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weist deshalb eine limitier te Spezifitä t und Sensi -
tivitä t auf. Um  abzuklä ren , ob ein  ech ter  Mangel
vorher r scht, kann  eine zusä tzliche Bestim mung
des Holotranscobalam ins oder  der  zwei Metabo-
lite Methylm alonsäure und Hom ocystein  Kla rheit
verschaffen . Beim  Vitam in B12-Mangel ist das
 Holotranscobalamin erniedrigt, während die Kon-
zentra tionen  der  beiden Metabolite ansteigen , da
ihre Weiterverarbeitung zu Succina t respektive
Meth ionin  gestör t ist.

Methylmalonsäure-Best immung
mit  Massenspekt rometrie

Methylmalonyl-CoA wird a ls freie Methylm alon-
säure im  Ur in , Serum  oder  im  Plasm a m it Gas-
chromatographie-Massenspektrometr ie (GC-MS)
bestim m t. In  Abbildung 1 x ist das Prozedere
schem atisch  dargestellt. Die Methylm alonsäure
wird in  einem  ersten  Schr itt zusam m en m it an-
deren  organischen Säuren m it einem  Lösungs-
m ittel extrah ier t und danach chem isch  der iva ti-

Grundlagen

Vitam in B12, oft auch a ls Coba lam in  bezeichnet,
ist ein kobalthaltiges und wasserlösliches Vitamin,
das durch Bakter ien  hergestellt wird. Höhere Or-
ganism en wie der  Mensch  oder  Pflanzen  können
dieses Molekül n icht syn thetisieren , und es m uss
durch  den Verzehr  von  Fleisch , Eiern  oder  Milch-
produkten  aufgenom m en werden. In  Tieren  wird
Vitam in B12 durch  Mikroben  produzier t. Vitam in
B12 hat zwei wichtige Funktionen im  Stoffwechsel.
Zum einen dient es in  Form von Methylcobalamin
a ls Cofaktor  für  das Enzym Methionin-Synthase.
Dieses Enzym  kata lysier t die Um wandlung von
Hom ocystein  zur  Am inosäure Methionin . Zum
anderen  ist es a ls Adenosylcobalam in Cofaktor
für  das Enzym Methylmalonyl-Coenzym A Mutase,
das die Um wandlung vom  Methylm alonyl-CoA zu
Succinyl-CoA kata lysier t. Diese Mutase ist im  Ab-
bau von verschiedenen  Am inosäuren , ungerad-
zahligen  Fettsäuren  und Cholester in  involvier t. 

Klinik des Vitamin B12-Mangels

Klin isch  füh r t ein  Vitam in  B12-Mangel m eist vor
den  h ämatologischen  Zeichen  der  perniziösen
Anämie zu teilweise ir reversiblen  neurologischen
Ver änderungen. Dabei füh r t eine Dem yelin isie-
rung der  per ipheren  Nerven  zu Polyneuropath ie
mit Hypästhesie und Par ä sthesien. Eine Demyeli-
n isierung im  Rückenm ark führ t zur  funikulä ren
Myelose m it Gangunsicherheit, Pyram idenbahn-
zeichen und Paresen, während zentral Psychosen
und Demenzen entstehen. Der Vitamin B12-Mangel
wirkt sich  aber  auch  auf die rasch  prolifer ieren-
den Epithelien des Magen-Darm -Traktes aus und
verm inder t deren  Zellreifung. Dies füh r t zu Hun-
ter  Glossitis m it brennender, gla tt-roter  Zunge
und zu Dia r rhoe.

Problemat ik der Spiegelbest immung

Vitam in B12 ist im  Blut hauptsäch lich  an  die Pro-
teine Transcobalamin und Haptocorr in gebunden,
wobei nur  der  an  Transcobalamin gebundene
kleinere Teil (rund 10–25%) biologisch ver fügbar
und dam it aktiv ist. Dieser  Kom plex von Trans-
cobalamin und Vitam in B12 wird Holotranscoba-
lam in genannt. Die Bestim m ung von Vitam in  B12

im  Serum  zur  Abklä rung des Vitam in  B12-Sta tus

Abbildung 1
Schematische Darstellung der Methylmalonsäure-Bestimmung. 
Schritt 1: Extraktion und Derivatisierung. 
Schritt 2: Injektion. 
Schritt 3: Auftrennung. 
Schritt 4: Massenspektrometrische Detektion.
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Analyse, der  bei 180 Taxpunkten  liegt. Für  die
 hohen Kosten der  Analyse sind die rela tiv a rbeits -
in tensive Aufarbeitung der  Proben und die teuren
Instrum ente (GC-MS-System e) verantwor tlich . 

Beispiel: Kleinkind einer Veganerin

In  Abbildung 2 x ist das organische Säureprofil
(Chromatogramm) aus dem Urin eines Kleinkindes
dargestellt. Die Mutter, eine Veganer in , ern äh r te
ihr  Kind nur  m it Mutterm ilch , was zu einem
 Vitam in  B12-Mangel beim  Kind führ te. 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 m in Zitronen -
säure. Methylm alonsäure eluier t m it der  Reten  -
tionszeit 23,62 m in . 

Wann soll Methylmalonsäure 
best immt w erden?

