiegel
1, 2 und 4 Stunden deutlich erhoht sind, wobei ein Maximum nach 4 Stunden erreicht wird.
Sie sind verglichen mit den Werten bei Patienten mit G-ITD 1 (p = 0,0032), 2 (p = 0,0002)
und 4 Stunden (p = 0,0002) nach Belastung signifikant erhoht. Gegeniiber Patienten mit F-
ITD konnten signifikante Ergebnisse nach 2 (p = 0,0156) und 4 Stunden (p = 0,0002) erzielt
werden, nicht jedoch nach 1 Stunde (p = 0,1736). Gemeinsam ist Patienten mit F-ITD und G-
ITD, dass die Werte zu jedem Messzeitpunkt mit Kontrollwerten anderer Studien (Bremer et
al., 1966) vergleichbar sind. Ein Maximum wird bei diesen beiden Formen der Dystonie
bereits nach einer Stunde gemessen, danach erkennt man einen Abfall der Phenylalanin-
Plasmaspiegel. Insgesamt liegen die gemessenen Werte wihrend des gesamten Zeitraums bei

G-ITD etwas unter denen der Patienten mit F-ITD.
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Abbildung 15: Mittelwerte der Aminoséiure Tyrosin der verschiedenen Dystonie-Formen im Vergleich
untereinander
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Abbildung 16: Mittelwerte der Aminoséiure Tyrosin der verschiedenen Dystonie-Formen im Vergleich mit
Kontrollen

Die Mittelwerte der Tyrosinspiegel von Patienten mit F-ITD, G-ITD und DRD im Vergleich
untereinander sowie mit Kontrollen sind in den Abbildungen 15 und 16 dargestellt. Der
Verlauf dieser Aminosdure ist bei den verschiedenen Dystonie-Formen dem Verlauf der
Phenylalanin-Plasmaspiegel entgegengesetzt. DRD-Patienten zeigen einen unauffilligen
Ausgangswert und haben auch nach Belastung einen Tyrosinspiegel, wie er bei Gesunden
gemessen wird. Im Vergleich zu Patienten mit F-ITD und G-ITD sind die Werte sogar
erniedrigt. Der Hochstwert kann bei DRD-Patienten nach 4 Stunden gemessen werden, wobei
die Tyrosinwerte zu den verschiedenen Zeitpunkten kaum variieren. Patienten mit F-ITD und
G-ITD haben ebenfalls einen unauffilligen Ausgangswert. Auch 1, 2 und 4 Stunden nach

Belastung befindet sich der Tyrosinspiegel in einem Bereich, wie er auch bei Kontrollen



42

(Bremer et al., 1966) gemessen wird. Bei Patienten mit G-ITD liegen die Werte zu jedem
Zeitpunkt nach Belastung etwas unter denen der Patienten mit F-ITD. Auch hier ist im
Vergleich zum Phenylalaninspiegel ein umgekehrter Verlauf zu erkennen. Bei allen Formen
der Dystonie sind die Tyrosinwerte vergleichbar, wobei DRD-Patienten die niedrigsten

Tyrosinspiegel aufweisen.
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Abbildung 17: Mittelwerte der Ratio Phe/Tyr der verschiedenen Dystonie-Formen im Vergleich
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Abbildung 18: Mittelwerte der Ratio Phe/Tyr der verschiedenen Dystonie-Formen im Vergleich mit
Kontrollen

Der Verlauf der Ratio-Mittelwerte des Quotienten Phe/Tyr von Patienten mit F-ITD, G-ITD
und DRD im Vergleich untereinander sowie im Vergleich mit Kontrollen ist in den
Abbildungen 17 und 18 dargestellt. Man erkennt in den einzelnen Gruppen grof3e Parallelen

zum Verlauf der Phenylalanin-Plasmaspiegel. Der Ausgangswert ist bei allen Patienten
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unauffillig. Patienten mit DRD zeigen 1, 2 und 4 Stunden nach Beginn des Tests deutlich
erh6hte Ratio-Profile, wobei ein Maximum nach 2 Stunden erreicht wird. Fast identische
Werte wurden auch bei DRD-Patienten einer andere Studie gemessen (Hyland et al., 1997).
Im Vergleich zu Patienten mit F-ITD und G-ITD sind die Ratio-Profile sowohl nach 1 (p =
0,0413 bzw. p = 0,0007), 2 (p = 0,0052 bzw. 0,0002) und 4 Stunden (p = 0,0082 bzw. p =
0,0002) signifikant erhoht. Die Patienten dieser beiden Gruppen zeigen zu jedem Zeitpunkt
nach Belastung eine Ratio Phe/Tyr, wie sie auch bei Kontrollen (Bremer et al., 1966)
beobachtet wird. Hochstwerte werden bei diesen Formen der Dystonie bereits nach 1 Stunde
nachgewiesen, wobei die Werte bei Patienten mit F-ITD wiahrend des gesamten Tests iiber

denen der Kontrollwerte und denen der Patienten mit G-ITD liegen.

4.5 Vergleich der individuellen Phenylalanin-Werte zwischen Patienten mit F-ITD, G-
ITD und DRD

4.5.1 Vergleich der individuellen Phenylalanin-Werte vor Belastung zwischen Patienten

mit F-ITD, G-ITD und DRD
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Abbildung 19: Vergleich der individuellen Phenylalanin-Werte der verschiedenen Dystonie-Formen vor
Belastung
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In Abbildung 19 sind die absoluten Phenylalanin-Werte der einzelnen Dystonie-Formen vor
Belastung fiir jeden Patienten einzeln in Form eines Punktediagramms dargestellt. Die
Plasmaspiegel der Patienten mit F-ITD bewegen sich zu diesem Zeitpunkt zwischen 58,3
pumol/l und 148 pmol/l. Ahnliche Werte findet man bei Patienten mit G-ITD. Dort bewegen
sich die Phenylalanin-Plasmaspiegel zwischen 43,9 pmol/l und 87,2 umol/l. Auch bei DRD-
Patienten zeigt sich ein im Vergleich zu Patienten mit F-ITD und G-ITD &hnliches Bild. Der
niedrigste gemessene Wert liegt bei 70,4 umol/l, der hochste Wert befindet sich bei 118,4

pmmol/I.

4.5.2 Vergleich der individuellen Phenylalanin-Werte 1 Stunde nach Belastung zwischen

Patienten mit F-ITD, G-ITD und DRD
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Abbildung 20: Vergleich der individuellen Phenylalanin-Werte der verschiedenen Dystonie-Formen 1
Stunde nach Belastung

In Abbildung 20 sind die absoluten Phenylalanin-Werte der verschiedenen Dystonie-Formen
1 Stunde nach Belastung fiir jeden Patienten einzeln in Form eines Punktediagramms
dargestellt. Die Plasmaspiegel der Patienten mit F-ITD bewegen sich zu diesem Zeitpunkt
zwischen 438 pumol/l und 1642,7 pmol/l und sind somit erhoht. Die Werte liegen dennoch

liberwiegend in einem Bereich, wie er auch bei Gesunden gemessen wird. Die zwei hochsten
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erreichten Plasmaspiegel in dieser Gruppe liegen ein Vielfaches iiber den anderen Messungen
(1606,7 umol/l bzw. 1642,7 umol/l). Die Werte bei Patienten mit G-ITD sind eine Stunde
nach Belastung ebenfalls erhoht. Dort bewegen sich die Phenylalanin-Plasmaspiegel zwischen
333,2 umol/l und 1273,9 umol/l. Nur der hochste gemessene Wert weicht deutlich von den
anderen ab. Bei DRD-Patienten zeigt sich 1 Stunde nach Belastung eine gegeniiber Patienten
mit F-ITD und G-ITD &hnliche Verteilung der Werte. Der niedrigste gemessene Wert liegt bei
504 pmol/l, der hochste Wert befindet sich bei 1525,6 pmol/l.

4.5.3 Vergleich der individuellen Phenylalanin-Werte 2 Stunden nach Belastung
zwischen Patienten mit F-1TD, G-ITD und DRD
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Abbildung 21: Vergleich der individuellen Phenylalanin-Werte der verschiedenen Dystonie-Formen 2
Stunden nach Belastung

In Abbildung 21 sind die absoluten Phenylalanin-Werte der verschiedenen Dystonie-Formen
2 Stunden nach Belastung fiir jeden Patienten einzeln in Form eines Punktediagramms
dargestellt. Es ist eine beginnende Auftrennung der Werte in den verschiedenen Gruppen zu
erkennen. Die Plasmaspiegel der Patienten mit F-ITD bewegen sich zu diesem Zeitpunkt
zwischen 432,7 umol/l und 1667,7 umol/l und sind erneut erhdht. Die Werte liegen dennoch
iiberwiegend in einem Bereich, wie er auch bei Gesunden gemessen wird. Die zwei hochsten

erreichten Plasmaspiegel in dieser Gruppe sind allerdings sehr aufféllig (1628,6 umol/l bzw.
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1667,6 umol/l). Die Werte bei Patienten mit G-ITD sind zwei Stunden nach Belastung
ebenfalls erhoht. Dort bewegen sich die Phenylalanin-Plasmaspiegel zwischen 139,1 umol/l
und 1071,6 pmol/l. Nur der hochste gemessene Wert weicht deutlich von den anderen ab.
Alle getesteten DRD-Patienten zeigen 2 Stunden nach Belastung weiterhin deutlich erhdhte
Phenylalanin-Plasmaspiegel. Der niedrigste gemessene Wert liegt bei 991 umol/l, der hochste
Wert befindet sich bei 2065,4 umol/l.

4.5.4 Vergleich der individuellen Phenylalanin-Werte 4 Stunden nach Belastung
zwischen Patienten mit F-ITD, G-ITD und DRD
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Abbildung 22: Vergleich der individuellen Phenylalanin-Werte der verschiedenen Dystonie-Formen 4
Stunden nach Belastung

In Abbildung 22 sind die absoluten Phenylalanin-Werte der verschiedenen Dystonie-Formen
4 Stunden nach Belastung fiir jeden Patienten einzeln in Form eines Punktediagramms
dargestellt. Die Unterschiede in den einzelnen Gruppen werden nun deutlicher sichtbar. Bei
Patienten mit F-ITD befinden sich die Werte zu diesem Zeitpunkt zwischen 191,7 umol/l und
1327,7 pmol/l. Dieser Hochstwert stellt den einzigen stark abweichenden Wert dieser
Dystonie-Form 4 Stunden nach Belastung dar. Der Phenylalanin-Plasmaspiegel bei G-ITD ist

zu diesem Zeitpunkt bei allen getesteten Patienten unaufféllig. Der niedrigste Wert liegt bei
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94,4 pmol/l, der Hochstwert von 698,5 umol/l liegt noch unter dem niedrigsten Wert bei
DRD-Patienten. Dort sind alle Werte 4 Stunden nach Belastung auffillig, sie liegen zwischen
804,9 umol/l und 1907,3 pmol/l.

