
 

Aus dem Klinikum am Steinenberg Reutlingen 

Akademisches Lehrkrankenhaus der Universität Tübingen 

Klinik für Kinder- und Jugendmedizin 

Chefarzt: Professor Dr. F. K. Trefz 

 

 

Bestimmung von Referenzwerten für  
krankheitsrelevante Aminosäurenkonzentrationen im  

Trockenblut mittels Tandem-Massenspektrometrie 
in einem Normalkollektiv gesunder Neugeborener 

 

 

Inaugural-Dissertation 

zur Erlangung des Doktorgrades 

der Medizin 

 

 

der 

 Medizinischen Fakultät 

der Eberhard-Karls-Universität 

zu Tübingen 

 

 

vorgelegt von 

Janine Morgenthaler 

aus 

Reutlingen 

 

2004



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dekan:     Professor Dr. C. D. Claussen 

 

1. Berichterstatter:    Professor Dr. F. K. Trefz 

2. Berichterstatter:   Professor Dr. Ch. F. Poets 

3. Berichterstatter:   Professor Dr. G. F. Hoffmann 

 

 



WIDMUNG 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gewidmet meinen Eltern und meiner 
Großmutter Elisabeth 

 

 
 

 



INHALTSVERZEICHNIS 
 

1 EINLEITUNG________________________________________________1 

1.1 Neugeborenenscreening ________________________________________ 1 

1.2 Verwendung der Tandem-Massenspektrometrie (TMS) für das 
Neugeborenen-Screening ________________________________________ 2 

1.3 Einflüsse auf das Screening Ergebnis durch die postnatale Adaptation _ 3 

1.4 Aminoazidopathien im Neugeborenen-Screening ___________________ 3 
1.4.1 Hyperphenylalaninämien (HPA) _______________________________________3 
1.4.2 Hypertyrosinämie __________________________________________________7 
1.4.3 Ahornsiruperkrankung (Maple Syrup Urine Disease (MSUD), Branched Chain 

Ketoaciduria) _____________________________________________________12 
1.4.4 Hypermethioninämie und Homocystinurie ______________________________15 
1.4.5 Citrullinämie______________________________________________________16 

1.5 Ziele und Fragestellung ________________________________________ 18 

2 MATERIAL UND METHODEN _________________________________19 

2.1 Rahmenbedingungen__________________________________________ 19 

2.2 Probenmaterial _______________________________________________ 19 

2.3 Probengewinnung für das Neugeborenen-Screening _______________ 19 

2.4 Probengewinnung für die Studie ________________________________ 20 

2.5 Dokumentation der klinischen Daten _____________________________ 20 

2.6 Dokumentation der Ernährung __________________________________ 20 

2.7 Bestimmung des Gestationsalters nach Farr ______________________ 21 

2.8 Probenverarbeitung ___________________________________________ 22 
2.8.1 Geräte für die Probenaufbereitung ____________________________________22 
2.8.2 Geräte für die Analytik______________________________________________22 
2.8.3 Chemikalien und Lösungen__________________________________________22 
2.8.4 Probenverarbeitung________________________________________________22 
2.8.5 Protokoll der Probenvorbereitung _____________________________________23 
2.8.6 Geräteparameter des Tandem-Massenspektrometers (ESI-MS/MS)__________23 
2.8.7 Tandem-Massenspektrometrie _______________________________________24 

2.9 Rohdatenanalyse _____________________________________________ 24 

2.10 Statistische Analyse___________________________________________ 25 
2.10.1 Bestimmung der Referenzwerte für Aminosäurenkonzentrationen in einem 

Normalkollektiv gesunder Neugeborener _______________________________25 
2.10.2 Bestimmung der Einflussvariablen Alter auf die Aminosäurenkonzentrationen __25 
2.10.3 Bestimmung von Referenzbereichen __________________________________25 
2.10.4 Bestimmung der Einflussgröße Geburtsgewicht, postnataler Gewichtsverlust und 

Gestationsalter auf die Aminosäurenkonzentrationen _____________________25 
2.10.5 Bestimmung der Einflussgröße Geschlecht auf die Aminosäurenkonzentrationen _
 _____________________________________________________________    25 
2.10.6 Bestimmung der Einflussgröße Ernährung auf die Aminosäurenkonzentrationen 26 

2.11 Einschlusskriterien ___________________________________________ 26 

2.12 Ausschluß von Outlayers ______________________________________ 27 

2.13 Ausschluß bei fehlenden bzw. falschen Angaben __________________ 27 

2.14 Screening Methoden und Qualität und Validität der Methoden________ 27 
2.14.1 Methoden zum Nachweis von Aminoazidopathien ________________________27 



INHALTSVERZEICHNIS 

  

2.14.2 Bakterieninhibitionstest _____________________________________________27 
2.14.3 Chromatographische Methode _______________________________________28 
2.14.4 Enzymatische Methode_____________________________________________28 
2.14.5 Fluorometrische Methode ___________________________________________28 
2.14.6 HPLC Methode ___________________________________________________29 
2.14.7 Tandem-Massenspektrometrie (TMS) _________________________________29 
2.14.8 Diskussion der Methoden ___________________________________________29 

3 ERGEBNISSE ______________________________________________34 

3.1 Daten des Untersuchungskollektivs______________________________ 34 

Tabelle 1:  Kenndaten des Untersuchungskollektivs________________________ 34 

Tabelle 2: Einteilung der Neugeborenen in Gruppen entsprechend der Ernährung in 
den ersten fünf Lebenstagen __________________________________________ 36 

3.2 Ergebnisse der Aminosäurenbestimmung ________________________ 37 

Tabelle 3: Mittelwert  einfache Standardabweichung (SD), Median und Quantile der 
Aminosäurekonzentrationen von 1542 Proben in den ersten fünf Lebenstagen ___ 37 

3.2.1 Vergleich der Methoden HPLC und TMS zur Bestimmung der 
Aminosäurenkonzentration _________________________________________________38 

3.3 Verlauf der Aminosäurenkonzentration in den ersten fünf Lebenstagen 39 

Tabelle 4: Verlauf der Aminosäurekonzentration (µmol/l) in den ersten fünf   
Lebenstagen_______________________________________________________ 40 

Tabelle 5: Verlauf der Quotienten der Aminosäuren in den ersten fünf Lebenstagen
_________________________________________________________________ 41 

3.4 Korrelation der Aminosäurenkonzentration mit dem postnatalen 
Gewichtsverlust _______________________________________________ 52 

3.5 Verlauf der Aminosäurenkonzentration bei Mädchen und Jungen_____ 52 

3.6 Verlauf der Aminosäurenkonzentration bei unterschiedlichem 
Geburtsgewicht _______________________________________________ 56 

3.7 Verlauf der Aminosäurenkonzentration bei unterschiedlichem 
Gestationsalter________________________________________________ 56 

3.8 Verlauf der Aminosäurenkonzentration bei unterschiedlichen 
Ernährungsformen_____________________________________________ 58 

Tabelle 6: Abhängigkeit der Aminosäurenkonzentration von der Ernährung _____ 58 

3.9 Patienten mit Risiko für PKU - Konzentrationsverlauf der Aminosäuren 
Phenylalanin und Tyrosin im Trockenblut__________________________ 63 

4 DISKUSSION ______________________________________________65 

4.1 Untersuchungen einzelner krankheitsrelevanter Aminosäuren _______ 67 

4.2 Vergleich eigener Daten über Einflussgrößen mit der Literatur _______ 68 
4.2.1 Alter ____________________________________________________________68 
4.2.2 Ernährung _______________________________________________________69 
4.2.3 Gewichtsverlust___________________________________________________70 
4.2.4 Geburtsgewicht ___________________________________________________71 
4.2.5 Geschlecht ______________________________________________________71 
4.2.6 Gestationsalter ___________________________________________________72 
4.2.7 Pathologischer Phenylalaninverlauf in einer Risikogruppe__________________73 



INHALTSVERZEICHNIS 

  

4.3 Weitere in der Literatur beschriebene Einflüsse____________________ 73 
4.3.1 Circadianer Rhythmus______________________________________________73 
4.3.2 Genetik _________________________________________________________74 
4.3.3 Hormone ________________________________________________________74 

4.4 Schlußfolgerung______________________________________________ 75 

5 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK ________________________76 

6 ANHANG__________________________________________________79 

6.1 Verzeichnis der Abkürzungen___________________________________ 79 

6.2 Verzeichnis der Abbildungen ___________________________________ 80 

6.3 Verzeichnis der Tabellen _______________________________________ 82 

6.4 Vergleich der Aminosäurekonzentrationen ________________________ 83 
6.4.1 Eigene Daten_____________________________________________________83 
6.4.2 Sander et al. (2000) _______________________________________________84 
6.4.3 Schulze et al. (1999) _______________________________________________85 
6.4.4 Reilly et al. (1998) _________________________________________________86 
6.4.5 Pohlandt (1978)___________________________________________________87 
6.4.6 Chace et al. (1995, 1996, 1997) ______________________________________88 

