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Methylmalonzuurconcentraties bij gezonde Nederlandse kinderen

M. HOGEVEEN, I. van BEIINUM?, A. van ROOIJ?, L. KLUIJTMANS?, M. den HEIJER*en H. BLOM?®

Inleiding

Cobalamine (Cbl) is in de vorm van methylcobala-
mine een cofactor voor methioninesynthase in de
remethylering van homocysteine naar methionine en
in de vorm van adenosylcobalamine in de omzetting
van L-methylmalonyl-CoA tot succinyl-CoA door
het methylmalonyl-CoA-mutase (1). Een intracellulair
Cbl-tekort kan dus leiden tot verhoogde totaal-plasma-
homocysteine(tHcy)- en methylmalonzuur(MMA)-
concentraties. Aangezien tHcy door een veelvoud van
factoren kan worden beinvloed en MMA slechts door
Cbl en ernstige nierdisfunctie, wordt plasma-MMA als
een meer specifieke en gevoelige marker voor intra-
cellulaire Cbl-deficiéntie beschouwd. Cbl-deficiéntie
kan op de kinderleeftijd leiden tot een scala van niet-
specifieke, maar soms zeer ernstige symptomen, zoals
voedingsproblemen, ‘failure to thrive’, ontwikkelings-
achterstand en convulsies en kan resulteren in zowel
reversibele als irreversibele neurologische schade (2).
Recente studies suggereren dat Cbl-deficiéntie relatief
vaak voorkomt bij zuigelingen en kinderen (3). Wij
bepaalden plasma MMA-concentraties bij gezonde
Nederlandse kinderen en bestudeerden welke facto-
ren van invloed zijn op deze MMA-concentraties.
De resultaten van dit onderzoek zijn relevant voor de
diagnose en behandeling van Cbl-deficiéntie, om de
mogelijke langetermijneffecten daarvan te beschrij-
ven en om het effect van eventuele therapie te kunnen
onderzoeken.

Methoden

Bij 186 Nederlandse kinderen werd de plasma-MMA-
concentratie bepaald. Oudere kinderen werd via school
om hun medewerking gevraagd aan dit onderzoek, jon-
gere kinderen (<11 jaar) werden gerekruteerd via onze
polikliniek op moment van bloedathame voor andere
diagnostische en/of therapeutische redenen. Drie ml
EDTA-bloed werd afgenomen, op ijs bewaard en bin-
nen 4 uur afgedraaid, waarna het EDTA-plasma in een
vriezer bij -20 °C werd bewaard. Indien mogelijk werd
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ook bloed afgenomen in een heparinebuis voor de be-
paling van Cbl en creatinine (4). Plasma-tHcy werd
bepaald met een HPLC-methode zoals beschreven
door Fiskerstrand, met enige modificaties (5). Plasma-
MMA werd bepaald met behulp van een nieuwe LC-
MS/MS-methode (6). Plasma-Cbl werd bepaald met
de Dualcount Solid PhaseBoil Radioassay. Statisti-
sche analyse werd gedaan met SPPS software (versie
12.0.1). Logaritmische transformatie werd toegepast
op de data. Multivariabele lineaire regressieanalyse
werd gebruikt om de mogelijke invloed van variabelen
op plasma-MMA-concentraties te bestuderen. Analy-
ses werden niet uitgevoerd bij kinderen jonger dan 1
jaar in verband met het kleine aantal kinderen waarbij
alle bepalingen konden worden verricht (n=5).

Resultaten

In totaal werden 186 kinderen geincludeerd (92 jon-
gens, 94 meisjes). De mediane leeftijd bedroeg 11,3 jaar
(range 0,01-19,3). Het geometrisch gemiddelde (GM)
plasma-MMA was 0,17 pymol/l (95% CI: 0,02-0,38;
P95:0,34), GM plasma-tHcy 6,6 pmol/l (95% CI: 3,1-
13,9; P95:11,4), GM plasma-Cbl 339 pmol/l (95% CI:
139-824; P95:784) en het GM plasmacreatinine was 65
pumol/l (95% CI:39-111; P95:94). Er werden geen ver-
schillen in plasma-MMA-, -tHcy-, -Cbl- of -creatinine-
concentraties gevonden tussen beide geslachten, noch
tussen kinderen met en zonder puberteitskenmerken.
Om de eventuele leeftijdsafhankelijkheid van de diver-
se variabelen te bestuderen berekenden we het GM van
plasma-MMA, -tHcy, -Cbl en -creatinine in verschil-
lende leeftijdsgroepen (figuur 1a-d). De 95¢ percentiel
voor plasma-MMA bedroeg 0,30; 0,36;0,30; en 0,42
umol/l respectievelijk voor kinderen in de leeftijdsca-
tegorie 2-5 jaar; 5-10 jaar; 10-15 jaar; en ouder dan 15
jaar. Tussen plasma-MMA, -tHcy, -creatinine en leef-
tijd werden positieve correlaties gevonden (respectie-
velijk r=0,21,r=0,63, r = 0,68; allen p<0,05); plasma
Cbl vertoonde een negatieve correlatie met leeftijd
(r=-0,53, p<0,05). Associaties tussen MMA en Cbl en
tussen tHcy en Cbl waren respectievelijk r = -0,35 en
r = -0,41; beide P<0,001. MMA was niet gecorreleerd
aan creatinine (r=0,07, p=0,38). Kinderen met een Cbl-
concentratie onder de 10e percentiel (<200 pmol/l)
hadden hogere plasma-MMA-concentraties in vergelij-
king met kinderen met hogere Cbl-concentraties (GM
plasma-MMA 0,25 en 0,17 pumol/l, p = 0,003).