4.6. Vergleich der individuellen Tyrosin-Werte zwischen Patienten mit F-ITD, G-ITD
und DRD

4.6.1 Vergleich der individuellen Tyrosin-Werte vor Belastung zwischen Patienten mit

F-ITD, G-ITD und DRD
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Abbildung 23: Vergleich der individuellen Tyrosin-Werte der verschiedenen Dystonie-Formen vor
Belastung

Abbildung 23 zeigt die absoluten Tyrosinwerte der verschiedenen Dystonie-Formen vor
Belastung fiir jeden Patienten einzeln in Form eines Punktediagamms. Die Werte liegen in
den einzelnen Gruppen in einem #hnlichen Bereich, es sind dadurch viele Uberschneidungen
erkennbar. So werden bei Patienten mit F-ITD Tyrosin-Plasmaspiegel zwischen 41,5 umol/l
und 92,3 umol/l gemessen. Bei Patienten mit G-ITD bewegen sich diese vor Belastung
zwischen 49,4 mmol/l und 87,2 umol/l. Patienten mit DRD zeigen als niedrigsten Wert 70,4

pumol/l und einen Hochstwert von 118,4 pmol/l. Somit sind alle Ausgangswerte unauffillig.
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Insgesamt sind die Werte etwas niedriger als die Phenylalanin-Plasmaspiegel, die vor
Belastung ebenfalls bei keiner Dystonie-Form aufféllig sind. Aufgrund der Werte kann keine

Zuordnung zu einer bestimmten Dystonie-Form vorgenommen werden.

4.6.2 Vergleich der individuellen Tyrosin-Werte 1 Stunde nach Belastung zwischen

Patienten mit F-ITD, G-ITD und DRD

Tyrosin 01

200

180 - n
160 -
140 -
120 |y m®
100 -
80
60 n
40 -

20

fukale Dystunis genersiislerta Dysionie DRD

Abbildung 24: Vergleich der individuellen Tyrosin-Werte der verschiedenen Dystonie-Formen 1 Stunde
nach Belastung

Abbildung 24 zeigt die absoluten Tyrosin-Werte der verschiedenen Dystonie-Formen 1
Stunde nach Belastung fiir jeden Patienten einzeln in Form eines Punktediagramms. Der
Anstieg bei Patienten mit F-ITD ist hier nur geringfiigig, die Werte liegen zwischen 72,8
pmol/l und 122,0 pmol/l. Patienten mit G-ITD erreichen einen niedrigsten Tyrosin-
Plasmaspiegel von 71,1 umol/l und einen Hochstwert von 188,4 umol/l. Auch bei Patienten
mit DRD sind die Werte dhnlich gestreut. Sie bewegen sich zwischen 48,7 umol/l und 126,5
pmol/l. Es sind somit auch 1 Stunde nach Belastung bei keinem getesteten Patienten
auffillige Tyrosin-Plasmaspiegel nachweisbar, und bei den einzelnen Dystonie-Formen sind
kaum Unterschiede feststellbar. Dadurch ist eine Zuordnung zu einer bestimmten Dystonie-

Form nicht méglich.
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4.6.3 Vergleich der individuellen Tyrosin-Werte 2 Stunden nach Belastung zwischen

Patienten mit F-ITD, G-ITD und DRD
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Abbildung 25: Vergleich der individuellen Tyrosin-Werte der verschiedenen Dystonie-Formen 2 Stunden
nach Belastung

Abbildung 25 zeigt die absoluten Tyrosin-Werte der verschiedenen Dystonie-Formen 2
Stunden nach Belastung fiir jeden Patienten einzeln in Form eine Punktediagramms. Die
Tyrosin-Plasmaspiegel unterscheiden sich nur unwesentlich von den gemessenen Werten 1
Stunde nach Belastung, es gibt weiterhin viele Uberschneidungen zwischen den einzelnen
Gruppen. Erneut findet man bei Patienten mit F-ITD unauffillige Werte zwischen 89,6 umol/l
und 178,3 pumol/l. Patienten mit G-ITD haben Tyrosin-Plasmaspiegel zwischen 67,1 pmol/l
und 216,7 pmol/l und zeigen somit ein dhnliches Bild. Mit Werten zwischen 61,4 pmol und
143,2 umol/l befinden sich die Tyrosin-Plasmaspiegel 2 Stunden nach Belastung bei DRD-
Patienten noch unter denen der Patienten mit F-ITD bzw. G-ITD. Alle gemessenen Werte sind
2 Stunden nach Belastung unauffillig, eine Unterscheidung zwischen den einzelnen Formen

der Dystonie ist anhand dieser Werte erneut nicht moglich.
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4.6.4 Vergleich der individuellen Tyrosin-Werte 4 Stunden nach Belastung zwischen

Patienten mit F-ITD, G-ITD und DRD
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Abbildung 26: Vergleich der individuellen Tyrosin-Werte der verschiedenen Dystonie-Formen 4 Stunden
nach Belastung

Abbildung 26 zeigt die absoluten Tyrosin-Werte der verschiedenen Dystonie-Formen 4
Stunden nach Belastung fiir jeden Patienten einzeln in Form eines Punktediagramms. Auch zu
diesem Zeitpunkt gibt es keine auffilligen Werte in den einzelnen Gruppen, und es sind viele
Uberschneidungen zu erkennen. So kdnnen bei Patienten mit F-ITD Tyrosin-Plasmaspiegel
zwischen 90,8 umol/l und 216,3 pumol/l gemessen werden. Diese Werte sind vergleichbar mit
den Ergebnissen nach 1 bzw. 2 Stunden. Patienten mit G-ITD weisen mit Tyrosin-
Plasmaspiegeln zwischen 31,9 pmol/l und 257,0 pmol/l ebenfalls unauffillige Werte auf.
Weiterhin unauffillig sind 4 Stunden nach Belastung auch die gemessenen Werte der DRD-
Patienten. Der niedrigste Werte in dieser Gruppe ist 61,1 umol/l, der hochste Wert liegt bei

200,7 pumol/l. Durch den &dhnlichen Verlauf zwischen den einzelnen Gruppen ist eine

Zuordnung zu einer bestimmten Form der Dystonie unmdglich.
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4.7 Vergleich der Ratio Phe/Tyr zwischen Patienten mit F-ITD, G-ITD und DRD

Die Ratio Phe/Tyr wurde fiir die verschiedenen Formen der Dystonie errechnet, um
Gemeinsamkeiten bzw. Unterschiede zwischen Patienten mit F-ITD, G-ITD und DRD besser
herausstellen zu kdnnen. Weiterhin ist es durch die Ratio moglich, die beiden Aminoséuren
Phenylalanin und Tyrosin in Form eines einzigen Parameters darzustellen und so zu
kombinieren. SchlieBlich sind die Zahlen durch die Errechnung eines Quotienten

iberschaubarer, sodass man die einzelnen Gruppen gut voneinander abgrenzen kann.

4.7.1 Vergleich der Ratio 01 Phe/Tyr zwischen Patienten mit F-ITD, G-ITD und DRD
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Abbildung 27: Vergleich der Ratio 01 Phe/Tyr zwischen den verschiedenen Dystonie-Formen

Der Vergleich der Ratio 01 Phe/Tyr der verschiedenen Dystonie-Formen ist in Abbildung 27
dargestellt. Auffillig ist, dass es viele Uberschneidungen der Ratio-Werte zu diesem
Zeitpunkt gibt. Bei Patienten mit F-ITD rangieren die Werte zwischen 4,61 und 22,11. Die
Ratios der Patienten mit G-ITD bewegen sich zwischen 2,5 und 10,1. Patienten mit DRD
zeigen als niedrigsten Wert 7,04 und haben einen Hochstwert von 24,04, der gleichzeitig auch
den hochsten iiberhaupt gemessenen Wert zu diesem Zeitpunkt darstellt. Der Mittelwert der
Patienten mit F-ITD (9,14 +/- 5,17) und G-ITD (4,73 +/- 2,60) liegt zwar unter dem
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Durchschnittswert der Patienten mit DRD (13,15 +/- 4,91), aber zu diesem Zeitpunkt ist keine
klare Zuordnung der Werte zu den verschiedenen Gruppen moglich. Dies wird auch
besonders durch die hohe Standardabweichung bei Patienten mit F-ITD deutlich, die
wiederum durch zwei stark erhohte Werte in dieser Gruppe bedingt ist. Die Werte dieser
Patienten liegen noch iiber dem Durchschnittswert von Patienten mit DRD. Insgesamt wird
dennoch eine signifikantes Ergebnis erzielt (p = 0,0413). Eine Unterscheidung zwischen G-
ITD und DRD ist aufgrund der signifikanten Erhohung (p = 0,0007) zu diesem Zeitpunkt
besser moglich, wenngleich Uberschneidungen auch zwischen diesen beiden Gruppen

vorkommen.

4.7.2 Vergleich der Ratio 02 Phe/Tyr zwischen Patienten mit F-ITD, G-ITD und DRD
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Abbildung 28: Vergleich der Ratio 02 Phe/Tyr zwischen den verschiedenen Dystonie-Formen

Der Vergleich der Ratio 02 Phe/Tyr zwischen den verschiedenen Dystonie-Formen ist in
Abbildung 28 dargestellt. Es ergibt sich jetzt ein klareres Bild mit weniger Uberschneidungen.
Bei Patienten mit F-ITD befinden sich die Werte zwischen 3,56 und 18,18. Die Ratios der
Patienten mit G-ITD rangieren zwischen 1,2 und 7,4. Patienten mit DRD zeigen als
niedrigsten Wert 9,47 und haben einen Hochstwert von 25,57. Dieser Wert stellt auch den

hochsten iiberhaupt gemessenen Wert zu diesem Zeitpunkt dar.
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Betrachtet man die Mittelwerte der verschiedenen Gruppen, fillt auf, dass sowohl der
Durchschnittswert bei Patienten mit F-ITD (7,10 +/- 5,02) als auch bei G-ITD (3,87 +/- 1,91)
deutlich unter dem erreichten Mittelwert von Patienten mit DRD (14,73 +/- 4,77) liegt. Es
werden signifikante Unterschiede zwischen DRD-Patienten im Vergleich zu F-ITD (p =
0,0052) und G-ITD (p = 0,0002) erreicht. Die Ratio 02 steigt bei DRD-Patienten zu diesem
Zeitpunkt noch einmal an, wihrend bei den anderen beiden Gruppen ein Abfall zu erkennen
ist. Dennoch befinden sich bei Patienten mit F-ITD erneut 2 deutlich erh6hte Werte, die auch
bei der Ratio 01 auftreten. Diese beiden abweichenden Werte sind auffillig und werden in
dieser Hohe sonst ausschlieBlich bei den getesteten Patienten mit DRD erreicht. Dadurch
bedingt ist eine eindeutige Zuordnung zu einer bestimmten Dystonie-Form auch zu diesem

Zeitpunkt nur eingeschriankt moglich.

