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Grundlagen

Vitamin Bj,, oft auch als Cobalamin bezeichnet,
istein kobalthaltiges und wasserldsliches Vitamin,
das durch Bakterien hergestellt wird. Héhere Or-
ganismen wie der Mensch oder Pflanzen kénnen
dieses Molektil nicht synthetisieren, und es muss
durch den Verzehr von Fleisch, Eiern oder Milch-
produkten aufgenommen werden. In Tieren wird
Vitamin B, durch Mikroben produziert. Vitamin
Bi;hatzweiwichtige Funktionen im Stoffwechsel.
Zum einen dient es in Form von Methylcobalamin
als Cofaktor fiir das Enzym Methionin-Synthase.
Dieses Enzym katalysiert die Umwandlung von
Homocystein zur Aminosdure Methionin. Zum
anderen ist es als Adenosylcobalamin Cofaktor
fiir das Enzym Methylmalonyl-Coenzym A Mutase,
dasdie Umwandlung vom Methylmalonyl-CoA zu
Succinyl-CoA katalysiert. Diese Mutase ist im Ab-
bau von verschiedenen Aminosduren, ungerad-
zahligen Fettsduren und Cholesterin involviert.

Klinik desVitamin Bi,>-Mangels

Klinisch fithrt ein Vitamin B;>-Mangel meist vor
den hdmatologischen Zeichen der perniziésen
Andmie zu teilweise irreversiblen neurologischen
Verdnderungen. Dabei fiihrt eine Demyelinisie-
rung der peripheren Nerven zu Polyneuropathie
mit Hypdsthesie und Pardsthesien. Eine Demyeli-
nisierung im Riuckenmark fiihrt zur funikuldren
Myelose mit Gangunsicherheit, Pyramidenbahn-
zeichen und Paresen, wiahrend zentral Psychosen
und Demenzen entstehen. Der Vitamin B,,-Mangel
wirkt sich aber auch aufdie rasch proliferieren-
den Epithelien des Magen-Darm-Traktes aus und
vermindert deren Zellreifung. Dies fiihrt zu Hun-
ter Glossitis mit brennender, glatt-roter Zunge
und zu Diarrhoe.

Problematik der Spiegelbestimmung

Vitamin By, ist im Blut hauptsdchlich an die Pro-
teine Transcobalamin und Haptocorrin gebunden,
wobei nur der an Transcobalamin gebundene
kleinere Teil (rund 10-25%)biologisch verfiigbar
und damit aktiv ist. Dieser Komplex von Trans-
cobalamin und Vitamin B, wird Holotranscoba-
lamin genannt. Die Bestimmung von Vitamin By
im Serum zur Abkldrung des Vitamin B,-Status

weist deshalb eine limitierte Spezifitdit und Sensi-
tivitdt auf. Um abzukldren, ob ein echter Mangel
vorherrscht, kann eine zusédtzliche Bestimmung
des Holotranscobalamins oder der zwei Metabo-
lite Methylmalonsdure und Homocystein Klarheit
verschaffen. Beim Vitamin B;,-Mangel ist das
Holotranscobalamin erniedrigt, wahrend die Kon-
zentrationen der beiden Metabolite ansteigen, da
ihre Weiterverarbeitung zu Succinat respektive
Methionin gestort ist.

Methylmalonsaure-Bestimmung
mit Massenspektrometrie

Methylmalonyl-CoA wird als freie Methylmalon-
sdure im Urin, Serum oder im Plasma mit Gas-
chromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS)
bestimmt. In Abbildung 1 X ist das Prozedere
schematisch dargestellt. Die Methylmalonsdure
wird in einem ersten Schritt zusammen mit an-
deren organischen Sduren mit einem Lsungs-
mittel extrahiert und danach chemisch derivati-
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Abbildung 1

Schematische Darstellung der M ethylmalonsaure-Bestimmung.
Schritt 1: Extraktion und Derivatisierung.

Schritt 2: Injektion.

Schritt 3: Auftrennung.

Schritt 4: Massenspektrometrische Detektion.



siert (Schritt 1). Jetzt werden die Sduren mit
einem Gaschromatographen aufgetrennt und
direkt miteinem Massenspektrometer detektiert.
Dabeiwird der Sdureextraktim Injektor zum Ver-
dampfen gebracht (Schritt 2)und aufeine 25 Me-
ter lange, diinne Glaskapillare, deren Innenwand
mit einer Flissigkeit beschichtet ist, geleitet. Die
verschiedenen Sduren durchlaufen mit unter-
schiedlicher Geschwindigkeit die Glaskapillare
(Schritt 3) und eluieren eine nach der anderen
aus dem Gaschromatograhpen direkt in das
Massenspektrometer. Hier werden die Analyte
gewogen, d.h. die Massen der einzelnen Sdure-
molekiile werden gemessen (Schritt 4) und somit
detektiert.