6.5 Hinweise zur Statistik__________________________________________ 89 
6.5.1 Modell für altersabhängige Referenzbereiche der Aminosäurenkonzentrationen 

(AS) ____________________________________________________________89 
6.5.2 Erläuterungen zur Darstellung der Ergebnisse___________________________90 

6.6 Aufklärungsschrift zum Erweiterten Neugeborenenscreening ________ 91 

7 LITERATURVERZEICHNIS ___________________________________93 

8 TABELLARISCHER LEBENSLAUF____________________________115 

9 DANKSAGUNG____________________________________________116 
 



EINLEITUNG 

 1

1 EINLEITUNG 

1.1 Neugeborenenscreening 

Das Neugeborenen-Screening ist eine Untersuchung zur Früherkennung angeborener 
Stoffwechselstörungen und Endokrinopathien. Neugeborene mit behandelbaren metabo-
lischen und endokrinen Erkrankungen sollen dadurch frühzeitig und vollständig erfasst 
werden. Die präsymptomatische Diagnose und Therapie soll eine erfolgreiche Behand-
lung ermöglichen und irreversible Schäden der geistigen Entwicklung und lebensbe-
drohliche Entgleisungen des Stoffwechsels verhindern.  

Das Neugeborenen-Screening auf Phenylketonurie (PKU) gilt als „Paradebeispiel“ für 
einen erfolgreichen Einsatz einer Präventivmaßnahme in der Kinderheilkunde: Durch 
die Entwicklung einer sensitiven Methode zur Erkennung erhöhter Phenylalanin-Spiegel 
im Blut durch Guthrie (Guthrie, 1963, 1996) und einer einfachen Blutentnahme und 
Probenversandmöglichkeit („Guthriekarte“) wurde die Organisation eines generellen 
Neugeborenen-Screenings auf PKU möglich. Die nächste Vorraussetzung, eine erfolg-
reiche Behandlung der PKU, war durch die Arbeiten von Bickel et al. möglich gewor-
den (Bickel et al., 1954). Die großen Erfolge des Neugeborenen-Screenings auf PKU 
hatte zur Folge, dass in den darauffolgenden Jahren weitere Erkrankungen in das Neu-
geborenen-Screening aufgenommen wurden. Im allgemeinen Neugeborenen-Screening 
wurde die Früherkennung folgender Erkrankungen empfohlen: Phenylketonurie (PKU), 
Galaktosämie, Hypothyreose, Biotinidase-Mangel und Adrenogenitales Syndrom (Stän-
dige Kommission für das Neugeborenenscreening, 1997). 

Der empfohlene Untersuchungsumfang an Erkrankungen wird durch mehrere Kriterien 
festgelegt. Vorraussetzungen sind ein signifikanter Krankheitswert, positive Kosten-
Nutzen-Relation, die Erkennung einer latenten oder frühen Symptomatik, ausreichendes 
Wissen über die physiologischen Hintergründe und den Verlauf der Erkrankung, eine 
anerkannte Methode zur Diagnostik, die für die Bevölkerung zumutbar ist und akzep-
tiert wird, die Behandelbarkeit der Erkrankung bzw. der Nutzen für das Kind, die Ver-
fügbarkeit von Bestätigungsdiagnostik und Nachsorgestrukturen und eine ständige Wei-
terentwicklung des Neugeborenen-Screenings. Außerdem muss eine ausreichende Me-
thodensicherheit gegeben sein, die eine hohe diagnostische Sensitivität (alle erkrankten 
Neugeborenen sollen erfasst werden) und vertretbare Rate an Kontrolluntersuchungen 
(Recall-Rate < 0,1%) aufgrund von falsch positiven Ergebnissen aufweist (Wilson and 
Jungner, 1968). 
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Die bislang verfügbaren Untersuchungsmethoden für das allgemeine Neugeborenen-
Screening benutzen mikrobiologische, enzymatische, chromatographische und fluoro-
metrische Methoden zum Nachweis erhöhter Phenylalaninwerte von kapillär entnom-
menen Blutproben auf Filterpapier.  

1.2 Verwendung der Tandem-Massenspektrometrie (TMS) für das 
Neugeborenen-Screening 

In den letzten Jahren wurde für die Diagnostik von Aminoazidopathien, Fettsäureoxida-
tionsstörungen sowie Organoazidämien aus Trockenblut in vielen Screeninglabors die 
TMS eingeführt. In einem Analysegang des TMS können über 20 Parameter aus Tro-
ckenblut quantitativ bestimmt werden. Der hohe Informationsgehalt durch die simultane 
Messung multipler Komponenten aus einer Probe erlaubt die Charakterisierung einer 
Erkrankung durch mehrere Metabolite im Gegensatz zu älteren Methoden, bei denen 
nur ein für die Erkrankung repräsentativer Metabolit gemessen wurde. Für die Diagnos-
tik der Phenylketonurie kann z.B. nicht nur ein erhöhter Phenylalaninwert herangezogen 
werden, sondern die zusätzliche Bestimmung der Tyrosinkonzentration und die Bildung 
des Quotienten aus Phenylalanin und Tyrosin ermöglicht eine weitere Verbesserung von 
Sensitivität und Spezifität. Die TMS hat den weiteren Vorteil, dass sie vorhandene Or-
ganisationsstrukturen bzw. die Verwendung von Trockenblut nutzen kann („Guthriekar-
te“). Die technologische Weiterentwicklung dieser Methoden ermöglichte einen hohen 
Probendurchsatz und die Automatisierung der Screeninguntersuchungen.  

Neben der technologischen Weiterentwicklung des Neugeborenen-Screenings ergab 
sich eine zunehmende Veränderung im Gesundheitswesen in den meisten Industrielän-
dern. Die Einführung von Kostenpauschalen führte und führt immer noch dazu, dass 
Frauen nach der Geburt möglichst schnell entlassen werden. Das hatte zur Folge, dass 
die bisherigen Screeningempfehlungen (Neugeborenen-Screening am 4.- 7. Lebenstag) 
organisatorische Probleme aufwarfen (Ständige Kommission für das Neugeborenensc-
reening (1997)).  

Gleichzeitig ergab sich aus medizinischer Sicht das Bedürfnis, den Screeningzeitpunkt 
möglichst früh zu terminieren, da nur so akut verlaufende Erkrankungen (z.B. Ahornsi-
ruperkrankung (MSUD) oder Organozidopathien) rechtzeitig erkannt und behandelt 
werden können (Chace et al. 1995, 1997). 

Inzwischen gehen die Empfehlungen soweit, dass bereits nach der 36. Lebensstunde ein 
Neugeborenen-Screening möglich ist, wenn die TMS eingesetzt wird. (Ständige Scree-
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ningkommission der Deutschen Gesellschaft für Kinderheilkunde und Jugendmedizin 
(DGKJ) (2002)). 

1.3  Einflüsse auf das Screening Ergebnis durch die postnatale Adapta-
tion 

Die „Vorverlegung“ des Neugeborenen-Screenings auf die 36. Lebensstunde bedeutet 
eine verbesserte Früherkennung. Andererseits stellt sich die Frage, ob nicht durch die 
starken physiologischen und biochemischen Veränderungen nach der Geburt die Spezi-
fität und Sensitivität der Screeninguntersuchungen beeinträchtigt wird. So weiß man 
schon länger, dass z.B. bei der PKU die Phenylalaninkonzentration im fetalen Blut 
normal ist und erst nach Geburt ansteigt (McCabe und McCabe, (1983), American Aca-
demy of Pediatrics Committee on Genetics, (1982). Bei anderen Erkrankungen wie z.B. 
dem MCAD-Defekt scheint es umgekehrt zu sein: bei früher postnataler Probenentnah-
me ist der pathognomische Metabolit Octanoylcarnitin höher als am 5.-10. Lebenstag 
(Chace et al., 1997).  

Neben dem Einfluss des Alters des Kindes wird in vielen Empfehlungen immer noch 
die Bedeutung einer adäquaten Milchfütterung (Muttermilch oder Säuglingsmilch) dis-
kutiert (Department of Health and Social Security, Welsh Office, (1969), Zabransky, 
(1997)). Während diese für den Nachweis einer erhöhten Galaktose im Blut nach wie 
vor gilt, ist sie für die Früherkennung anderer Erkrankungen bei Verwendung entspre-
chender Methoden nicht notwendig (Ständige Screeningkommission der Deutschen Ge-
sellschaft für Kinderheilkunde und Jugendmedizin (DGKJ) (2002)). Über andere 
postnatale Einflüsse auf die Screeningparameter gibt es bislang keine systematischen 
Daten. 