4.7.3 Vergleich der Ratio 04 Phe/Tyr zwischen Patienten mit F-ITD, G-ITD und DRD
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Abbildung 29: Vergleich der Ratio 04 Phe/Tyr zwischen den verschiedenen Dystonie-Formen

Der Vergleich der Ratio 04 Phe/Tyr ist in Abbildung 29 dargestellt. Man erkennt nur eine
Uberschneidung eines errechneten Wertes zwischen einem DRD-Patienten und einem
Patienten mit F-ITD. Im direkten Vergleich der Ratio-Werte zwischen DRD-Patienten und
solchen mit G-ITD ist keine Uberschneidung vorhanden. Dies stellt ein unterschiedliches

Verhalten im Gegensatz zu den Ratios 01 und 02 Phe/Tyr dar, bei denen durch abweichende
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Werte hauptséchlich in der Gruppe der F-ITD eine Zuordnung zu einer bestimmten Unterform
nicht moglich ist. Bei Patienten mit F-ITD rangieren die Werte zwischen 1,6 und 11,17. Die
Ratios der Patienten mit G-ITD bewegen sich zwischen 1,4 und 5,9. Patienten mit DRD
zeigen als niedrigsten Wert 8,85 und haben einen Hochstwert von 24,09, der gleichzeitig auch
den hochsten iiberhaupt gemessenen Wert zu diesem Zeitpunkt darstellt. Die Mittelwerte der
Ratio 04 Phe/Tyr bei Patienten mit F-ITD (8,10 +/- 14,59) und G-ITD (2,61 +/- 1,36) liegen
zu diesem Zeitpunkt deutlich unter dem Durchschnittswert von Patienten mit DRD (13,39 +/-
4,85), sie sind signifikant niedriger (p = 0,0082 bzw. p = 0,0002). Auftillig ist weiterhin, dass
die DRD-Werte insgesamt wesentlich breiter gestreut sind als in den anderen Gruppen. Die
unterschiedlichen Werte machen sich auch in der relativ hohen Standardabweichung
bemerkbar (4,85). In den meisten Fillen liegen die Ratios der DRD-Patienten weit {iber dem
Durchschnittswert der anderen getesteten Patienten. Durch eine Ausnahme bei den Patienten
mit F-ITD ist es anhand der Resultate nur eingeschriankt moglich, eine Zuordnung der Werte
zu einer bestimmten Form der Dystonie vorzunehmen. Eine Unterscheidung zwischen F-ITD
und G-ITD ist aufgrund der Ergebnisse nicht moglich, wenngleich der Mittelwert der
Patienten mit G-ITD (2,61) unter dem der F-ITD (8,1) liegt.
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4.8 Vergleich der Differenz der Ratio Phe/Tyr zwischen Patienten mit F-ITD, G-ITD
und DRD

4.8.1 Vergleich der Differenz 01 der Ratio Phe/Tyr zwischen Patienten mit F-ITD, G-

ITD und DRD
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Abbildung 30: Vergleich der Differenz Ratio 01 Phe/Tyr zwischen den verschiedenen Dystonie-Formen

Der Vergleich der Differenz Ratio 01 Phe/Tyr zwischen den verschiedenen Dystonie-Formen
ist in Abbildung 30 dargestellt. Die Ratio 01 Phe/Tyr wird errechnet, indem man die Ratio-
Werte der einzelnen Patienten 1 Stunde nach Belastung von dem jeweiligen Ausgangswert 0

(vor Belastung) des Patienten subtrahiert.

Vergleicht man die Differenz 01 der Ratio Phe/Tyr der verschiedenen Dystonie-Formen
miteinander, fillt auf, dass es viele Uberschneidungen der Ratio-Werte zu diesem Zeitpunkt
gibt. Bei Patienten mit F-ITD rangieren die Werte zwischen 3,6 und 12,93. Die Ratios der
Patienten mit G-ITD bewegen sich zwischen 1,65 und 8,98. Patienten mit DRD zeigen als
niedrigsten Wert 5,64 und haben einen Hochstwert von 22,29, der gleichzeitig auch den

hdchsten tiberhaupt gemessenen Wert zu diesem Zeitpunkt darstellt.
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Der Mittelwert der Patienten mit F-ITD (7,73 +/- 4,61) und G-ITD (3,75 +/- 2,49) liegt zwar
unter dem Durchschnittswert der Patienten mit DRD (11,87 +/- 4,68), aber zu diesem
Zeitpunkt ist keine klare Zuordnung der Werte zu den verschiedenen Gruppen moglich. Dies
wird auch besonders durch die hohe Standardabweichung bei F-ITD deutlich, die wiederum
durch die beiden Ausreiler in dieser Gruppe bedingt ist. Die Werte dieser Patienten liegen
noch iiber dem Durchschnittswert von Patienten mit DRD. Insgesamt wird dennoch eine

signifikantes Ergebnis erzielt (p = 0,0494).
Eine Unterscheidung zwischen G-ITD und DRD ist aufgrund der signifikanten Erh6hung (p

= 0,0002) zu diesem Zeitpunkt besser mdglich, wenngleich Uberschneidungen auch zwischen

diesen beiden Gruppen vorkommen.

4.8.2 Vergleich der Differenz 02 der Ratio Phe/Tyr zwischen Patienten mit F-I1TD, G-

I'TD und DRD
Differenz Ratio 02 Phe/Tyr
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Abbildung 31: Vergleich der Differenz Ratio 02 Phe/Tyr zwischen den verschiedenen Dystonie-Formen

Der Vergleich der Differenz Ratio 02 Phe/Tyr zwischen den verschiedenen Dystonie-Formen

ist in Abbildung 31 dargestellt. Die Ratio 02 Phe/Tyr wird errechnet, indem man die Ratio-
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Werte der einzelnen Patienten 2 Stunden nach Belastung von dem jeweiligen Ausgangswert 0

(vor Belastung) des Patienten subtrahiert.

Beim Vergleich der Differenz 02 der Ratio Phe/Tyr zwischen den einzelnen Dystonie-Formen
ergibt sich ein klareres Bild mit weniger Uberschneidungen. Bei Patienten mit F-ITD
befinden sich die Werte zwischen 2,3 und 14,67. Die Ratios der Patienten mit G-ITD
rangieren zwischen 0,26 und 6,10. Patienten mit DRD zeigen als niedrigsten Wert 8,81 und
haben einen Hochstwert von 23,82. Dieser Wert stellt auch den hdochsten iiberhaupt

gemessenen Wert zu diesem Zeitpunkt dar.

Betrachtet man die Mittelwerte der verschiedenen Gruppen, fillt auf, dass sowohl der
Durchschnittswert bei Patienten mit F-ITD (5,69 +/- 4,55) als auch bei G-ITD (2,89 +/- 1,81)
deutlich unter dem erreichten Mittelwert von Patienten mit DRD (13,45 +/- 4,58) liegen. Es
werden signifikante Unterschiede zwischen DRD-Patienten im Vergleich zu F-ITD (p =
0,0041) und G-ITD (p = 0,0002) erreicht. Die Differenz Ratio 02 steigt bei DRD-Patienten zu
diesem Zeitpunkt noch einmal an, wéihrend bei den anderen beiden Gruppen ein Abfall zu
erkennen ist. Dennoch befinden sich bei Patienten mit F-ITD erneut 2 ,, Ausreifler, die auch
bei der Differenz Ratio 01 auftreten. Diese beiden abweichenden Werte sind auffillig und
werden in dieser Hohe sonst ausschlieBlich bei den getesteten Patienten mit DRD erreicht.
Dadurch bedingt ist eine eindeutige Zuordnung zu einer bestimmten Dystonie-Form auch zu

diesem Zeitpunkt nur eingeschrankt moglich.
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4.8.3 Vergleich der Differenz 04 der Ratio Phe/Tyr zwischen Patienten mit F-1TD, G-

I'TD und DRD
Differenz Ratio 04 Phe/Tyr
25
*
20
*
15 -
*
*
10 - i
. % o o *
5 . *
*
. *
0"’ 0. . * 00 0
folale Dyeioniy gahanallslarke Oyaionia DRD

Abbildung 32: Vergleich der Differenz Ratio 04 Phe/Tyr zwischen den verschiedenen Dystonie-Formen

Der Vergleich der Differenz 04 der Ratio Phe/Tyr ist in Abbildung 32 dargestellt.Die Ratio 04
Phe/Tyr wird errechnet, indem man die Ratio-Werte der einzelnen Patienten 4 Stunden nach

Belastung von dem jeweiligen Ausgangswert 0 (vor Belastung) des Patienten subtrahiert.

Beim Vergleich der Differenz 04 der Ratio Phe/Tyr zwischen den verschiedenen Dystonie-
Formen erkennt man keine Uberschneidungen der errechneten Werte bei DRD-Patienten mit
denen bei F-ITD bzw. G-ITD. Dies stellt ein unterschiedliches Verhalten im Gegensatz zu den
Differenzen 01 und 02 der Ratio Phe/Tyr dar, bei denen durch abweichende Werte
hauptséchlich in der Gruppe der F-ITD eine Zuordnung zu einer bestimmten Unterform nicht
moglich ist. Bei Patienten mit F-ITD rangieren die Werte zwischen 0,5 und 7,66. Die Ratios
der Patienten mit G-ITD bewegen sich zwischen 0,38 und 5,04. Patienten mit DRD zeigen als
niedrigsten Wert 7,97 und haben einen Hochstwert von 22,34, der gleichzeitig auch den

hochsten iiberhaupt gemessenen Wert zu diesem Zeitpunkt darstellt.