Fiir die Bestimmung von Methylmalonsdure
sollten rund 5 ml Urin (Gefiss ohne Zusatz) oder
etwa 1 ml Serum/Plasma abgenommen und ins
spezialisierte Labor geschickt werden. Die Pro-
ben kénnen ohne Kihlung verschickt werden,
missen dann jedoch am ndchsten Tag im Labor
ankommen.

Die Stiarken von massenspektrometrischen Tests
sind zweifellos deren hohe Spezifitdt und Selek-
tivitdt. Bei der Massenspektrometrie wird ein
sehr spezifisches Charakteristikum des Analyten,
ndmlich seine Masse (Gewicht), analysiert. Reten-
tionszeitund Massenspektrum bilden zusammen
ein hochspezifisches Kriterium fiir die Analyse.
Auch die Sensitivitdt ist ein Pluspunkt. Mit dieser
Analyse kénnen bereits kleinste Mengen des Ana-
lyten detektiert und quantifiziert werden. Die
Schwachen liegen beim erhdhten Preis dieser
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Analyse, der bei 180 Taxpunkten liegt. Fiir die
hohen Kosten der Analyse sind die relativarbeits-
intensive Aufarbeitungder Proben und die teuren
Instrumente (GC-MS-Systeme) verantwortlich.

Beispiel: Kleinkind einer Veganerin

In Abbildung 2 X ist das organische Sdureprofil
(Chromatogramm)aus dem Urin eines Kleinkindes
dargestellt. Die Mutter, eine Veganerin, erndhrte
ihr Kind nur mit Muttermilch, was zu einem
Vitamin Bi,-Mangel beim Kind fiihrte. Die Peaks
entsprechen den verschiedenen Komponenten im
Urin, so ist z.B. der intensive Peak bei 24,37 min
Harnstoff, oder der Peak bei 38,53 min Zitronen-
sdure. Methylmalonsdure eluiert mit der Reten-
tionszeit 23,62 min.

Wann soll Methylmalonsaure
bestimmt werden?

Nach wie vor gibt es keine Goldstandard-Methode
fiir die Bestédtigung eines Vitamin Bj,-Mangels,
und auch die Bestimmung der Methylmalonsédu-
re wird kontrovers diskutiert. So miissen leicht
erh6hte Methylmalonsdurewerte nicht unbe-
dingt pathologisch und behandlungsbediirftig
sein [1]. Zudem kénnen andere Konditionen wie
zum Beispiel eine Niereninsuffizienz oder Hypo-
voldmie [2] zu einer erh6hten Methylmalonsédure
in Blut oder Urin fiihren. Neuerdings wird in der
Literatur die Analyse von Holotranscobalamin
fiir die friithe Diagnose propagiert [3]. Holotrans-
cobalamin wird im Gegensatz zur Methylmalon-
sdure nicht durch eine reduzierte Nierenfunktion
beeinflusst.

Bei Verdacht auf Vitamin Bj,-Mangel steht mit
der Methylmalonsdure-Bestimmung ein sehr
sensitiver Test zur Verfiigung, der frihzeitig zur
Sicherungder Diagnose verhilftund mit welchem
34.33 sich auch ein Ansprechen aufdie Therapie tiber-
prifen lisst. So ist die Methylmalonsdure bereits
im frihen Stadium eines Vitamin By,-Mangels er-
hoht, noch bevor die Vitamin Bj,-Konzentration
im Serum messbar sinkt [1]. Handelt es sich ande-
rerseits um einen schweren Vitamin Bj;-Mangel,
MMA so sind neben einer tiber 100-fach erhdhten
2R90 Methylmalonsdure auch weitere Metabolite (z.B.
\\ _— 3-Hydroxypropionsdure oder Methylzitronen-
“ sdure) erhoht.

23.62 27.04 s 581 Im Gegensatz zur Bestimmung der Vitamin B,-
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=

1] 72 e W56 22,3 2645 2575 785 Konzgntrafuon im Serum, dle‘ nur.bel.r.n alimenté-
— ren Vitamin B;,-Mangel sowie bei Stérungen der

10 1864 - 2006 . . . o
3 ! j;-&‘-" 2087 35,52 JL.J. 30.36 enteralen Resorption von Vitamin B, tiefist, wer-
B el t A VN den durch die Analyse der Methylmalonsdure
16 18 2 % 2 % 2 2 2 3 B = 40 auch seltene Stérungen im Transport von Vit-

Tirne (i) amin By, [4], in der intrazelluldiren Synthese des
Abbildung 2 aktiven C-Faktors Adenosylcobalamin [5] sowie
Methylmalonsaure-Bestimmung mit GC-MS. ein Defekt der Methylmalonyl-CoA Mutase selbst
Organisches Saurenprofil (Chromatogramm). Methylmalonséure (MMA) eluiert bei 23,62 min. erfasst.
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Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass der Er-
folg einer oralen oder parenteralen Therapie mit
Vitamin By, sich einfach und sicher mittels Analyse
von Methylmalonsdure im Urin oder Serum/Plasma
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