1.4 Aminoazidopathien im Neugeborenen-Screening  

1.4.1 Hyperphenylalaninämien (HPA) 

Die essentielle Aminosäure Phenylalanin ist ein Grundbaustein für die Eiweißsynthese 
und wird dem Körper über die Nahrung zugefügt oder entsteht durch den Abbau von 
körpereigenem Eiweiß. Bei einer normalen eiweißhaltigen Ernährung wird wesentlich 
mehr Phenylalanin aufgenommen als für die Eiweißsynthese benötigt wird (Young und 
Pellett, 1987, American Academy of Pediatrics, 1976, Basile-Filho et al., 1997).  

Ein Großteil des überschüssigen Phenylalanins wird in der Leber in die Aminosäure 
Tyrosin umgewandelt, die eine Vorstufe für die Neurotransmittersynthese darstellt 
(Kaufman, 1976). Diese Reaktion wird durch das Enzym Phenylalaninhydroxylase 
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(PAH, EC 1.14.16.1) und den Cofaktor Tetrahydrobiopterin (BH4) katalysiert. (Kauf-
man, 1971, Kaufman, 1963).  

Ein Defekt des PAH Enzyms sowie ein Mangel an Cofaktor BH4 vermindern die Akti-
vität des Enzymsystems. Die Phenylalaninspiegel in Blut und Organen steigen an und 
Tyrosin wird zu einer essentiellen Aminosäure. Erhöhte Phenylalaninkonzentrationen 
führen während der Entwicklung des Gehirns zu irreversiblen Schäden, nach Abschluß 
der Hirnentwicklung zu reversiblen Funktionseinschränkungen (Lentze et al., 2001). 

Die Phenylketonurie (PKU) (McKusick 261600) und die Non-PKU HPA werden auto-
somal rezessiv vererbt und beruhen auf Mutationen des PAH-Gens, das auf dem Chro-
mosom 12q22-q24.1 lokalisiert ist (Lidsky, 1985). Mehrere hundert krankheitsauslö-
sende Mutationen beinhaltet das PAHdb, eine öffentliche on-line Datenbank über die 
spezifische Lokalisation von Mutationen der PAH (Scriver et al., 2000). In der europäi-
schen Bevölkerung beträgt die Inzidenz der PKU 1:10.000 Lebendgeburten (Scriver und 
Kaufman, 2001). 

Die Höhe der Phenylalaninspiegel im Blut, die diätetische Phenylalanintoleranz sowie 
die Restaktivität des PAH Enzyms (Guttler, 1980) unterteilen die HPA in die schwer-
wiegende PKU und die mildere Non-PKU HPA. Weitere HPA Formen sind die transito-
rische HPA, die HPA aufgrund eines BH4-Mangels durch Störungen der Dihydrobiop-
terinsynthese oder der Dihydrobiopterinreduktase und die HPA aufgrund maternaler 
PKU. 

1.4.1.1 PKU und Non-PKU HPA 

Unbehandelt führt die Erkrankung zu deutlicher geistiger und weniger ausgeprägter 
statomotorischer Retardierung mit Mikrozephalie, cerebralen Krampfanfällen und wei-
teren neurologischen Auffälligkeiten (Bickel et al, 1954). 

Die Pathogenese der gestörten Hirnentwicklung weist darauf hin, daß Phenylalanin 
selbst die schädigende Wirkung ausübt, da die oxidativen Abbauprodukte von Phenyla-
lanin keine hohen intrazerbralen Konzentrationen erreichen, um auf die verschiedenen 
Enzymsysteme einzuwirken (Kaufman, 1976). Die hohen Phenylalaninkonzentrationen 
haben wahrscheinlich Auswirkungen auf den Myelinstoffwechsel und schädigen sowohl 
die Funktion der Nerven als auch die normale Entwicklung der Gehirnstruktur in einer 
äußerst vulnerablen Phase (Bauman and Kemper, 1982). Außerdem werden die Protein-
synthese und die Neurotransmittersynthese gestört (McKean, 1972, Trefz, 2000). 

Eine Behandlung, die eine normale körperliche und geistige Entwicklung ermöglicht, 
entwickelte Horst Bickel mit einer phenylalaninarmen Diät (Bickel et al., 1953, Koch et 
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al., 1987, Medical Research Council Working Party on Phenylketonuria, 1993). Darauf-
hin wurde verstärkt die frühzeitige Identifizierung von PKU-Patienten vorangetrieben, 
die durch das Neugeborenen-Screening mit dem Bakterieninhibitionstest von Robert 
Guthrie (Guthrie, 1961) möglich wurde. 

Die optimale Behandlung der PKU beinhaltet: (1) Den Beginn der Diät im ersten Le-
bensmonat, da die Intelligenzleistung mit einem frühzeitigen Diätbeginn korrelliert 
(Barclay et al., 1988, Smith, 1990). (2) Das Einhalten der Diät im Kindes- und Jugend-
alter, möglicherweise sogar lebenslang, und auf jeden Fall präkonzeptionell und wäh-
rend der Schwangerschaft zum Schutz des Feten (Medical Research Council Working 
Party on Phenylketonuria, 1993). (3) Eine ausreichende Eiweißaufnahme, die zu norma-
len Phenylalaninwerten im Plasma führt und damit das Wachstum und die Entwicklung 
nicht beeinträchtigt (Scriver und Kaufman, 2001). 

Die Einhaltung der Diät wird durch Beschränkungen bei der Ernährung, einem drasti-
schen Wechsel des Lebensstiles, sowie den oft unzureichenden Eigenschaften der Phe-
armen Produkte in Hinblick auf Geschmack und Geruch erschwert und oft nicht konse-
quent fortgeführt (Scriver und Kaufman, 2001). Die resultierende Erhöhung der Phe-
Konzentration im Blut führen bei Kindern zu pathologischen Veränderungen des Ner-
vensystems, zur Verschlechterung kognitiver Fähigkeiten und zu Verhaltensstörungen 
(Thompson et al., 1990, Smith et al., 1989, 1990, Waisbren et al., 1994). Allerdings 
korrelieren hohe Phe-Konzentrationen im Blut in jedem Lebensalter mit Störungen des 
Myelinstoffwechsels und neurologischer Verschlechterung, auch wenn eine diätetische 
Behandlung im Kindesalter durchgeführt wurde (Thompson et al., 1990, 1993, Toft et 
al., 1994). 

1.4.1.2 Maternale PKU 

Ein weiterer wichtiger Aspekt der lebenslangen diätetischen Behandlung sind die Risi-
ken für die Feten von PKU-Patientinnen während der Schwangerschaft. Die Hyperphe-
nylalaninämie führt zur Embryopathie bzw. Fetopathie (Scriver, 1967, Kirkman, 1992, 
Lenke und Levy, 1980), die das Wachstum beeinträchtigt, zu angeborenen Fehlbildun-
gen (Lenke und Levy, 1980), Mikrozephalie und geistiger Retardierung des Feten führt. 
Patientinnen mit Hyperphenylalaninämie sollten bereits vor der Schwangerschaft eine 
Beratung erhalten und die Diät bereits zu diesem Zeitpunkt wieder konsequent aufneh-
men und während der gesamten Schwangerschaft strikt einhalten.  

Eine normale Entwicklung des Feten ist durch die genaue Einhaltung der Behandlung 
vor und während der Schwangerschaft möglich (Thompson et al., 1991, Drogari et al., 
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1987, Clark und Cockburn, 1991, Brenton und Haseler, 1990, Platt et al., 1992, Güttler 
et al., 1990). 

1.4.1.3 Transiente Hyperphenylalaninämie 

Bei einigen Neugeborenen wird eine HPA im Neugeborenen-Screening nachgewiesen, 
die bei einer Zweituntersuchung nicht mehr vorhanden ist. Diese transienten HPA haben 
keine weitere klinische Bedeutung (Scriver und Kaufman, 2001). Eine maternale HPA 
kann in den ersten zwei Lebenstagen zu einem solchen Effekt  führen (Levy und 
Lobbregt, 1995). 

1.4.1.4 Hyperphenylalaninämie durch Tetrahydrobiopterin (BH4)-Mangel 

BH4 ist ein Cofaktor der Hydroxylierungsreaktion von Phenylalanin zu Tyrosin, dessen 
Mangel in den meisten Fällen zu einer HPA führt. Ein Mangel an BH4 beruht auf Gen-
mutationen , die Enzyme für das Recycling oder die Synthese von BH4 beeinträchtigen. 
BH4 ist auch ein Cofaktor für die Hydroxylierung von Tyrosin und Tryptophan. Der 
Mangel an BH4 führt somit zu Störungen der Hydroxylierungsreaktionen und zur Stö-
rung der Synthese der entsprechenden Neurotransmittervorstufen L-Dopa und 5-
Hydroxytryptophan. 

Die Häufigkeit von BH4-Defekten beträgt 1- 2 % der Neugeborenen mit HPA und liegt 
somit ungefähr bei 1:1Mio. Geburten (Blau et al., 2001). 