Die Mittelwerte der Differenz 04 der Ratio Phe/Tyr bei Patienten mit F-ITD (1,75 +/- 4,53)
und G-ITD (1,63 +/- 1,35) liegen zu diesem Zeitpunkt deutlich unter dem Durchschnittswert
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von Patienten mit DRD (12,11 +/- 4,77), sie sind signifikant erniedrigt (p = 0,0025 bzw. p =
0,0002). Auffallig ist weiterhin, dass die DRD-Werte insgesamt wesentlich breiter gestreut
sind als in den anderen Gruppen. Die unterschiedlichen Werte machen sich auch in der relativ
hohen Standardabweichung bemerkbar (4,77). Da aber auch die niedrigsten Ratios der DRD-
Patienten weit iiber dem Durchschnittswert der anderen getesteten Patienten liegen, ist es
anhand der Resultate moglich, eine Zuordnung der Werte zu der Gruppe DRD und F-ITD

bzw. G-ITD vorzunehmen.

Eine Unterscheidung zwischen F-ITD und G-ITD ist aufgrund der Ergebnisse nicht moglich,
wenngleich der Mittelwert der Patienten mit G-ITD unter dem der F-ITD liegt. Ansonsten ist

der Verlauf dieser beiden Gruppen sehr dhnlich, und es gibt viele Uberschneidungen.

4.9 Sensitivitit und Spezifitit des Phenylalanin-Belastungstests

Es wurde die mogliche Relevanz des Phenylalanin-Belastungstests in der Differentialdiagnose
von DRD-Patienten untersucht. Aufgrund der zuvor geschilderten Tatsache, dass die Ratio
Phe/Tyr besonders starke Unterschiede 4 Stunden nach Testbeginn zeigt, wurde dieser
Zeitpunkt zur Uberpriifung der Aussagekraft des Tests gewihlt. Alle getesteten Patienten mit
DRD wurden richtig identifiziert, dies spricht fiir eine sehr hohe Sensitivitit des Phenylalanin-
Belastungstests (100 %). Nur 1/20 der untersuchten Patienten mit ITD zeigten eine Phe/Tyr—
Ratio, die vergleichbar mit Werten von DRD-Patienten 4 Stunden nach Belastung war. Dies

bedeutet eine ebenfalls hohe Spezifitit des Tests (95 %).
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5. Diskussion

Nach der Auswertung des Phenylalanin-Belastungstests konnten unterschiedliche Ergebnisse
bei den verschiedenen Dystonie-Formen festgestellt werden. Im Vergleich des Verlaufs der
Aminosdure Phenylalanin bzw. der Ratio Phe/Tyr zwischen Patienten mit F-ITD, G-ITD und
DRD gab es Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen insbesondere 4 Stunden nach

Belastung.

Wiéhrend zum Zeitpunkt vor Belastung mit Phenylalanin bei den verschiedenen Dystonie-
Formen die Ratio-Werte in einer vergleichbaren Grofenordnung lagen, konnten 1 und 2
Stunden nach Belastung die ersten Unterschiede gefunden werden. Die Werte der Ratio
Phe/Tyr lagen bei den DRD-Patienten um ein Vielfaches hoher als bei Patienten mit F-ITD
und G-ITD. 4 Stunden nach Belastung waren die Unterschiede noch deutlicher sichtbar. Nur
bei den DRD-Patienten waren signifikant erhohte Werte der Aminosédure Phenylalanin bzw.
der Ratio Phe/Tyr nachweisbar. Bei den Patienten mit F-ITD und G-ITD sanken die Werte zu

diesem Zeitpunkt und lagen ungefiahr in Hohe des Ausgangswertes.

5.1 Beurteilung der Ergebnisse des Phenylalanin-Belastungstests

5.1.1 Beurteilung der Ergebnisse des Phenylalanin-Belastungstests von Patienten mit
DRD

Die Studie zeigt, dass bei Patienten mit DRD kein abnormaler Phenylalanin-Metabolismus
zum Zeitpunkt vor der Belastung festgestellt werden konnte. Die gemessenen Ausgangswerte
waren alle unauffillig. Es wurde auch in anderen Studien noch iiber keinen Fall von
Hyperphenylalanindmie berichtet, die durch einen autosomal-dominant vererbten GTP-CH-
Defekt bedingt ist (Hyland et al., 1999). Nur bei Kindern, die heterozygote PKU-Gentrager
sind, wurden auffillige Phenylalanin-Plasmaspiegel nachgewiesen, die konstant nachweisbar
waren. Bei ihnen konnte ein primérer Defekt des Enzyms Phenylalanin-Hydroxylase

nachgewiesen werden (Westwood und Raine, 1975).
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Nach Belastung mit Phenylalanin wurden bei allen Patienten mit Segawa-Syndrom deutlich
erhohte Phenylalanin-Werte nach 1, 2 und 4 Stunden gemessen. Die Ratio Phe/Tyr war im
Vergleich zu Patienten mit F-ITD und G-ITD ebenfalls durchweg signifikant erhoht (p <
0,05), wobei ein Maximum nach 2 Stunden erzielt wurde. Hochstwerte der Ratio konnten im

Gegensatz dazu bei Patienten mit F-ITD und G-ITD schon nach 1 Stunde gemessen werden.

Hyland et al. stellten fest, dass die Ratio Phe/Tyr einen geeigneten Parameter darstellt, um
DRD-Patienten sicher von Kontroll-Patienten zu jedem Zeitpunkt nach Belastung zu
unterscheiden. Eine Differenzierung zwischen DRD-Patienten und Kontrollen vor Belastung
ist aufgrund der Ratio Phe/Tyr nicht moglich, da in beiden Gruppen ungefdhr gleich grof3e
Werte gemessen wurden (Hyland et al., 1997). Fiir diagnostische Zwecke eignet sich die
Ratio deshalb nur in Zusammenhang mit der Durchfiihrung eines Phenylalanin-

Belastungstests.

Der abnorm hohe und konstant anhaltende Anstieg der Ratio Phe/Tyr und die damit
einhergehende Hyperphenylalanindmie ist durch eine funktionelle Stérung der Phenylalanin-
Hydroxylase in der Leber bedingt. Diese kommt durch einen Mangel an BH4 zustande. BH4
wiederum ist als Kofaktor dieses Enzyms erforderlich.. Bei Patienten, die heterozygote Tréger
der autosomal-rezessiv vererbbaren PKU sind, liegt im Gegensatz zu DRD-Patienten ein
primérer Defekt des Enzyms Phenylalanin-Hydroxylase vor. Diese Patienten zeigen nach
Belastung mit Phenylalanin ebenfalls eine verzdgerte Metabolisierung des Phenylalanins
sowie eine verminderte Produktion von Tyrosin (Westwood und Raine, 1975). Der
Unterschied zu DRD-Patienten besteht darin, dass bei Patienten mit PKU nach Belastung ein
starker Anstieg des Plasmabiopterins &dhnlich wie bei gesunden Kontrollpatienten zu
beobachten ist (Leeming et al., 1976; Dhondt et al., 1982; Dhondt et al., 1983). Vor Belastung
mit Phenylalanin werden auch bei PKU-Patienten niedrige Biopterin-Plasmaspiegel gemessen

(Alos et al., 1993).

Hyland et al. konnten beweisen, dass der BH4-Mangel der Grund fiir den auffillig
verlaufenden Phenylalanin-Belastungstest darstellt. Man verabreichte 2 Patienten mit DRD
vor der Durchfiihrung des Belastungstests BH4. Bei der Auswertung des Tests fand man bei
ihnen keine Hinweise fiir erhdhte Ratio-Werte des Quotienten Phe/Tyr. Die Patienten waren
in der Lage, Phenylalanin normal zu verstoffwechseln. Wenn man denselben Patienten

Phenylalanin ohne vorherige Gabe von BH4 das Phenylalanin verabreichte, zeigten die beiden
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Patienten auffillige Ratio-Werte des Quotienten Phe/Tyr, wie sie auch bei den anderen
getesteten DRD-Patienten dieser Studie beobachtet wurden (Hyland et al., 1997). Eine
exogene Gabe von BH4 bei Patienten mit PKU ruft keine Verdnderungen des Phenylalanin-

Metabolismus hervor (Danks et al., 1979).

Die Ergebnisse der vorgelegten Promotion zeigen, dass eine exogene Zufuhr von BH4 im
Rahmen einer diagnostischen Testung nicht erforderlich ist und eine Einordnung zu einer
bestimmten Form der Dystonie auch ohne die Gabe des Kofaktors mdglich ist. DRD-
Patienten haben unter Ruhebedingungen offensichtlich einen ausreichenden Vorrat an BH4 in
der Leber, um ein normales Mall an Phenylalanin zu metabolisieren. Sie sind jedoch nicht in
der Lage, eine hohe Belastung mit dieser Aminosdure zu kompensieren. Die im Verlauf des
Phenylalanin-Belastungstests bei DRD-Patienten stiindig erhohten Ratios machen deutlich,
dass eine mangelnde Synthesekapazitit des biogenen Amins BH4 vorliegt (Hyland et al.,
1997).

Diese Situation wurde analog dazu auch bei Tierexperimenten mit der hph-1 Maus
beobachtet. Diese zeigte ebenfalls einen BH4-Mangel aufgrund einer defekten GTP-CH-
Aktivitit. Bei ausgewachsenen Tieren war keine Hyperphenylalaninimie unter
Ruhebedingungen nachweisbar, aber es konnte eine erniedrigte BH4-Konzentration in der
Leber festgestellt werden (McDonald et al., 1988a; Takahashi et al., 1994). Die hph-1 Maus
war nicht in der Lage, Phenylalanin in einem normalen Mal} zu metabolisieren, wenn sie mit

Phenylalanin belastet wurde (McDonald et al., 1988b).