Nach wie vor  gibt es keine Goldstandard-Methode
für  die Bestä tigung eines Vitamin B12-Mangels,
und auch die Bestim m ung der  Methylm alonsäu-
re wird kontrovers diskutier t. So m üssen leich t
erh öh te Methylm alonsäurewer te n icht unbe-
dingt pa thologisch  und behandlungsbedür ftig
sein  [1]. Zudem  können andere Konditionen wie
zum  Beispiel eine Nieren insuffizienz oder  Hypo-
voläm ie [2] zu einer  erh öh ten  Methylm alonsäure
in  Blut oder  Ur in  führen . Neuerdings wird in  der
Litera tur  die Analyse von Holotranscobalam in
für  die fr ühe Diagnose propagier t [3]. Holotrans-
coba lam in  wird im  Gegensatz zur  Methylm alon-
säure n icht durch eine reduzier te Nierenfunktion
beeinflusst.
Bei Verdacht auf Vitam in B12-Mangel steh t m it 
der  Methylm alonsäure-Bestim m ung ein  sehr
sensitiver  Test zur  Verfügung, der  fr ühzeitig zur
Sicherung der  Diagnose verhilft und m it welchem
sich  auch ein  Ansprechen auf die Therapie über-
pr üfen  lä sst. So ist die Methylm alonsäure bereits
im  fr ühen  Stadium  eines Vitam in  B12-Mangels er-
h öh t, noch  bevor  die Vitam in  B12-Konzentra tion
im Serum messbar sinkt [1]. Handelt es sich ande-
rerseits um einen schweren Vitamin B12-Mangel,
so sind neben einer  über  100-fach erh öh ten
 Methylm alonsäure auch  weitere Metabolite (z.B.
3-Hydroxypropionsäure oder  Methylzitronen-
säure) erh öh t.
Im  Gegensa tz zur  Bestim m ung der  Vitam in B12-
Konzentra tion  im  Serum , die nur  beim  a lim entä -
ren  Vitam in  B12-Mangel sowie bei Störungen  der
en tera len  Resorption von  Vitam in B12 tief ist, wer-
den  durch  die Analyse der  Methylm alonsäure
auch  seltene Störungen  im  Transpor t von  Vit-
am in B12 [4], in  der  in trazellulä ren  Synthese des
aktiven  C-Faktors Adenosylcoba lam in  [5] sowie
ein  Defekt der  Methylm alonyl-CoA Mutase selbst
er fasst.

sier t (Schr itt 1). Jetzt werden die Säuren  m it
 einem  Gaschrom atographen  aufgetrennt und
 direkt m it einem  Massenspektrometer  detektier t.
Dabei wird der  Säureextrakt im  In jektor  zum  Ver-
dampfen gebrach t (Schr itt 2) und auf eine 25 Me-
ter  lange, dünne Glaskapilla re, deren  Innenwand
mit einer  Flüssigkeit beschichtet ist, geleitet. Die
 verschiedenen Säuren durch laufen  m it un ter-
schiedlicher  Geschwindigkeit die Glaskapilla re
(Schr itt 3) und eluieren  eine nach  der  anderen
aus dem  Gaschrom atograhpen  direkt in  das
 Massenspektrom eter. Hier  werden  die Analyte
gewogen, d.h . die Massen der  einzelnen  Säure-
m oleküle werden gem essen (Schr itt 4) und som it
detek tier t.
Für  die Bestim m ung von  Methylm alonsäure
 sollten  rund 5 m l Ur in  (Gefä ss ohne Zusa tz) oder
etwa  1 m l Serum /Plasm a abgenom m en und ins
spezia lisier te Labor  geschickt werden . Die Pro-
ben  können  ohne Küh lung verschickt werden ,
m üssen dann  jedoch am  n ächsten  Tag im  Labor
ankom m en. 
Die Stä rken von m assenspektrom etr ischen  Tests
sind zweifellos deren  hohe Spezifitä t und Selek-
tivitä t. Bei der  Massenspektrom etr ie wird ein
sehr  spezifisches Charakter istikum des Ana lyten ,
n ämlich  seine Masse (Gewicht), analysier t. Reten-
tionszeit und Massenspektrum  bilden  zusam m en
ein  hochspezifisches Kr iter ium  für  die Analyse.
Auch die Sensitivitä t ist ein  Pluspunkt. Mit dieser
Analyse können  bereits kleinste Mengen  des Ana-
lyten  detektier t und quantifizier t werden. Die
Schwächen  liegen  beim  erh öh ten  Preis dieser

Abbildung 2
Methylmalonsäure-Bestimmung mit GC-MS.
Organisches Säurenprofil (Chromatogramm). Methylmalonsäure (MMA) eluiert bei 23,62 min.
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m essen lä sst. So norm alisier t sich  die Methylm a-
lonsäure bei einem  Vitam in B12-Mangel bereits
wenige Tage nach  Beginn  einer  Therapie m it
 Vitam in  B12 vollständig.

Ein  weiterer  Vor teil besteh t dar in , dass der  Er-
folg einer  ora len  oder  paren tera len  Therapie m it
Vitamin B12 sich einfach und sicher mittels Analyse
von Methylmalonsäure im Urin oder Serum/Plasma
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