Patienten mit Phenylalaninerhöhungen aufgrund eines BH4-Mangels zeigen trotz früh-
zeitiger Diagnose unter Behandlung mit lediglich einer Phe-armen Diät fortschreitende 
neurologische Symptome und versterben frühzeitig, da zusätzlich die Gabe der Neu-
rotransmittervorstufen L-Dopa und 5-Hydroxytryptophan (Kaufman et al., 1983), sowie 
Carbidopa als Decarboxylase-Inhibitor (Bartholomè und Byrd, 1975) notwendig ist. Bei 
manchen Defekten ist auch BH4 zur Senkung der Phenylalaninkonzentration im Blut 
(Ponzone et al., 1993, Al-Aqeel et al., 1992) erforderlich. Das Ziel der Behandlung ist 
die Beherrschung der HPA und die Korrektur des Neurotransmitter-Mangels (Blau et 
al., 2001). 

Da es sich bei dem BH4-Mangel um eine schwerwiegende jedoch behandelbare Erkran-
kung handelt, die im Neugeborenen-Screening nicht von anderen HPA-Formen diffe-
renziert werden kann, sollte schon bei leicht erhöhter, persistierender HPA, ein selekti-
ves Screening auf einen BH4-Mangel durchgeführt werden (Dhondt, 1991, Blau et al., 
1996). Das selektive Screening beinhaltet die Durchführung eines Tests auf das Anspre-
chen der Phenylalaninkonzentrationen auf die Gabe von BH4, die Analyse von Pterinen 
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im Urin und die Messung der Aktivität des Enzyms Dihydropteridinreduktase im Blut 
(Blau et al., 2001). 

1.4.2 Hypertyrosinämie 

Die Aminosäure Tyrosin wird dem Körper aus zwei Quellen zugeführt, der Nahrung 
und der Hydroxylierung von Phenylalanin. Tyrosin wird als Vorstufe zur Synthese von 
Neurotransmittern, Schilddrüsenhormonen und Melaninpigmenten benötigt. Der größte 
Anteil von Tyrosin wird in Proteine eingebaut oder in mehreren Reaktionsschritten in 
den Hepatozyten abgebaut. 

Zu den Ursachen einer Hypertyrosinämie zählen mehrere angeborene autosomal rezes-
sive Erkrankungen des Tyrosinstoffwechsels, schwere Leberfunktionsstörungen, die 
transiente Tyrosinämie des Neugeborenen und weitere hier nicht besprochene (Skorbut, 
Hyperthyreose, postprandialer Status). Die häufigste Ursache kurzfristiger Hypertyrosi-
nämien sind die transiente neonatale Tyrosinämie und Lebererkrankungen (Mitchell et 
al., 2001).  

Kurzzeitige Perioden von erhöhtem Tyrosin werden vom Körper gut toleriert, chroni-
sche Hypertyrosinämien gehen aber zum Teil mit neurologischen Störungen und Ent-
wicklungsverzögerungen einher, deren kausaler Zusammenhang noch nicht eindeutig 
bewiesen ist (Rice et al., 1989, Mamunes et al., 1976, Light et al., 1973) und der auch 
im Gegensatz dazu steht, dass Kinder mit hepatorenaler Tyrosinämie eine normale Intel-
ligenz und keine Beeinträchtigung des ZNS aufweisen (Mitchell et al., 2001). 

1.4.2.1 Transiente Hypertyrosinämie des Neugeborenen 

Die transiente Hypertyrosinämie (OMIM 276500) ist die häufigste Störung des Amino-
säurestoffwechsels (Scriver und Rosenberg, 1973). Als Ursache wird die Unreife des 
Enzyms 4-Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase (pHPPD) in Zusammenhang mit einem 
vermehrten Abbau von Tyrosin vermutet. Die geringe Aktivität der pHPPD im Fetus 
und Neugeborenen (Ohisalo et al., 1982, Fellmann et al., 1972) aufgrund der späten 
Reifung des Enzyms (Mitchell et al., 2001) sowie die hohen Konzentrationen von 4-
Hydroxyphenylpyruvat und dessen Derivate (Scriver und Rosenberg, 1973, Goodwin, 
1972) bei Patienten mit transienter Tyrosinämie weisen auf den Mangel an pHPPD als 
Hauptursache der transienten Tyrosinämie hin.  

Risikofaktoren für die Entwicklung einer transienten Hypertyrosinämie sind die Früh-
geburtlichkeit, eine hohe Proteinzufuhr und eine unzureichende Vitamin C Aufnahme 
(Scriver und Rosenberg, 1973, Wong et al., 1967). Ascorbinsäure stellt einen Cofaktor 
des Enzyms pHPPD dar (Mitchell et al., 2001). 



EINLEITUNG 

 8

Die isolierte Hypertyrosinämie bei einem asymptomatischen Neugeborenen, die durch 
Gabe von Ascorbinsäure oder spontan mithilfe einer Diät zurück geht und gleichzeitig 
keine Zeichen einer Leber-, Nieren- oder Hautschädigungen aufweist, unterscheidet die  
transiente Tyrosinämie von anderen Hypertyrosinämien. 

In den meisten Fällen ist die transiente Tyrosinämie ein biochemischer Befund bei ei-
nem ansonsten unauffälligen Neugeborenen (Menkes et al., 1966, Partington et al., 
1968). In einigen Fällen allerdings ging die transiente Tyrosinämie mit Lethargie und 
reduzierter motorischer Aktivität beim Neugeborenen einher (Light et al., 1973). Bei 
einigen Patienten mit transienter Tyrosinämie wurde eine reduzierte intellektuelle Prog-
nose angedeutet (Rice et al., 1989, Mamunes et al., 1976). Eine Studie zur Klärung die-
ser Frage wurde noch nicht durchgeführt. 

Obwohl die transiente Tyrosinämie des Neugeborenen meistens gutartig verläuft, ist es 
wichtig, die Proteinzufuhr einzuschränken und Ascorbinsäure zu verabreichen, um die 
Tyrosin-Spiegel so schnell wie möglich zu senken. Meistens nehmen die Tyrosinwerte 
im Serum innerhalb von Stunden nach der Gabe von Ascorbinsäure ab (Light et al., 
1966). Bei einer unauffälligen klinischen Untersuchung und Familienanamnese in Be-
zug auf eine hepatorenale Tyrosinämie, sollte die Tyrosinbestimmung 2 bis 3 Tage nach 
Ascorbinsäure Gabe wiederholt werden, um mit Sicherheit von einer transienten Form 
der Hypertyrosinämie ausgehen zu können (Mitchell et al., 2001). 

1.4.2.2 Tyrosinämie Typ I (Hepatorenale Tyrosinämie) 

Die Ursache der rezessiv vererbten hepatorenalen Tyrosinämie (OMIM 276700) ist ein 
Mangel des Enzyms Fumarylacetoacetat-Hydrolase (FAH), einem der letzten Enzyme 
in der Abbaukaskade des Tyrosins (Kvittingen et al., 1981, Lindblad et al., 1977, 
Fällström et al., 1979, Berger et al., 1981, Gray et al., 1981). 

Durch den Enzymblock entstehen vermehrt die Metabolite Maleylacetoacetat, Fumary-
lacetoacetat, Succinylacetoacetat und Succinylaceton, die möglicherweise toxisch auf 
Leber, Niere und peripheres Nervensystem einwirken (Mitchell et al., 2001). Die Inzi-
denz wird generell auf 1:100.000-120.000 geschätzt (Halvorsen, 1980), in einer Region 
in der Provinz Quebec in Kanada (Saguenay-Lac St.Jean) sind größere Patientengrup-
pen beschrieben (De Braakeleer und Larochelle, 1990, Bergeron et al., 1974). 

Die Symptome der Erkrankung variieren stark und beinhalten Leberfunktionsstörungen, 
akutes Leberversagen, Leberzirrhose, hepatozelluläres Karzinom, renales Fanconi-
Syndrom, Glomerulosklerose und Störungen des peripheren Nervensystems (Mitchell et 
al., 2001). 
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Das Manifestationsalter variiert zwischen der ersten Lebenswoche und 6 Monaten (van 
Spronsen et al., 1994). Durch eine katabole Stoffwechsellage, wie z.B. bei einer Infekti-
on kann eine akute hepatische Krise ausgelöst werden. Initialsymptome sind Erbrechen, 
Durchfall, Fieber, Ödeme, Ikterus, Hepatomegalie und Gerinnungsstörungen (Mitchell 
et al., 2001). 

Je jünger das Kind bei der ersten Manifestation ist, desto grösser ist das Risiko an der 
Grunderkrankung zu sterben (van Spronsen et al., 1994). Ein frühzeitige Diagnose ist 
daher anzustreben. 

In getrockneten Blutproben kann die Tyrosinkonzentration und die Konzentrationen von 
Metaboliten wie Methionin, Succinylaceton und Aminolävulinsäure, die bei der hepato-
renalen Tyrosinämie auffällig sind, gemessen werden.  