Die Hohe des Phenylalanin-Plasmaspiegels und der Ratio Phe/Tyr sagen nichts iiber den
Schweregrad der DRD aus. Bei den getesteten Patienten mit DRD gab es einige unter ihnen,
bei denen ein geringer Anstieg der Aminosdure gemessen werden konnte und eine schwere
Ausprigung des Syndroms vorlag. Umgekehrt waren bei einem Teil der Patienten, die nur
eine milde Form der Erkrankung zeigten, genauso hohe oder sogar noch deutlichere Anstiege
der verschiedenen Parameter zu erkennen. Durch diesen Umstand ist es moglich, mit Hilfe
des Phenylalanin-Belastungstests nicht nur symptomatische, sondern auch asymptomatische
DRD-Patienten zu identifizieren. In einer Studie von Hyland et al. wurden 11 symptomatische
und 9 asymptomatische Gentréger aus 6 Familien mit autosomal-dominant vererbtem GTP-
CH-Mangel sowie 20 Kontrollpatienten mit Phenylalanin belastet (100 mg/kg). Es wurden

Blutproben vor Belastung und jeweils 1, 2, 4 und 6 Stunden nach Belastung genommen
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(Hyland et al., 1999). Man konnte beobachten, dass im Vergleich zu gesunden Kontrollen
sowohl bei symptomatischen als auch bei asymptomatischen Patienten signifikant erhéhte
Ratios nach Belastung gemessen wurden. Es gab 2, 4 und 6 Stunden nach Belastung keine
Uberlappungen zwischen Gesunden und Gentriigern. Insgesamt waren die mittleren Phe/Tyr-
Ratios bei asymptomatischen Gentrdgern niedriger als bei symptomatischen DRD-Patienten.
Dies legt den Schlufl nahe, dass asymptomatische Gentrdager im allgemeinen das Phenylalanin

besser metabolisieren kdnnen (Hyland et al., 1999).

Durch Untersuchungen der Plasmaspiegel von Biopterin und Neopterin bei Patienten mit
DRD konnten weitere Erkenntnisse liber den abnormalen Stoffwechsel bei diesen Patienten
gewonnen werden. Die GTP-CH ist das erste Enzym, welches fiir die Biosynthese von BH4
erforderlich ist. Man fand heraus, dass eine reduzierte Aktivitit dieses Enzyms bei Patienten
begleitet war von auffillig niedrigen Biopterinspiegeln im Plasma. Der nur leichte Anstieg
des Plasmabiopterins bei Patienten mit DRD zeigte, dass eine geringfligige Aktivitit von
GTP-CH nach Belastung mit Phenylalanin vorhanden war, dennoch blieb die
durchschnittliche Biopterin-Konzentration im Plasma niedriger als die der Kontrollen zu allen
Zeitpunkten. Der fehlende Anstieg trat trotz der wesentlich hoheren Phenylalanin-
Plasmaspiegel der DRD-Patienten auf, was erneut auf eine fehlende BH4-Synthesekapazitit

schliessen lasst (Hyland et al., 1997).

Phenylalanin stimuliert die Synthese von BH4, indem es die Hemmung der GTP-CH aufhebt.
Diese tritt in Anwesenheit von BH4 und dem GTP-CH-Inhibitorprotein (p35) auf (Harada et
al., 1993). Durch Messungen des Plasmaneopterins konnten Patienten mit DRD von
Kontrollen weder vor noch nach Durchfiihrung des Phenylalanin-Belastungstests
unterschieden werden. Daraus kann man schliefen, dass Plasmaneopterin keinen niitzlichen
Marker flir die Diagnose von DRD darstellt (Hyland et al., 1997). Dieses Verhalten der
Neopterine im Plasma konnte im Liquor nicht beobachtet werden. Dort waren die Werte von
Biopterin und Neopterin bei Patienten mit DRD grundsétzlich erniedrigt (Takahashi et al.,
1994; Williams et al., 1979, Le Witt et al., 1986; Fink et al., 1988). Grole Mengen an
Neopterin werden von Makrophagen freigesetzt, welche durch Gamma-Interferon stimuliert
werden. Dadurch ist es moglich, dass eine geringe Aktivierung des Immunsystems einen
niedrigen Plasmaspiegel von Neopterin bei Patienten mit DRD maskieren kann. Dies gilt

jedoch nicht fiir die Biopterine (Huber et al., 1984).
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Abnormale Phe/Tyr-Profile konnen auch unter anderen Bedingungen nachgewiesen werden.
Heterozygote Gentrager der Stoffwechselkrankheit PKU, bei denen ein primédrer Defekt des
Enzyms Phenylalanin-Hydroxylase vorliegt, zeigen ebenfalls eine verzogerte Normalisierung
der Phenylalaninspiegel im Plasma und eine verringerte Produktion von Tyrosin nach
Belastung mit Phenylalanin. Bei diesen Patienten ist keine Hyperphenylalaninidmie ohne
Durchfiihrung eines Belastungstests vorhanden, dennoch ist die Ratio Phe/Tyr leicht erhoht.
(Westwood et al., 1975; Rampini et al., 1969; Saraiva et al., 1993). Im Gegensatz zu Patienten
mit DRD, bei denen ein BH4-Mangel vorliegt und die auf die externe Gabe dieser Substanz
ansprechen, bleibt der Phenylalanin-Metabolismus durch die Gabe von BH4 unbeeinflusst
(Danks et al., 1979). Nimmt der Phenylalanin-Belastungstest einen auffilligen Verlauf, sollte
er im Zweifelsfall mit vorheriger Gabe von BH4 wiederholt werden. Auf diese Weise ist es

moglich, das Vorliegen heterozygoter PKU-Gentrager auszuschliefen.

Bis 1994 wurde die Diagnose DRD hauptsédchlich aufgrund der klinischen Symptomatik und
des hervorragenden Ansprechens auf L-Dopa gestellt. Es muB allerdings bedacht werden, dass
andere Enzymdefekte sich phédnotypisch in dhnlicher Weise wie DRD présentieren kdnnen.
Dies beinhaltet Defekte des Enzyms TH (Knappskog et al., 1995; Luedecke et al., 1995) und
einen PTPS-Mangel (Fink et al., 1988; Tanaka et al., 1987). Weiterhin gibt es Berichte {iber
ein gutes Ansprechen auf L-Dopa bei Patienten mit sekundirer Dystonie (Fletcher et al.,
1993). Durch eine genaue Analyse des Phenylalanin- und Biopterin-Metabolismus sollten die
Patienten erkannt werden, bei denen die dystone Symptomatik aufgrund einer autosomal-
dominant vererbten Mutation des GTP-CH-Gens auftritt. Unterschiede der verschiedenen
Enzymdefekte konnen bei der Analyse des Liquors festgestellt werden. Bei autosomal-
dominant vererbtem GTP-CH-Mangel kann man neben erniedrigten BH4- und Neopterin-
Konzentrationen auch verringerte Mengen der HVA nachweisen (Fink et al., 1988; Hyland et
al., 1998; Nygaard et al., 1993; Takahashi et al., 1994). Beim TH-Defekt ist nur die HVA
erniedrigt, und eine Storung der 6-Pyrovoyltetrahydropterin-Synthase hat eine Erh6hung von
Neopterin in Verbindung mit niedrigen HVA und BH4-Konzentrationen zur Folge.
Tatsdchlich waren niedrige BH4-Spiegel bereits vor der Identifikation von GTP-CH als
ursichlicher biochemischer Defekt fiir diese Erkrankung ein klar erkanntes Charakteristikum
bei DRD (Williams et al., 1979; Fink et al., 1988). Die Liquoranalyse von BH4-Spiegeln wird
jedoch nur in wenigen spezialisierten Labors weltweit durchgefiihrt, und verminderte Spiegel
von BH4 sind auch bei anderen Basalganglienerkrankungen beschrieben worden und daher

nicht fiir DRD spezifisch (Williams et al., 1980).
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Eine sichere Diagnosestellung kann durch die Entdeckung von Mutationen im GTP-CH-Gen
erreicht werden. Allerdings stellt die Sequenzanalyse des GTP-CH-Gens als Methode fiir die
Routinediagnostik keine sinnvolle Mdoglichkeit in der Differentialdiagnostik dar, da
Mutationen dieses Gens nur bei ungefdhr 50 % der Patienten mit DRD gefunden werden
konnen (Bandmann et al., 1996). Hinzu kommt, dass es keine einheitliche Mutation gibt wie
beispielsweise die 3 Basenpaare lange Deletion im DYT1-Gen Torsin A. Die Mutationen sind
vielmehr {iber die gesamte kodierende Sequenz verteilt. Ferner spielen Mutationen, die
aullerhalb der kodierenden Region liegen, ebenfalls eine Rolle und schlieBlich gibt es
genetische Heterogenitit bei DRD (Bandmann et al., 1998b; Tassin et al., 2000; Luedecke et
al., 1995). Das Screening der Mutationen in verdichtigen DRD-Féllen ist somit sehr

zeitaufwendig und fiihrt nicht zuverldssig zu der Bestitigung der Diagnose.

Messungen der GTP-CH-Aktivitdt in Lymphozyten, die durch Phytohdmagglutinin stimuliert
wurden (Ichinose et al., 1994), und Neopterin-Messungen in transformierten Lymphozyten
(Bezin et al., 1998) konnen ebenfalls zur richtigen Diagnosefindung beitragen. Diese Methode
hat den Vorteil, dass nur eine Blutprobe von dem jeweiligen Patienten notwendig ist und
daher eine Lumbalpunktion vermieden werden konnte. Diese Methode ist jedoch sehr
zeitaufwendig und beinhaltet mehrere Schritte (Bezin et al., 1998). Es wir daher nur in
spezialisierten Laboratorien moglich sein, diese Untersuchung an einer begrenzten Zahl von

Patienten durchzufiihren.

5.1.2 Beurteilung der Ergebnisse des Phenylalanin-Belastungstests von Patienten mit F-
ITD

Bei den in der Studie getesteten Patienten mit F-ITD konnte ein unauffilliger Ausgangswert
bei 9 von 10 Patienten festgestellt werden. 1 Patientin zeigte einen leicht erhohten
Phenylalaninspiegel sowie eine stark erhohte Ratio Phe/Tyr vor Belastung. Hierbei konnte es
sich um einen Messfehler handeln, der durch eine fehlerhafte Durchfiihrung des Tests, falsche
Probenbehandlung oder durch ungenaues Ablesen entstanden ist. Ferner miissen heterozygote
Gentriager der PKU, bei denen regelméfig eine Hyperphenylalanindmie vor Belastung auftritt,

ausgeschlossen werden (Hyland et al., 1997).
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Bei den 9 Patienten, die einen unauffalligen Wert vor Beginn des Belastungstests aufweisen,
sind die Werte mit Kontrollpersonen vergleichbar. Bislang gibt es keine Berichte iiber
Patienten mit richtig klassifizierter F-ITD, die eine Hyperphenylalanindmie vor Belastung

aufweisen (Hyland et al., 1997).