Uit multivariabele lineaire regressieanalyse kwam Cbl als
sterkste determinant voor MMA naar voren: 1% daling
in plasma-Cbl resulteerde in 0,41% stijging in plasma-
MMA. In een regressiemodel met Cbl, leeftijd, geslacht
en creatinine als variabelen, verklaarde Cbl 19% van de
variatie in plasma-MMA (andere factoren elk <0,1%).
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Figuur 1. Geometrisch-gemiddelde concentraties van plasma-
MMA (A), serum-Cbl (B), plasma-tHcy (C) en serumcreatinine
(D) in verschillende leeftijdsgroepen. De letters a-d geven sig-
nificante verschillen weer tussen leeftijdscategorieén (p<0.05).
Letter a symboliseert een significant verschil met het geometrisch
gemiddelde van kinderen van 1-5 jaar, letter b met kinderen van
5-10 jaar, letter ¢ symboliseert een significant verschillend geo-
metrisch gemiddelde ten opzichte van kinderen van 10-15 jaar
en letter d ten opzichte van kinderen ouder dan 15 jaar.
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Tabel 1. Lineair regressiemodel voor de relatie tussen plasma-
MMA en plasma-Cbl gestratificeerd voor verschillende leeftijds-
groepen. Data werden logaritmisch getransformeerd. Resultaten
worden weergegeven in beta-coéfficiénten met 95%-betrouw-
baarheidsintervallen tussen haakjes. De beta-coéfficiént geeft
% verandering in logaritmisch getransformeerd plasma-MMA
weer, volgend op een eenheid verandering in logaritmisch veran-
derd plasma-Cbl. * = p waarde <0,05

Cbl Cbl, creatinine  Aantal

1-5 jaar -0,04 (-0,5 t0 0,4) 0,02 (-0,7 to 0,8) 21
5-10jaar  -0,35(-0,7 to -0,03)* -0,33 (-0,7 to 0,006)* 37
10-15 jaar -0,34 (-0,6 to -0,06)* -0,35 (-0,6 to -0,07)* 54
>15jaar  -0,64 (-0,99 t0 -0,3)* -0,64 (-0,99 to -0,3)* 44

We vonden een significante interactie tussen Cbl en
leeftijd en berekenden de relatie tussen MMA en Cbl
na stratificatie voor leeftijd. We observeerden een nega-
tieve relatie tussen MMA en Cbl in elke leeftijdsgroep,
die sterker werd met toenemende leeftijd (p ‘for trend’
0,045) (tabel 1).

Discussie

Plasma-Cbl is de sterkste determinant van plasma-
MMA in Nederlandse kinderen. De negatieve associ-
atie wordt sterker bij hogere leeftijd. Plasma-MMA-
concentraties verschillen tussen kinderen met normale
en lage Cbl-concentraties. In de hele groep werd geen
verschil in plasma-MMA, -Cbl, -tHcy of -creatinine
gevonden tussen beide geslachten. Leeftijd vertoonde
een positieve associatie met plasma-MMA, -tHcy en
-creatinine, echter, voor MMA was dit zeer gering.
De hoogste plasma-MMA-concentraties worden ge-
vonden bij zuigelingen, zowel door ons in een zeer be-
perkte groep (n=13) als door anderen (7). Aangezien
dit vaak gepaard gaat met verhoogde tHcy-concentra-
ties en/of verlaagde Cbl-concentraties suggereert dit
een intracellulaire Cbl-deficiéntie. Intracellulair Cbl
kan deficiént zijn zonder duidelijk verlaagde plasma-
Cbl-concentraties. Plasma-Cbl-bepaling geeft de som
van zowel aan haptocorrine gebonden Cbl als het aan
transcobalamine gebonden Cbl weer. Alleen het trans-
cobalamine-gebonden Cbl, doorgaans ~20% van het
totaal aan plasma-Cbl, kan worden opgenomen door
de cel voor intracellulaire processen (8).