Die alleinige Messung der Tyrosinkonzentration hat den Nachteil, dass sich die Werte 
mit denen der transienten Tyrosinämie überlappen. Ein wiederholter Screening Test 
nach 2 bis 6 Wochen eliminiert möglicherweise die falsch positiven Ergebnisse der 
transienten Tyrosinämie (Halvorsen, 1980) führt allerdings zu einer späteren Behand-
lung von Neugeborenen mit hepatorenaler Tyrosinämie und einige Patienten sind zum 
Zeitpunkt des Zweitscreenings bereits symptomatisch (van Spronsen et al., 1994, Laro-
chelle et al., 1967). Die Tyrosinkonzentration im Blut steigt nach der Geburt an und 
kann somit bei einer frühzeitigen Probenabnahme noch relativ niedrig sein. Aufgrund 
der zunehmend schnelleren Entlassung der Neugeborenen und damit auch früheren Pro-
benabnahme treten vermehrt falsch-negative Ergebnisse auf, wenn man einen relativ 
hohen Grenzwert wählt. Bei einem niedrigeren Grenzwert steigt andererseits die Anzahl 
der falsch positiven Ergebnsisse, die zu einer Kontrolluntersuchung führen, dramatisch 
an. 

Im Gegensatz zur Tyrosinkonzentration ist die Konzentration von Succinylaceton be-
reits kurz nach der Geburt erhöht. In Quebec wird seit April 1997 Tyrosin durch Succi-
nylaceton beim Screening erfolgreich ersetzt. Eine weitere Möglichkeit ist die Festle-
gung eines relativ niedrigen Grenzwertes für Tyrosin, der bei Überschreiten eine indi-
rekte Messung des Succinylacetons mittels Bestimmung der Delta-Aminoslävulinsäure-
Dehydratase nach sich zieht (Schulze et al. 2001).  

Das schwierigste diagnostische Problem stellt die Hypertyrosinämie in Zusammenhang 
mit einer Leberfunktionsstörung da. Zum einen muß die hepatorenale Tyrosinämie bei 
Leberfunktionsstörungen unbekannter Ursache in Betracht gezogen werden, zum ande-
ren kann das zu diagnostischen Schwierigkeiten bei Leberzellerkrankungen mit sekun-
därer Hypertyrosinämie führen. Sowohl das Muster der Aminosäurenbestimmung im 
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Plasma, als auch das Auftreten einer Tubulopathie gibt keine eindeutige Auskunft. Der 
Nachweis von Succinylaceton im Blut oder Urin bestimmt die Diagnose der hepatorena-
len Tyrosinämie (Mitchell et al., 2001). 

Die Behandlung mit einer Phenylalanin und Tyrosin restriktiven Diät erscheint sinnvoll, 
da ein frühzeitiger Beginn der Diät die Tubulopathie verbessert bzw. verhindert. Die 
Menge an Phenylalanin und Tyrosin ist abhängig vom Gedeihen und klinischen Zustand 
des Kindes und orientiert sich nur grob am Plasma-Tyrosin-Spiegel. Die Behandlung 
mit der Diät bleibt jedoch schwierig, da es keine verlässlichen biologischen Parameter 
gibt, mit denen der Erfolg der Stoffwechseleinstellung überprüft werden kann. Die Diät 
als auch beständig normale Tyrosinwerte haben keinen Einfluss auf das Vorranschreiten 
der Leberzirrhose (Mitchell et al., 1995).  

Die Lebertransplantation war die einzige weitere Therapiemöglichkeit, bis 1992 das 
Medikament NTBC (2-(2-Nitro-4-Trifluormethyl-Benzoyl)-1,3-Cyclohexandion ) ent-
wickelt wurde (Lindstedt et al., 1992). Die Behandlung mit NTBC bedeutete einen we-
sentlichen Schritt in der Therapie der hepatorenalen Tyrosinämie. NTBC ist ein Inhibi-
tor von 4-Hydroxyphenylpyruvatdioxygenase, einem Enzym in der frühen Kaskade des 
Tyrosinabbaus, der somit das Entstehen der möglicherweise  toxischen Metabolite Suc-
cinylaceton, Aminolävulinsäure, Maleylacetoacetat und Fumarylacetoacetat verhindert. 
Dafür steigen die Metabolite 4-Hydroxyphenylpyruvat, 4-Hydroxyphenyllactat und Ty-
rosin an, sofern eine Diät die Aufnahme der Vorstufen nicht begrenzt. Die Behandlung 
mit NTBC ist innerhalb von Stunden wirksam und vermindert das Risiko für eine De-
kompensation von Leber oder Nervensystem (Mitchell et al., 2001). Einzelne Ergebnis-
se geben Anlaß zu der Annahme, dass die Inzidenz des hepatozellulären Karzinoms 
durch eine NTBC-Behandlung verringert werden kann (Holme und Lindstedt, 1998).  

1.4.2.3 Tyrosinämie Typ II (oculocutane Tyrosinämie) 

Weitere Bezeichnungen der Erkrankung sind Tyrosinaminotransferase-Mangel, Kerato-
sis palmoplantaris mit Cornea-Dystrophie und Richner-Hanhart Syndrom. Die Ursache 
der rezessiv vererbten oculocutanen Tyrosinämie (OMIM 276600) ist ein Mangel des 
Enzyms Tyrosin-Aminotransferase (TAT), dem ersten Enyzm in der Abbaukaskade des 
Tyrosins. Das Gen der TAT konnte auf dem Chromosom 16q22.1-q22.3 lokalisiert 
werden (Natt et al., 1987).  

Die Erkrankung ist sehr selten. Es sind bislang lediglich etwa 50 Patienten unterschied-
lichster Herkunft beschrieben. Haut-, Augen- und ZNS- Beteiligung sind Kardinalsym-
ptome der Erkrankung. Die Augenbeteiligung manifestiert sich meist im ersten Lebens-
jahr, die Hautbeteiligung nach dem ersten Lebensjahr. Charakteristische Symptome der 
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Augenbeteiligung ist die beidseitig ausgeprägte schmerzhafte Keratitis mit Photophobie 
und Augentränen. Die momentane Hypothese bezüglich den Cornea Läsionen geht von 
einer Kristallisierung von Tyrosin in den Epithelzellen der Cornea aus (Mitchell et al., 
2001). Die schlechte Löslichkeit von Tyrosin (Scriver und Rosenberg, 1973) mag dabei 
eine Rolle spielen. Die Löslichkeit von Tyrosin ist temperaturabhängig, wodurch es in 
schlecht durchbluteten, kühleren Körperregionen zur Präzipitation von Tyrosinkristallen 
und damit zu einer Entzündungsreaktion kommt. Hauptsächlich betroffen davon sind 
deshalb Cornea, Hand- und Fußsohlen (Harms und Wendel, 2001). Typische Symptome 
der Hautbeteiligung sind schmerzhafte palmoplantare Hyperkeratosen. In weniger als 50 
Prozent der Patienten wird eine milde mentale Retardierung nachgewiesen (Goldsmith, 
1983, Balato et al., 1986). 

Die Tyrosinkonzentrationen im Plasma (Goldsmith, 1983, Balato et al., 1986, Colditz et 
al., 1984, Chitayat et al., 1992) und Urin sind erhöht. Auch die Ausscheidung von Tyro-
sinabbauprodukten im Urin ist trotz des Enzymblocks erhöht, was dadurch erklärt wird, 
daß bei hohen Tyrosinkonzentrationen vermehrt Tyrosinabbau in den Mitochondrien 
durch das Enzym Aspartat-Aminotransferase stattfindet. Die typischen klinischen Be-
funde im Zusammenhang mit einer Hypertyrosinämie sind beweisend für die Diagnose. 
Der Plasma-Phenylalanin-Spiegel ist normal und im Urin lassen sich die Tyrosinmeta-
bolite 4-Hydroxyphenylpyruvat, 4-Hydroxyphenyllactat, 4-Hydroxyphenylacetat, N-
Acetyltyrosin und 4-Tyramin nachweisen. Im Neugeborenenscreening kann die Erkran-
kung noch vor dem Auftreten von klinischen Symptomen anhand der ausgeprägten Hy-
pertyrosinämie entdeckt werden und eine frühzeitige Therapie eingeleitet werden. The-
rapeutisch kann ein Rückgang der Augen- und Hautsymptome mit einer Phenylalanin- 
und Tyrosinarmen Diät erreicht werden, allerdings treten die Symptome bei Diätab-
bruch wieder auf. Orale Retinoide verbessern die Läsionen der Haut, ohne dabei die 
Tyrosinwerte zu beeinträchtigen (Mitchell et al., 2001).  

Es gibt noch keinen Konsens über den Beginn der Diät und den angestrebten Tyrosin-
konzentrationen, um möglichen neurologischen Schäden vorzubeugen. Einige Autoren 
empfehlen einen Zielwert von Tyrosin im Blut von 600 µM (Hervé et al., 1986). 