1, 2 und 4 Stunden nach Belastung findet man bei 8 der 10 getesteten Patienten mit F-ITD
eine Erhohung der Plasmaspiegel des Phenylalanins sowie der Ratio Phe/Tyr. Hochstwerte
werden nach einer Stunde erzielt, danach ist bereits ein Abfall der Parameter zu erkennen. Zu
jedem Zeitpunkt befinden sich die Werte bei diesen Patienten jedoch in einem Bereich, wie
sie auch bei gesunden Kontrollen gefunden werden konnen. Bei einem der zehn getesteten
Patienten mit F-ITD nahm der Test einen auffilligen Verlauf. Es wurden konstant erhohte
Werte der Plasmaspiegel von Phenylalanin sowie der Ratio Phe/Tyr gemessen, wie sie sonst

nur bei DRD-Patienten gefunden werden.

Um eine Erkldrung fiir den auffillig verlaufenden Test zu finden, wurde bei diesem Patienten
eine Lumbalpunktion durchgefiihrt. Weiterhin wurde eine genetische Analyse des
Phenylalanin-Hydroxylase-Gens vorgenommen sowie eine 8-wochige Behandlung mit L-
Dopa eingeleitet (3 x 125 mg am Tag). Die Werte der Biopterine, Neopterine und Metabolite
des Katecholaminstoffwechsels befanden sich alle in einem Bereich, wie er auch bei
Gesunden vorkommt. Es konnte auch keine Mutation des Phenylalanin-Hydroxylase-Gens
gefunden werden. SchlieBlich blieb auch eine Besserung der Dystonie unter der L-Dopa
Therapie bei dem Patienten aus. Die stark erhdhte Ratio des Quotienten Phe/Tyr kann am
ehesten dadurch erklart werden, dass der Patient heterozygoter Tréger eines anderen Enzyms
ist, welches eine wichtige Rolle in der Metabolisierung von BH4 oder Phenylalanin spielt.

Daher ist der Patient als ,,falsch positiv* einzuordnen.

Die Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass Phenylalanin von Patienten mit F-ITD normal
verstoffwechselt werden kann. Es gibt keinen Hinweis dafiir, dass ein Enzymdefekt der
Phenylalanin-Hydroxylase oder ein BH4-Mangel vorliegt, der durch eine Mutation der GTP-
CH bedingt ist. Ursachen fiir das Auftreten einer F-ITD miissen folglich auBerhalb des
Phenylalanin-Metabolismus gesucht werden. Bislang sind nur wenige Ansitze vorhanden, die

die Entstehungsweise der F-ITD hinreichend erkliren.
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5.1.3 Beurteilung der Ergebnisse des Phenylalanin-Belastungstests von Patienten mit G-

ITD

Der Verlauf des Phenylalanin-Belastungstests bei Patienten mit G-ITD ist dem der Patienten
mit F-ITD sehr dhnlich. Auch hier sind die Ausgangswerte unauffillig. Im Gegensatz zu den
Patienten mit F-ITD konnte bei den getesteten Patienten mit G-ITD niemand mit einem
auffilligen Test gefunden werden. Auch bei dieser Form der Dystonie gibt es keine Berichte
tiber Hyperphenylalanindmie vor Durchfiihrung des Belastungstests. 1, 2 und 4 Stunden nach
Belastung werden erhohte Plasmaspiegel der Aminosdure Phenylalanin sowie der Ratio
Phe/Tyr gemessen, die jedoch zu jeder Zeit in einem Bereich liegen, wie er auch bei
Gesunden gemessen wird. Ein Maximum wird nach 1 Stunde erreicht. Auch hier ist eine
Parallele zu den Patienten mit F-ITD erkennbar, wobei erneut keine Ausreiller unter den
Patienten sind. Die Ergebnisse lassen darauf schlieBen, dass bei bei der Gruppe der
generalisieren Dystonie die Ursache ebenfalls nicht im Stoffwechsel von Phenylalanin zu
suchen ist. Ein Defekt der Phenylalanin-Hydroxylase sowie ein durch eine GTP-CH-Mutation

bedingter BH4-Mangel konnen deshalb ausgeschlossen werden.

Fehlermoglichkeiten bei der richtigen Diagnosestellung einer G-ITD miissen jedoch weiterhin
in Betracht gezogen werden. Jarman et al. analysierten das GTP-CH-Gen in 7 Patienten mit
diagnostizierter G-ITD, die gut auf Anticholinergika ansprachen. Mutationen des GTP-CH-
Gens konnten in 2 der Patienten entdeckt werden. Interessanterweise wurde eine
tageszeitliche Abhédngigkeit nur bei einem dieser Patienten beobachtet (Jarmann et al., 1997).
DRD sollte deshalb in der Differentialdiagnose aller Patienten mit G-ITD und einer
Besserung der Symptomatik nach Behandlung mit Anticholinergika in Betracht gezogen

werden.
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5.2 Nachteile des Phenylalanin-Belastungstests

Bei konstant, d.h. auch vor Belastung erhdhten Phenylalanin-Plasmaspiegeln, sollte unbedingt
eine Heterozygotie fiir PKU ausgeschlossen werden, da diese sich ebenfalls mit einer
Hyperphenylalanindmie priasentiert (Westwod et al., 1975; Rampini et al., 1969; Saraiva et al.,
1993). Diese Mutation liegt mit einer Haufigkeit von 1/50 in der Allgemeinbevolkerung vor.
Tréager dieses Gens konnen mit Hilfe von genetischen Tests nachgewiesen werden (Hyland et
al., 1997). Weiterhin ist es sinnvoll bei Patienten weiterfilhrende Untersuchungen
durchzufiihren, die die typische Symptomatik einer F-ITD bzw. G-ITD zeigen und trotzdem
einen auffalligen Test zeigen. Durch eine Liquoranalyse, die Messungen der biogenen Amine
BH4 und Neopterin beinhaltet, kann eine eventuell falsch gestellte Diagnose aufgedeckt
werden. Ferner kann man durch das Entdecken neuer DRD-Patienten eine angemessene

Therapie mit L-Dopa einleiten.

Das Spektrum klinischer und biochemischer Phénotypen vererbbarer Erkrankungen, die den
Stoffwechsel der biogenen Amine beeinflussen, wird immer grofler. Man kann in Zukunft
nicht ausschlieBen, dass Patienten, die die typischen neurologischen Symptome einer
bestimmtem Dystonie-Form zeigen, aber bei denen keine Hyperphenylalaninimie
nachweisbar ist, eventuell doch eine Stérung im BH4-Metabolismus aufweisen (Hyland et
al., 1999). Aus diesem Grund sollte man bei Patienten mit einem unauffillig verlaufenden
Phenylalanin-Belastungstest eine Storung im Bereich des Phenylalanin-Stoffwechsel nicht

ganz ausschlieen.

Umgekehrt ist bei einer bestehenden Hyperphenylalanindmie nach Durchfiihrung des
Phenylalanin-Belastungstest nicht eindeutig klar, auf welche Art die vorliegende DRD
entstanden ist. So ist es mit Hilfe des Phenylalanin-Belastungstests nicht moglich, zwischen
anderen moglichen Defekten im BH4-Syntheseweg, d.h. zwischen einem GTP-CH-Mangel
oder einer anderen Stérung wie z.B. einem PTPS-Mangel zu differenzieren. Da die
verschiedenen Enzymdefekte und Vererbungsmuster die typische Symptomatik der DRD

hervorrufen konnen, ist es im Einzelfall erforderlich, weitere Untersuchungen durchzufiihren.
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5.3 Fehlermoglichkeiten bei der Durchfithrung des Phenylalanin-Belastungstests

Die Resultate des Phenylalanin-Belastungstests sollten immer mit dem Verstindnis analysiert
werden, dass viele Faktoren Einfluss auf den Phenylalanin-Metabolismus nehmen und
verzerrte Ergebnisse bei der Auswertung hervorrufen konnen. Die Absorptionsrate von
Phenylalanin, der Gebrauch oraler Kontrazeptiva, die tageszeitliche Abhédngigkeit des
Phenylalanins im Plasma, das Alter, das Geschlecht, Fettleibigkeit und die Aktivitit der
Tyrosin-Transaminase konnen die Art des Verlaufs der Phenylalanin- und Tyrosinkurven

beeinflussen (Brown et al., 1973; Wurtman et al., 1968; Jagenburg et al., 1982).

Da der Phenylalanin-Belastungstest aus mehreren Einzelschritten besteht, konnen zu
verschiedenen Zeitpunkten Fehler auftreten, die ein exaktes Bestimmen der Aminosduren

erschweren bzw. in einigen Féllen sogar unmoglich machen.

Um ein moglichst genaues Ergebnis beim Phenylalanin-Belastungstest zu erhalten, ist es
zundchst erforderlich, dass der Patient vor Beginn des Tests nur eine geringe Proteinzufuhr
erhilt. Optimale Bedingungen liegen dann vor, wenn der Patient seine letzte Mahlzeit 6
Stunden zuvor einnimmt und 2 Stunden vor Belastung niichtern bleibt. Nimmt der Patient
eine zu grole Menge an Proteinen zu sich oder findet kurz vor Beginn des Tests eine
Nahrungszufuhr statt, muss bei der Auswertung mit entsprechend falsch hohen
Plasmaspiegeln der Aminosduren Phenylalanin und Tyrosin gerechnet werden. Des weiteren
ist darauf zu achten, dass auch wéhrend des gesamten Tests keine Proteinzufuhr stattfindet, da
dem Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten Blut entnommen wird und jedes Mal falsch hohe

Werte gemessen werden konnen.

Auch die Wahl des Zeitpunkts, an dem man mit dem Phenylalanin-Belastungstests beginnt,
stellt ein wichtiges Kriterium dar, um spéter ein objektives Ergebnis zu erhalten. Wie viele
andere korpereigene Substanzen, zeigen auch die Aminosduren Phenylalanin und Tyrosin
einen zirkadianen Rhythmus mit Hochstwerten am frithen Morgen und niedrigsten
Plasmaspiegeln am Abend. Um den Effekt der tageszeitlichen Schwankungen mdglichst zu
eliminieren, ist es notwendig, bei allen Patienten eine einheitliche Zeit festzulegen, zu der
man mit dem Phenylalanin-Belastungstest beginnt. Aus diesem Grund wird der Test bei allen
getesteten Patienten zwischen 10 und 12 Uhr durchgefiihrt. Nur so ist es moglich, Vergleiche

zwischen den einzelnen Patienten zu ziehen, die aussagekriftig sind. Findet der Test bei den
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einzelnen Patienten zu den verschiedensten Tageszeiten statt, wird es unmoglich, den Verlauf

der einzelnen gemessenen Parameter in Bezug zueinander zu setzen.