Conclusie

Wij adviseren om bij een breed spectrum aan klinische
symptomen, zeker bij zuigelingen, aan de mogelijk-
heid van (intracellulaire) Cbl-deficiéntie te denken en
wij beschouwen plasma-MMA als de belangrijkste
marker voor nadere evaluatie. Wij stellen voor bij kin-
deren ouder dan 1 jaar 0,30 umol/l als bovengrens te
hanteren.
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Analyse van plasmatryptofaan, -kKynurenine en -3-hydroxykynurenine met
behulp van XLC-MS/MS

W.H.A. de JONG, R. SMIT, E.G.E. de VRIES* en [.P. KEMA

Inleiding

Serotonine is een representant uit de groep van bioge-
ne aminen, die via enkele gelijkende stappen gevormd
worden uit essentiéle aminozuren en betrokken blijken
te zijn bij vele fysiologische processen. Het aminozuur
L-tryptofaan wordt in ons lichaam voor het grootste ge-
deelte gebruikt voor eiwitsynthese. Een klein variabel
percentage wordt gebruikt als voorloper van seroto-
nine. De belangrijkste metabole route van tryptofaan
is de kynurenine-’pathway’. De eerste stap in deze
route, vorming van kynurenine, wordt gekatalyseerd
door twee heem-athankelijke enzymen, tryptofaan-
2,3-dioxygenase (TDO; EC 1.13.11.11) en indoleami-
ne-2,3-dioxygenase (IDO; EC 1.13.11.17). TDO komt
vrijwel alleen in de lever voor terwijl IDO in de peri-
ferie en het centraal zenuwstelsel aanwezig is. De ver-
houding tussen tryptofaan en kynurenine weerspiegelt
de IDO-activiteit en daarmee de beschikbaarheid van
tryptofaan. Pro-inflammatoire stimuli als interferon-y
induceren IDO-expressie (1-3). Een belangrijke cyto-
toxische metaboliet van kynurenine is 3-hydroxykyn-
urenine. De concentraties van deze stof in plasma zijn
veel lager dan die van tryptofaan en kynurenine.
Variatie in tryptofaanconcentratie door IDO/TDO-
inductie beinvloedt de productie van serotonine. Ana-
lyse van tryptofaan en de kynureninemetabolieten is
daarom belangrijk voor onderzoek naar pathofysio-
logische condities waarbij serotonine een belangrijke
rol speelt, zoals carcinoidtumoren met excessieve
serotonineproductie, stemmingsstoornissen zoals de-
pressie met een verminderde serotonine beschikbaar-
heid, ontsteking, immuunactivatie, transplantatie en
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zwangerschap (1, 2). Om de (patho)fysiologische me-
chanismen van dit metabolisme te kunnen bestuderen
is het belangrijk dat tryptofaan en zijn grootse afbraak-
product (i.e. kynurenine) gemakkelijk kunnen worden
gekwantificeerd in kleine volumina met hoge juistheid
en precisie.

Deze studie beschrijft een sensitieve, specifieke, en
geautomatiseerde high-throughput-methode bestaan-
de uit onlinevastefase-extractie gekoppeld aan vloei-
stofchromatografie (LC) met tandem-massaspectro-
metrische (MS/MS) detectie (XLC-MS/MS) voor de
simultane extractie, concentratie, scheiding, en massa-
selectieve detectie van tryptofaan en zijn metabolie-
ten kynurenine en 3-hydroxykynurenine in plasma.
De tryptofaan-kynurenineratio in plasma wordt o.a.
gebruikt bij onderzoek naar leukemie (4) en prostaat-
kanker (5). Omdat bij gebruik van deze markers in de
diagnostiek, naast analytische variatie, ook de biologi-
sche variatie van belang is, hebben we in deze studie
de biologische intra- en interdagvariatie van trypto-
faan, kynurenine en hun ratio bepaald.

Materiaal en methoden

Reagentia, oplossingen en monsters

De gebruikte reagentia en oplossingen waren van
HPLC-kwaliteit. L-tryptofaan, pb,L-kynurenine en D,L-
3-hydroxykynurenine waren van Sigma-Aldrich Ltd.
De gedeutereerde interne standaard L-tryptofaan-
2°.4°,5,6’,7-d5 was van C/D/N Isotopes en L-kyn-
urenine-3’,4°,5°,6’-d4 was van Buchem BV. 3-hy-
droxykynurenine-d2 werd zelfgemaakt (8).
Blancoplasma voor kalibratiecurves werd verkregen
door dialyse van gepoold plasma. Bloed werd afgeno-
men door middel van venapunctie in 10-ml-vacutai-
nerbuizen (Becton Dickinson) met K,EDTA als anti-
coagulans. Plasma werd opgeslagen bij -20°C.
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