Im Hinblick auf die Inzidenz der mentalen Retardierung sollten die maternalen Plasma-
Tyrosin-Spiegel während der Schwangerschaft aufmerksam überwacht werden (Francis 
et al., 1992). 
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1.4.2.4 Tyrosinämie Typ III (primärer 4-Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase 
(pHPPD)-Mangel) 

Die Tyrosinämie Typ III (OMIM 276710) ist eine autosomal rezessiv vererbte Erkran-
kung. Die Ursache ist ein sehr seltener Mangel des Enzyms 4-Hydroxyphenylpyruvat-
Dioxygenase (pHPPD), dem zweiten Enzym in der Abbaukaskade des Tyrosins.  

Einzelne Patienten wurden ausführlich beschrieben (Endo et al., 1983, Francis et al., 
1992, Origuchi et al., 1982, Preece et al., 1996, Cerone, 1997, Ellaway et al., 2001). 
Auffällig wurden sie überwiegend durch neurologische Symptome nach der Neugebo-
renen-Periode, einige wurden auch im Neugeborenenscreening entdeckt (Preece et al., 
1996, Ellaway et al., 2001). Der Enzymdefekt führt zu erhöhten Plasma-Tyrosin-
Spiegeln und zu einer vermehrten Ausscheidung von Tyrosin-Metaboliten (Mitchell et 
al., 2001, Ellaway et al., 2001).  

Als häufigstes Merkmal trat eine psychomotorische Retardierung auf, wobei keine Be-
ziehung zwischen der Höhe der Tyrosin-Spiegel und dem Verlauf der Erkrankung her-
gestellt werden konnte. Bei allen Patienten waren die Leber- und Nierenfunktion normal 
und es wurden weder Haut- noch Augenveränderungen beobachtet. Der Einfluß einer 
tyrosinarmen Diät auf den Verlauf der Erkrankung ist weitgehend unklar, allerdings 
scheint die Diät zumindest im frühen Kindesalter positive Effekte zu haben (Ellaway et 
al., 2001). 

1.4.3 Ahornsiruperkrankung (Maple Syrup Urine Disease (MSUD), Branched 
Chain Ketoaciduria) 

Verschiedene genetische Defekte führen zu einem Mangel der Aktivität des Multien-
zymkomplexes der verzweigtkettigen 2-Ketosäuren-Dehydrogenase (branched-chain 2-
keto acid dehydrogenase, BCKA-DH). Der Multienzymkomplex besteht aus den Unter-
einheiten E1α, E1β, E2 und E3 und benötigt das Coenzym Thiaminpyrophosphat. Der 
Stoffwechselblock führt zu erhöhten Konzentrationen der verzweigtkettigen, essentiel-
len Aminosäuren Leucin, Isoleucin und Valin, sowie der daraus resultierenden 
verzweigtkettigen alpha Ketosäuren im Blut und Gewebe. Hervorstechendes Merkmal 
ist der karamellartige Ahornsirupgeruch des Urins und anderer Körperflüssigkeiten un-
behandelter Patienten, der der Erkrankung ihren Namen gab. Die Häufigkeit der MSUD 
wird weltweit auf 1:185.000 geschätzt. Bei den Mennoniten in Pennsylvania beträgt die 
Häufigkeit ca. 1:176 aufgrund der hohen Konsanguinitätrate (Chuang und Shih, 2001). 

Die MSUD kann aufgrund des klinischen Schweregrades und dem Ansprechen auf die 
Gabe des Cofaktors Thiamin in fünf unterschiedliche Phänotypen unterteilt werden: die 
klassische Form, die intermediäre Form, die intermittierende Form, die auf den Cofaktor 
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Thiamin ansprechende Form und die durch einen Mangel der Untereinheit E3 verur-
sachte Form. 

Der Enzymdefekt führt zu erhöhten Konzentrationen von verzweigtkettigen Aminosäu-
ren (insbesondere des Leucins) und deren 2-Ketosäuren im Blut und Gewebe, die 
schwere Funktionsstörungen des Zentralnervensystems bewirken. Insbesondere Leucin 
und die zugehörige 2-Ketoisocapronsäure (KIC) sind neurotoxisch. 

Die klassische MSUD ist die schwerwiegenste und häufigste Form und kann in der 
Neugeborenenperiode zur Enzephalopathie führen. Der Katabolismus nach der Geburt 
und die Ernährung mit Säuglingsmilch oder Muttermilch führen zu einem raschen An-
stieg der pathologischen Metabolite im Plasma und Urin.  

Neugeborene mit klassischer MSUD werden typischerweise zwischen dem 4. und 7. 
Lebenstag auffällig, sobald Leucin und KIC eine kritische Schwelle erreichen. Somno-
lenz und Trinkschwäche sind erste Symptome, nachfolgend kommt es zu einem Ge-
wichtsverlust und fortschreitenden neurologischen Symptomen wie Hypo- und Arefle-
xie, Rumpfhypotonie und Hypertonie der Extremitäten, vorgewölbte Fontanelle, zereb-
rale Krampfanfälle, respiratorische Insuffizienz und Koma, die unbehandelt zum Tod 
führen (Chuang und Shih, 2001, Hoffmann und Mayatepek, 2001). Das EEG kann bei 
vorhandenen neurologischen Symptomen ein typisches Muster mit kammähnlichem 
Rhythmus aufweisen (Treacy et al., 1992, Estivill et al., 1985, Iinuma et al., 1992, 
Tharp, 1992, Hoffmann und Mayatepek, 2001) und ein Hirnödem ist eine gefürchtete 
Komplikation. Können die Metabolite schnell gesenkt werden, sind die Symptome re-
versibel. Bestehen die hohen Spiegel über den 14. Lebenstag hinaus, muss mit bleiben-
den Zerebralschäden und daraus resultierender Intelligenzminderung gerechnet werden. 

Bei der intermediären Form der MSUD liegt eine höhere Restaktivität der BCKA-DH 
vor, die zwischen 3 und 30 % der Norm betragen kann. Patienten haben persistierende 
hohe Spiegel der verzweigkettigen Aminosäuren und neurologische Störungen, werden 
jedoch nicht durch metabolische Krisen in der Neugeborenperiode auffällig. Manche 
haben während des ganzen Lebens keine akute metabolische Dekompensation. Die 
meisten Patienten werden im Alter zwischen 5 Monaten und 7 Jahren wegen einer Ent-
wicklungsverzögerung oder Krampfanfällen diagnostiziert (Verdu et al., 1985, Rittinger 
et al., 1986, Kalyanaraman et al., 1972), einige hatten Episoden von Ketoazidosen 
(Gonzalez-Rios et al., 1985, Velazquez et al., 1981, Duran et al., 1978, Van der Horst 
und Wadman, 1971).  

Bei der intermittierenden Form der MSUD liegt die Restaktivität des BCKA Komplexes 
zwischen 5 und 20 % der Norm. Die Patienten zeigen eine normale Entwicklung bezüg-
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lich Wachstum und Intelligenz. Die Laborwerte, insbesondere die Konzentrationen der 
verzweigtkettigen Aminosäuren, sind im Intervall unauffällig. Allerdings besteht das 
Risiko einer metabolischen Dekompensation in Stresssituationen, die letal sein kann 
(Goedde et al., 1970, Valman et al., 1973, Morris und Fisher, 1966, Zipf et al., 1979). 
Die ersten Symptome treten hauptsächlich im Alter zwischen 5 Monaten und 2 Jahren 
im Zusammenhang mit Infektionen auf. Dann können auch die erhöhten Spiegel der 
charakteristischen Aminosäuren und organischen Säuren nachgewiesen werden. 

MSUD Patienten, die auf Thiamin Gabe ansprechen, sind heterogen. Sie zeigen keine 
akuten Episoden der Erkrankung in der Neugeborenenperiode und der klinische Verlauf 
entspricht dem der intermediären Form. Die verabreichte Dosis von Thiamin reicht von 
10 mg bis 1000 mg pro Tag und zeigt einen eingeschränkten Erfolg. Kein Patient konn-
te allein mit Thiamin behandelt werden, bei allen Patienten war zusätzlich eine diäteti-
sche Leucinrestriktion erforderlich (Chuang und Shih, 2001). 

Der E3-Mangel ist sehr selten. Der klinische Phänotyp ähnelt der intermediären Form, 
wird aber von schweren Laktatazidosen begleitet. Das Profil der organischen Säuren 
beinhaltet erhöhte Ausscheidung von Laktat und Citratzyklusmetaboliten sowie der 
verzweigtkettigen 2-Ketosäuren. Patienten mit einem E3-Mangel sind in den ersten 
Monaten meist unauffällig. Im Alter zwischen 8 Wochen und 6 Monaten führt die Ent-
wicklung einer persistierenden Laktatazidose zu fortschreitender neurologischer Ver-
schlechterung. Eine erfolgreiche Behandlung ist bislang nicht verfügbar. (Matalon et al., 
1984, Robinson et al., 1977, Sakaguchi et al., 1986). 