Bei den einzelnen Blutentnahmen kann es auch zu verschiedenen Fehlermdglichkeiten
kommen. Neben einer einwandfreien Blutentnahmetechnik muss man darauf achten, den
Zeitabstand nach der Blutentnahme bis zum Aufbewahren der Proben in Trockeneis bei -70
°C moglichst gering zu halten. Da die zu messenden Proteinbestandteile hitzeempfindlich
sind, kommt es hdufig zu einer Denaturierung derselben. Dies wiederum kann mit einer falsch
niedrigen Bestimmung der einzelnen Aminosduren im Plasma einhergehen. Des weiteren ist
darauf zu achten, dass beim Vorgang der Zentrifugation eine ausreichende
Zentrifugationsdauer (ca. 10 Minuten) und eine Umdrehungsgeschwindigkeit von 3000 U des
Gerites eingehalten werden, damit eine saubere Trennung des Plasmas von den korpuskuldren
Bestandteilen des Blutes erfolgt. Ist die Probe nach der Zentrifugation jedoch getriibt oder
hamolytisch, muss mit einer fehlerhaften Bestimmung der Aminosduren gerechnet werden.
Wie die Ausfiihrungen zeigen, ist es wichtig, bei jedem einzelnen Teilschritt des
Phenylalanin-Belastungstests moglichst genau zu arbeiten, um ein verwertbares und

aussagekriftiges Ergebnis zu erhalten.

5.4 Erforderliche Testdauer

Durch die ,,AusreiBer bei den getesteten Patienten mit F-ITD kommt es zu Uberlappungen
der Differenz Ratio Phe/Tyr mit Patienten der Gruppen G-ITD und DRD insbesondere nach 1
und 2 Stunden. Eine Zuordnung zu einer bestimmten Dystonie-Form erweist sich deshalb zu
diesem Zeitpunkt recht schwierig, obwohl bei Patienten mit G-ITD nach 2 Stunden keine
Uberlappungen mit den Werten der DRD-Patienten vorhanden sind. Um ein eindeutiges
Testergebnis zu erhalten, sollte der Test iiber einen Zeitraum von 4 Stunden durchgefiihrt
werden. Zu diesem Zeitpunkt kann eine sichere Unterscheidung der DRD-Patienten von
Patienten mit F-ITD bzw. G-ITD anhand der Differenz der Ratio Phe/Tyr vorgenommen
werden. Analysiert man die Ratio-Werte, ergibt sich ein dhnliches Bild wie bei der Differenz
Ratio Phe/Tyr. Auch hier gibt es vor Belastung sowie 1 und 2 Stunden nach Belastung viele
Uberschneidungen zwischen den einzelnen Formen der Dystonie, so dass keine eindeutige
Aussage tiiber die vorliegende Dystonie-Form getroffen werden kann. 4 Stunden nach

Belastung erkennt man im Punktediagramm der Ratios nur noch eine Uberlappung zwischen
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einem DRD-Patienten und einem Patienten mit F-ITD. Keine Uberschneidungen der Werte
sind zwischen DRD-Patienten und Patienten mit G-ITD vorhanden. Die Ratio 04 Phe/Tyr ist
der Differenz Ratio 04 Phe/Tyr insofern {iiberlegen, dass diese durch eine einzige
Blutentnahme nach 4 Stunden dargestellt werden kann. Um die Differenz Ratio 04 zu
errechnen, ist eine Blutprobe vor Belastung und eine 4 Stunden nach Durchfithrung des Tests
erforderlich. Da die Blutentnahme vor Durchfiihrungsbeginn jedoch keine zusitzlichen
Informationen liefert, scheint eine einmalige Blutentnahme 4 Stunden nach Belastung
ausreichend, um DRD-Patienten von anderen Dystonie-Patienten zu unterscheiden. Um diese
These zu unterstiitzen, sollte ein groBeres Patientenkollektiv, welches die verschiedenen

Dystonie-Formen mit einschlieft, getestet werden.

Bei isolierter Betrachtung der absoluten Tyrosin-Werte konnen in bezug auf die erforderliche
Testdauer keine Aussagen gemacht werden. Sowohl vor Belastung mit Phenylalanin als auch
I, 2 und 4 Stunden danach sind kaum Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen
feststellbar. Auch wenn die Tyrosinspiegel bei DRD-Patienten im Durchschnitt etwas
niedriger liegen als bei den Patienten mit F-ITD bzw. G-ITD, kann aufgrund der vielen
Uberlappungen zu keinem Zeitpunkt eine Zuordnung vorgenommen werden. Auch die
Darstellung der Tyrosinwerte in Form eines Punktediagramms stellt keine Hilfe in Hinblick

auf die Beurteilung der erforderlichen Testdauer dar.

Analysiert man die absoluten Phenylalanin-Werte, féllt auf, dass auch hier anhand der
Punktediagramme keine Aussagen iiber die erforderliche Testdauer gemacht werden konnen.
Die Phenylalanin-Plasmaspiegel sind vor Belastung sowie 1 und 2 Stunden nach Belastung
bei DRD-Patienten deutlicher erhdht als in den anderen Gruppen, doch gibt es in der Gruppe
der F-ITD ,,Ausreier, die eine sichere Differenzierung unmoglich machen. Auch bei G-ITD
ist ein auffilliger Wert vorhanden, der bei der Ratio bzw. Differenz Ratio nicht dargestellt
wird. Auch 4 Stunden nach Belastung stellt sich eine Trennung der verschiedenen Dystonie-
Formen anhand der absoluten Phenylalanin-Werte schwieriger dar als bei den Ratio-Profilen,

wo die Unterschiede deutlicher hervortreten.

Zur Diagnosestellung eignet sich folglich der gemessene Ratio-Wert nach 4 Stunden am
besten, da dieser Parameter die Zuordnung zu einer bestimmten Dystonie-Form erlaubt. Hinzu

kommt, dass der Aufwand fiir die Darstellung dieses Ratio-Profils gering ist.
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5.5 Bedeutung des Phenylalanin-Belastungstest als Routinetest in der Differential-

diagnose der verschiedenen Dystonien

Vergleicht man die Ergebnisse des Phenylalanin-Belastungstests der verschiedenen Dystonie-
Formen miteinander, stellt man fest, dass der Test bei F-ITD und G-ITD &hnlich verlduft. Bei
diesen beiden Formen der Dystonie sind die Ergebnisse unauffillig und vergleichbar mit
Resultaten bei Kontrollen. Es gibt keinen Anhaltspunkt fiir eine Storung im Phenylalanin-
Metabolismus. Die getesteten DRD-Patienten zeigen im Gegensatz dazu durchweg auftillige
Ergebnisse beim Phenylalanin-Belastungstest. Ein Defekt der GTP-CH und der damit
einhergehende BH4-Mangel sind die Ursache fiir die Storung im Phenylalanin-Stoffwechsel
(Ichinose et al., 1994) und die beim Belastungstest auftretenden erhdhten Ratios von Phe/Tyr
sowie des Phenylalanin-Plasmaspiegels. Gemeinsam ist allen getesteten Patienten der
unauffillige Ausgangswert flir Phenylalanin und der Ratio Phe/Tyr. Dies macht deutlich, dass
auch DRD-Patienten unter Ruhebedingungen in der Lage sind, Phenylalanin in einem

ausreichenden Mafl3 zu verstoffwechseln.

Auch der Tyrosin-Wert befindet sich sowohl bei Patienten mit F-ITD, G-ITD und DRD in
einem Bereich, wie er auch bei Gesunden vorkommt. Die Ergebnisse machen deutlich, dass
die Tyrosin-Plasmaspiegel bei Patienten mit DRD im Verhéltnis zu den anderen Formen
erniedrigt sind. Dies legt den Schluss nahe, dass eine Storung im Phenylalanin-Metabolismus
nicht nur drastisch erhohte Phenylalanin-Plasmaspiegel hervorruft, sondern auch mit einer

verringerten Tyrosin-Produktion einhergeht.

Die signifikanten Unterschiede im Bereich der Phenylalanin-Plasmaspiegel und der Ratio
Phe/Tyr bei den verschiedenen Formen der Dystonie zeigen, dass der Phenylalanin-
Belastungstest in der Differentialdiagnose zur Unterscheidung der DRD von F-ITD und G-
ITD eingesetzt werden kann. Er stellt eine zuverldssige Methode darstellt, um relativ schnell
die richtige Diagnose bei Patienten herbeizufiihren, die aufgrund einer unklaren oder
atypischen Symptomatik zu keiner Form der Dystonie zugeordnet werden kdnnen. Dies bringt
auch die hohe Sensitivitit (100 %) und Spezifitit (95 %) des Tests zum Ausdruck. Die
Ergebnisse zeigen, dass eine einmalige Bestimmung der Ratio Phe/Tyr 4 Stunden nach
Durchfiihrung des Tests ausreicht, um eine Aussage iiber die Form der Dystonie zu machen.
Dies vereinfacht die Einfilhrung des Tests als Methode in der Routinediagnostik. Eine

obligate Messung von BH4 ist nicht erforderlich, um eine hohe Sensitivitit und Spezifitit des
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Tests zu erreichen (Ashman et al., 1985). Dies erleichtert die Durchfiihrung des Tests, da
BH4-Messungen weltweit in nur wenigen Laboratorien durchgefiihrt werden. Mit Hilfe von
genetischen Tests kann die Diagnose der Patienten bestdtigt werden. Bei DRD-Patienten wird
die zugrunde liegende GTP-CH-Mutation in 50% der Fille entdeckt, das DYT1-Gen als
Hauptursache der G-ITD wird in 70% der Patienten gefunden. Der Einsatz der
Sequenzanalyse von GTP-CH als Routinetest ist jedoch nicht geeignet, da es im Gegensatz zu
Torsin A im DYT1-Gen keine einheitliche Mutation gibt. Die Mutationen sind vielmehr {iber
die gesamte Kodierungssequenz verteilt sowie iiber die anliegenden Splice-Regionen.
Mutationen auBlerhalb der kodierenden Region sind wahrscheinlich ebenfalls relevant,
ausserdem scheint genetische Heterogenitidt bei DRD vorzuliegen (Bandmann et al., 1998b;

Tassin et al., 2000; Luedecke et al., 1995).