Das erweiterte Neugeborenen-Screening mittels TMS erkennt die MSUD über erhöhte 
Leucin- und Isoleucin-Konzentrationen. (Yoshino et al., 1986). Patienten mit der inter-
mittierenden Form bleiben unentdeckt, wenn sie asymptomatisch sind, ebenso wie Pati-
enten der auf Thiamin ansprechenden Form (Chuang und Shih, 2001). Die weitere Di-
agnostk umfasst die Aminosäurenanalyse im Plasma mittels HPLC, wobei der Nach-
weis von Alloisoleucin pathognomonisch für die MSUD ist. Zusätzlich sollten die orga-
nischen Säuren im Urin bestimmt werden. 

Die Therapie bei akuter metabolischer Dekompensation beinhaltet zum einen die 
schnelle Elimination der neurotoxischen Metabolite durch Blutaustauschtransfusion 
oder extrakorporale Dialyse. Zum anderen muss der Katabolismus durch eine hohe Ka-
lorienzufuhr über Kohlenhydrate und Fett unterbrochen werden (Berry et al., 1991, 
Townsend und Kerr, 1982). 

Die lebenslange Therapie erfolgt mit einer Diät, die die Zufuhr der verzweigtkettigen 
Aminosäuren beschränkt. Der Proteinbedarf des Körpers wird durch ein Aminosäuren-
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gemisch gedeckt, das diese Aminosäuren nicht enthält. Die Plasmakonzentration des 
Leucins sollte damit < 300 µmol/l gehalten werden. 

Patienten mit der intermediären Form können bei hoher Restaktivität des Enzyms mit 
einer im Proteingehalt mäßig eingeschränkten Proteinmenge auskommen. Patienten mit 
der intermittierenden Form brauchen evtl. nur während Stresssituationen eine hochkalo-
rische Ernährung mit Proteinreduktion.  

Die Prognose unbehandelter Patienten ist sehr schlecht. Die Mehrzahl der Patienten 
sterben in den ersten Lebensmonaten an wiederholten metabolischen Krisen und neuro-
logischer Verschlechterung, häufig ausgelöst durch Infektionen. Patienten die solche 
Krisen überlebt haben, leiden unter schweren neurologischen Störungen wie mentaler 
Retardierung, Spastik und gelegentlich an kortikaler Blindheit (Chuang und Shih, 
2001). 

Bei Diagnosestellung vor dem 5. Lebenstag und konsequenter Therapie ist die Prognose 
befriedigend (Hoffmann und Mayatepek, 2001). Die Verlaufsbeobachtung von behan-
delten Patienten, die hauptsächlich im Neugeborenen-Screening entdeckt wurden oder 
aufgrund klinischer Auffälligkeiten untersucht wurden, ergab bei einem Drittel der Pati-
enten Intelligenzquotienten über 90 und bei einem weiteren Drittel zwischen 70 und 90, 
ca. ein Fünftel der Patienten mit klassischer MSUD starben, die meisten aufgrund akuter 
Komplikationen im Zusammenhang mit Infektionen (Chuang und Shih, 2001). 

1.4.4 Hypermethioninämie und Homocystinurie 

Erhöhte Konzentrationen von Methionin im Blut können durch zwei angeborene Er-
krankungen verursacht sein: Die isolierte Hypermethioninämie und die Homocystinurie 
aufgrund eines Mangels des Enzyms Cystathionin-ß-Synthase. Bei der isolierten Hy-
permethioninämie ist der Abbau von Methionin vermindert, in einigen Fällen liegt ein 
Mangel des Enzyms Methionin-Adenosyltransferase vor. Es wurde sowohl eine normale 
als auch eingeschränkte geistige Entwicklung bei Patienten beobachtet (Mudd et al, 
1995a). 

Bei der Homocystinurie führt ein unzureichender Abbau von Homocystein zu Cystathi-
onin über die Homocysteinerhöhung zu einer Akkumulation von Methionin. Erste Sym-
ptome beinhalten Linsendislokation (Ectopia lentis), mentale Retardierung, neurologi-
sche Störungen und Skelettfehlbildungen. Eine präsymptomatische Diagnose, meistens 
durch das Neugeborenen-Screening, und die Therapie mit einer methioninarmen Diät, 
der Gabe von Cystin und insbesondere die Pyridoxinsubstitution (Vitamin B6, ein Co-
faktor der Cystathionin-ß-Synthase) führt zu einer enormen Verbesserung der Prognose 
dieser Kinder (Mudd et al., 1995b). 
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1.4.5 Citrullinämie 

Die Citrullinämie ist eine autosomal rezessive Erkrankung, die durch einen Mangel des 
Enzyms Argininosuccinat-Synthetase (ASS) zu einer Anhäufung von Citrullin in den 
Körperflüssigkeiten führt. ASS ist das dritte Enzym des Harnstoffzyklus, welches die 
Bildung von Argininsuccinat aus Citrullin und Aspartat katalysiert. Durch den Enzym-
defekt entsteht ein Block im Harnstoffzyklus, wodurch die Elimination von Ammoniak 
gestört ist, der in hohen Konzentrationen toxisch ist. Die Citrullinämie beruht auf gene-
tisch heterogenen Defekten und es werden unterschiedliche klinische Ausprägungen mit 
unterschiedlicher Restaktivität des Enzyms Argininosuccinat-Synthetase beobachtet. 
Am häufigsten ist die klassische Citrullinämie Typ I, bei der ein Mangel der ASS in 
allen Körpergeweben besteht. Der Gendefekt ist auf Chromosom 9q34.1 lokalisiert. 
Meist manifestiert sich die Citrullinämie Typ I bereits im Neugeborenen- und Säug-
lingsalter. Unbehandelt führt sie zu einer massiven Hyperammonämie, die häufig töd-
lich endet. 

Eine mildere Form, die als Citrullinämie Typ II bezeichnet wird und sich häufig erst im 
Erwachsenenalter manifestiert, wurde vor allem in Japan beobachtet (Yamada et al., 
1980, Saheki et al., 1981, 1982, Kobayashi et al., 1994, Ohta et al., 1996, Kurasawa et 
al., 1998). Die Citrullinämie Typ II weist einen Mangel der leberspezifischen ASS auf 
und ist auf Chromosom 7q21.3 lokalisiert (Kobayashi et al., 1999). Das Gen codiert 
einen mitochondrialen Aspartat-Glutamat-Carrier, das Citrin, und führt nicht nur zur 
Citrullinämie Typ II bei Erwachsenen, sondern auch zu intrahepatischer Cholestase und 
transienter Citrullinämie bei Neugeborenen (Ohura et al., 2001, Yamaguchi et al., 
2002).  

Auch sehr milde und asymptomatische Formen der Citrullinämie, die lediglich mit einer 
erhöhten Citrullinkonzentration im Blut einhergehen und keine hyperammonämischen 
Krisen haben, sind beschrieben (Ruitenbeeck et al., 2000, Häberle et al., 2002). 

Die klinischen Symptome von Neugeborenen mit Citrullinämie Typ I zeigen sich häufig 
schon in den ersten Lebenstagen zunächst relativ unspezifisch durch Nahrungsverwei-
gerung und Erbrechen. Rasch kommt es zu einer allgemeinen Lethargie mit einer 
muskulären Hypotonie, die auch von Krampfanfällen begleitet sein kann. Im weiteren 
entwickelt sich ein tiefes Koma mit einem fehlenden Ansprechen auf Schmerzreize. Die 
Leber kann vergrößert sein und häufig zeigt sich eine Erhöhung der Transaminasen.  

Nach erfolgreicher Behandlung der initialen Krise können immer wieder Episoden mit 
Hyperammonämien auftreten, begleitet von Erbrechen, Lethargie, Kopfschmerzen, 
Tremor, Krampfanfällen oder Ataxie (Morrow et al., 1967, Vidailhet et al., 1971). Häu-
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fig ist die geistige Entwicklung gestört (McMurray et al., 1963) und in der Computer-
tomographie (CT) zeigen sich Zeichen einer Hirnatrophie.  

Biochemisch sind die Kardinalmerkmale der Citrullinämie neben der Erhöhung von 
Citrullin im Blut (meist um das 40- fache des Normalwertes (Ballard, et al., 1978)) die 
erhöhte Ausscheidung von Orotsäure im Urin und die Hyperammonämie. Die Konzent-
rationen von Glutamin, Alanin und Aspartat sind im Plasma meist erhöht, die Konzent-
ration von Arginin ist relativ niedrig.  