Durch die richtige Diagnosefindung ist es moglich, DRD-Patienten friihzeitig zu therapieren.
Folglich kann mit Hilfe des Phenylalanin-Belastungtests durch einen rechtzeitigen
Therapiebeginn unter Umstdnden eine Progredienz der Krankheit aufgehalten werden.
Umgekehrt kann der Test eine unndtige und potentiell schéddliche Therapie bei solchen
Patienten verhindern, die sich phénotypisch mit &hnlichen Symptomen préisentieren, welche
aber eine andere genetische Ursache haben. So gibt es Patienten, die eine Kombination aus
einer Dystonie und einem akinetisch-rigiden Syndrom zeigen, die aufgrund einer Mutation
des Parkin-Gens entstanden ist (Tassin et al., 2000). Eine Therapie mit L-Dopa bei diesen
Patienten konnte erhebliche Stérungen im Bereich der Motorik wie z.B. Dyskinesien zur

Folge haben.
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6.1. Tabellen

Pat.-Nr.

Geb.-Dat. Phe (umol/l)

Tyrosin (umol/l) Ratio Phe/Tyr

10

Tabelle 1:

21.10.21 68,1
1606,7

1667,7

791,3

23.07.51 89,2
6278
647,5
459,6

05.10.38 87,3
895,7
720,1
4074

10.07.40 58,3
620,6
466,0
224,0

13.10.33 73,1
992,5
933,2
467,3

18.03.42 58,8
560,3
4327
226,3

22.11.11 67,1
971,3
612,8
191,7

26.10.39 68,5
566,4
660,5
335,5

05.09.61 148,7
1642,7
1628,6
1327,7

08.02.66 88,3
438,0
477,5
330,0

78,3
116,7
116,3
153,9

41,5

93,6
129,8
167,2

92,3
111,1
164,8
216,3

51,4
105,9
101,1
101,8

76,6
119,1
151,4
177,

51,7
90,7
96,5
90,8

59,0
122,0
178,3
117,1

55,0
72,8
96,2
117,2

42,4
74,3
89,6

118,9

87,4
95,0
134,1
195,2

0,87
13,80
14,30

5,10

2,10
6,70
5,00
2,70

0,95
8,10
4,40
1,90

1,10
5,90
4,60
2,20

1,00
8,30
6,20
2,60

1,10
6,20
4,50
2,49

1,10
8,00
3,40
1,60

1,20
7,80
6,90
2,90

3,51
22,11
18,18
11,17

1,01
4,61
3,56
1,69

Zeit
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75



Pat.-Nr. Geb.-Dat. Phe (umol/l) Tyrosin (umol/l) Ratio Phe/Tyr  Zeit

11 26.09.42 87,2 92,5 0,90 0
4883 188,4 2,60 1

139,1 115,9 1,20 2

97,4 48,7 2,00 4

12 18.04.68 57,2 77,5 0,70 0
648,6 130,2 5,00 1

497,6 111,7 4,50 2

266,8 128,7 2,10 4

13 04.03.76 43,9 352 1,30 0
604,1 71,1 8,50 1

4934 67,1 7,40 2

252,3 81,6 3,10 4

14 31.05.78 54,9 60,1 0,90 0
426,9 112,7 3,80 1

590,4 125,6 4,70 2

289,5 139,5 2,10 4

15 08.07.53 81,2 110,7 0,70 0
412,9 167,0 2,50 1

402,0 192,3 2,10 2

2526 169,9 1,50 4

16 09.02.65 75,0 75,4 1,00 0
5882 179,3 3,30 1

7482 216,7 3,50 2

564,6 257,0 2,20 4

17 24.12.55 69,0 67,6 1,00 0
3332 11,4 3,00 1

306,5 128,2 2,40 2

248.8 177,1 1,40 4

18 19.06.64 494 56,4 0,90 0
406,5 114,5 3,60 1

420,3 153,1 2,80 2

188,7 31,9 5,90 4

19 29.08.66 65,3 56,4 1,20 0
541,9 109,0 5,00 1

664,5 163,5 4,10 2

2947 143,9 2,10 4

20 25.02.75 73,5 64,0 1,20 0
1273,9 125,7 10,10 1

1071,6 172,0 6,20 2

698,5 184,6 3,80 4

Tabelle 2: Ergebnisse des Phenylalanin-Belastungstests bei Patienten mit G-ITD



Pat.-Nr. Geb.-Dat. Phe (umol/l) Tyrosin (umol/l) Ratio Phe/Tyr  Zeit

21 13.06.68 70,4 122,6 0,57 0
1240,6 126,5 9,81 1

1345,7 142,1 9,47 2

1292,7 136,0 9,51 4

22 02.06.52 80,7 66,9 1,21 0
1489,9 97,2 15,33 1

1190,7 118,8 10,02 2

1150,3 105,3 9,88 4

23 18.08.72 91,3 65,1 1,40 0
504,0 71,6 7,04 1

1201,0 87,3 13,76 2

1155,9 81,4 14,20 4

24 08.07.68 70,6 46,0 1,53 0
776,0 48,7 15,93 1

1196,0 65,1 18,37 2

804,9 79,7 10,10 4

25 18.02.77 82,4 69,7 1,18 0
12175 89,1 13,66 1

1547.5 90,6 17,08 2

1795,1 119,0 15,08 4

26 31.03.81 60,5 61,0 0,99 0
1017,3 82,5 12,33 1

991,0 67,4 14,70 2

1907,3 100,9 18,90 4

27 23.08.74 76,7 32,4 2,37 0
1241,4 87,7 14,16 1

1351,0 104,5 12,93 2

1192,7 111,1 10,74 4

28 17.01.45 100,9 106,8 0,94 0
969,3 131,0 7,40 1

1428,6 130,0 10,99 2

1702,9 147,5 11,55 4

29 07.10.48 90,0 101,9 0,88 0
1525,6 129,4 11,79 1

2065,4 143,2 14,42 2

1776,7 200,7 8,85 4

30 18.05.62 118,4 67,6 1,75 0
1505,2 62,6 24,04 1

1570,1 61,4 25,57 2

1471,7 61,1 24,09 4

Tabelle 3: Ergebnisse des Phenylalanin-Belastungstests bei Patienten mit DRD



Gruppe 1: F-ITD

Phenylalanin 0 Mittelwert:

Phenylalanin 1 Mittelwert
Phenylalanin 2 Mittelwert
Phenylalanin 4 Mittelwert

Tyrosin 0 Mittelwert:
Tyrosin 1 Mittelwert:
Tyrosin 2 Mittelwert:
Tyrosin 4 Mittelwert:

Ratio 0 Mittelwert:
Ratio 1 Mittelwert:
Ratio 2 Mittelwert:
Ratio 4 Mittelwert:

Diff. Ratio 01 Mittelwert:
Diff. Ratio 02 Mittelwert:
Diff. Ratio 04 Mittelwert:

80,74
: 892,00
: 824,66
: 476,08

53,56
100,12
125,81
135,84

1,41
9,14
7,10
3,63

7,73
5,69
6,69

Median:
Median:
Median:
Median:

Median:
Median:
Median:
Median:

Median:
Median:
Median:
Median:

Median:
Median:
Median:

70,80
761,70
654,00
371,45

57,00
100,45
123,05
136,40

1,14
7,87
4,80
2,69

6,68
3,45
1,49

Tabelle 4: Mittelwerte von Patienten mit F-ITD

Std. dev:
Std. dev:
Std. dev.
Std. dev.

Std. dev.
Std. dev.
Std. dev.
Std. dev.

Std. dev.
Std. dev:
Std. dev.
Std. dev.

Std. dev.
Std. dev.
Std. dev.

26,519
428,999
457,743
346,024

18,550
17,750
31,200
60,780

0,820
5,170
5,020
14,590

4,610
4,550
14,530



Gruppe 2: G-ITD

Phenylalanin 0 Mittelwert: 65,66
Phenylalanin 1 Mittelwert: 572,45
Phenylalanin 2 Mittelwert: 533,36
Phenylalanin 4 Mittelwert: 315,39

Tyrosin 0 Mittelwert: 69,56
Tyrosin 1 Mittelwert: 130,93
Tyrosin 2 Mittelwert: 144,61
Tyrosin 4 Mittelwert: 136,29

Ratio 0 Mittelwert: 0,98
Ratio 1 Mittelwert: 4,73
Ratio 2 Mittelwert: 3,87
Ratio 4 Mittelwert: 2,61

Diff. Ratio 01 Mittelwert: 3,75
Diff. Ratio 02 Mittelwert: 2,89
Diff. Ratio 04 Mittelwert: 1,63

Median:

Median
Median
Median

Median:

67,15
: 515,10
495,50
: 259,70

65,80

Median: 120,10
Median: 140,65
Median: 141,70

Median:
Median:
Median:
Median:

Median:
Median:
Median:

0,97
3,67
3,76
2,07

2,77
2,68
1,18

Tabelle 5: Mittelwerte von Patienten mit G-ITD

Std. dev:

14,11

Std. dev: 266,36
Std. dev. 257,37
Std. dev. 178,97

Std. dev.
Std. dev.
Std. dev.
Std. dev.

Std. dev.
Std. dev:
Std. dev.
Std. dev.

Std. dev.
Std. dev.
Std. dev.

21,00
36,54
43,71
67,81

0,17
2,60
1,91
1,36

2,49
1,81
1,35
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Gruppe 3: DRD

Phenylalanin 0 Mittelwert: 84,19
Phenylalanin 1 Mittelwert: 1148,68
Phenylalanin 2 Mittelwert: 1388,70
Phenylalanin 4 Mittelwert: 1425,02

Tyrosin 0 Mittelwert: 74,00
Tyrosin 1 Mittelwert: 92,63
Tyrosin 2 Mittelwert: 101,04
Tyrosin 4 Mittelwert: 114,27

Ratio 0 Mittelwert: 1,28
Ratio 1 Mittelwert: 13,15
Ratio 2 Mittelwert: 14,73
Ratio 4 Mittelwert: 13,39

Diff. Ratio 01 Mittelwert: 11,87
Diff. Ratio 02 Mittelwert: 13,45
Diff. Ratio 04 Mittelwert: 12,11

Median:
Median:
Median:
Median:

Median:
Median:
Median:

Median

Median:
Median:
Median:
Median:

Median:
Median:
Median:

81,55
1229,05
1348,35
1382,20

67,25
88,40
97,55
: 108,20

1,19
13,00
14,09
11,24

11,56
12,95
10,16

Tabelle 6: Mittelwerte von Patienten mit DRD

Std. dev:
Std. dev:
Std. dev.
Std. dev.

Std. dev.
Std. dev.
Std. dev.
Std. dev.

Std. dev.
Std. dev:
Std. dev.
Std. dev.

Std. dev.
Std. dev.
Std. dev.

16,80
335,22
296,39
361,56

28,07
28,69
31,49
40,06

0,51
4,91
4,77
4,85

4,68
4,58
4,77

80
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