Die Therapie in der akuten Phase der initialen neonatalen Hyperammonämie erfolgt 
nach einem Notfallschema, das den Stop der Proteinzufuhr, eine hochkalorische Ernäh-
rung (Kohlenhydrate, Insulin und Fett), Medikamente, die den Ammoniakspiegel sen-
ken und forcierte Diurese oder bei sehr hohen Ammoniakkonzentrationen Hämodia-
filtration beinhaltet (Nyhan und Ozand,1998). 

Die langfristige Behandlung erfolgt durch die Gabe von Natriumbenzoat, Natriumphe-
nylbutyrat und Argininhydrochlorid, die zu einer Ammoniakreduktion und einer ver-
minderten Bildung von Ammoniak führen. Zusätzlich wird eine eiweißreduzierte Diät 
durchgeführt. Der Erfolg der Behandlung variiert stark, sowohl eine normale Entwick-
lung (Melnyk et al., 1993) als auch eine deutliche Beeinträchtigung der geistigen Ent-
wicklung wurden beobachtet (Maestriet al., 1995). Die Prognose in Bezug auf die geis-
tige Entwicklung hängt von der Dauer und Ausprägung der initialen Hyperammonämie, 
und weiterer Episoden ab. Die Möglichkeit, durch frühzeitige Therapie bei pränataler 
Diagnose Hyperammonämien und deren Wiederauftreten zu vermeiden und Episoden 
frühzeitig und effektiv zu behandeln sollte die Prognose verbessern (Msall et al., 1984, 
Donn et al., 1984). 
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1.5 Ziele und Fragestellung 

Bislang erhobene Untersuchungen zur Bestimmung von Normalwerten beschränken 
sich auf ein kleines Kollektiv, bei dem mittels konventioneller Methoden (Moore und 
Stein, 1951, Spackman, 1958) in den ersten Lebenstagen die Aminosäurenkonzentratio-
nen im Plasma bestimmt wurden (Pohlandt, 1978). Die von den Screeningzentren ermit-
telten Referenzwerte gründen sich auf die „Screening-Population“ (Sander et al.,2000, 
Schulze et al., 1999). 

Die vorliegende Arbeit hatte deshalb zum Ziel, in einem Normalkollektiv gesunder, 
reifer Neugeborener, Normalwerte für die durch TMS bestimmbaren krankheitsrelevan-
ten Aminosäuren zu definieren und Einflussgrößen wie Alter des Neugeborenen, Ernäh-
rung, postnataler Gewichtsverlust, Geburtsgewicht, Gestationsalter und Geschlecht zu 
evaluieren. 

Darüber hinaus sollte ein Beitrag zu einem besseren Verständis des Aminosäuren- bzw. 
Eiweißstoffwechsels in den ersten Lebenstagen gewonnen werden. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1 Rahmenbedingungen 

Die Studie wurde vom 01.09.1998 bis 31.11.1999 in der Kinderklinik und der Abteilung 
für Gynäkologie und Geburtshilfe, Reutlingen durchgeführt. In diesem Zeitraum wur-
den die klinischen Daten und die Screening Ergebnisse der Trockenblutproben von 
2159 Neugeborenen erfaßt.  

2.2 Probenmaterial 

Auf der Station wurden die Mütter durch eine Aufklärungsschrift (siehe Anhang) über 
die zusätzlich durchgeführten Untersuchungen bei ihrem Kind aufgeklärt. Eine schriftli-
che Zustimmung zu dieser Untersuchung ist nach Rücksprache mit dem Leiter der 
Screeningkommission, Prof. E. Harms, Münster, nicht erforderlich. 

Die Blutentnahme wurde im Rahmen des Neugeborenenscreenings zwischen 6 und 120 
Stunden nach Geburt von den Schwestern des Kinderzimmers (bei ambulanten Gebur-
ten von den Hebammen) abgenommen.  

2.3  Probengewinnung für das Neugeborenen-Screening 

Nach den Empfehlungen der ständigen Screening-Kommission zur Probengewinnung 
darf nur Nativblut, kapillär mittels Fersenpunktion oder venös abgenommen, verwendet 
werden. Bei der Blutentnahme durch Fersenpunktion müssen Handschuhe getragen 
werden und die Punktionsstelle wird desinfiziert. Die Ferse wird mit einer Hand fixiert, 
der Einstich erfolgt mit einer sterilen Lanzette am Fußsohlenrand. Der erste Blutstrop-
fen wird mit einem sterilen, trockenen Tupfer abgewischt, mit den nachfolgenden Trop-
fen werden die Kreise der Testkarte vollständig ausgefüllt. Die Blutstropfen werden 
durch leichte Berührung von einer Seite der Testkarte aufgetragen, bis Vorder- und 
Rückseite der Kreise vollständig und gleichmäßig durchtränkt sind. Bei zu kleinen 
Blutstropfen kann weiteres Blut von außen an den bereits vorhandenen Fleck herange-
bracht werden. Die Probenqualität hängt unter anderem von der Vermeidung folgender 
Fehlerquellen ab: Der alte Fleck wird mehrfach oder von Vorder- und Rückseite be-
tropft oder das Filterpapier wird gegen die Punktionsstelle gedrückt, wodurch keine 
gleichmäßige Verteilung des Blutes erreicht wird, die Ferse wird gequetscht, wodurch 
Gewebsflüssigkeit die Probe verdünnt. 

Die Karte sollte dann mindestens eine Stunde flach liegend, um eine ungleichmäßige 
Verteilung des Blutes zu vermeiden, bei Raumtemperatur getrocknet werden. Die Karte 
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darf nicht erhitzt werden, die Blutflecken sollen nirgends aufliegen und das Filterpapier 
darf nur mit Handschuhen angefasst werden. Anschließend wird die Karte noch am sel-
ben Tag in das Screening-Labor verschickt, Angaben zur Identität des Neugeborenen 
und des Einsenders sind auf der Karte dokumentiert (Liebl et al, 2000). 

2.4 Probengewinnung für die Studie 

Vor Versand in das auswärtige Screeninglabor wurden zwei kreisförmige Areale von 3 
mm Durchmesser (entsprechen 10 µL) mit einer Lochstanze ausgestanzt. 

Anschließend wird die Guthrie-Karte, welche bis auf die zwei Stanzlöcher unversehrt 
ist, ohne Zeitverzögerung dem auswärtigen Screeninglabor zugesandt, so dass keine 
Beeinträchtigung für das Routinescreening oder eine zusätzliche Belastung für das Neu-
geborene entsteht. 

Die ausgestanzten Areale werden in ein Eppendorfcup gegeben. Zur sicheren Dokumen-
tation werden Etikettensätze mit internen Patientennummern verwendet, welche den 
Eppendorfcup, den Probenbegleitschein und den Erfassungsbogen der klinischen Daten 
kennzeichnen.  

Auf dem Probenbegleitschein wird die Patientennummer, der Ort der Probenabnahme 
(Kreißsaal (KS) , Kinderzimmer (Kizi) oder Station) und das Datum der Probenerfas-
sung eingetragen. 

Die Proben werden zusammen mit dem anonymen Probenbegleitschein in das Analyse-
labor gebracht. 

2.5 Dokumentation der klinischen Daten 

Die klinischen Daten werden zuerst auf dem Erfassungsbogen notiert und anschließend 
in ein eigens entwickeltes Dokumentationssystem (Informed) eingetragen.  

Folgende Daten werden der Guthrie-Karte, dem Geburtenbuch oder aus der Krankenak-
te (Kurve) des Neugeborenen entnommen: Name, Patientennummer, Krankenstation, 
Geschlecht, Geburtsgewicht, Geburtsdatum und –uhrzeit, Gestationsalter, Zeitpunkt und 
Gewicht bei Probenabnahme, Art und Menge der Ernährung, Gewichtsverlust und 
transcutaner Bilirubinwert. 

2.6 Dokumentation der Ernährung 

Die Art der Ernährung wurde in folgende Gruppen unterteilt: 

„nüchtern-Gruppe“: Ohne Ernährung bei früher Probenentnahme  

„Muttermilch-Gruppe“: Erhielt ausschließlich Muttermilch  
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“Formula-Gruppe”: Erhielt Säuglingsmilch (Alete HA, Beba 0HA, Hipp HA, 
Humana HA, Pre Beba) 

„Primergen®-Gruppe“: Erhielt zusätzlich zur Muttermilch ein Energiesupplement 
auf Aminosäurenbasis1, bestehend aus einzelnen Aminosäuren, milcheiweißfrei 

Analyse   
pro 100g/100ml   

   
Brennwert [kJ] 252 
Brennwert [kcal] 60 
Eiweiß gesamt [g] 0,7 
Fett gesamt [g] 3,6 
Kohlenhydrate gesamt [g] 6,3 
Glucose [g] 0,09 
Maltose [g] 0,3 
Lactose [g] 2 
Maltodextrin [g] 4 
Natrium [g] 0,02 
Kalium [mg] 50 
Phosphor [mg] 10 
Osmolarität [mosmol/l] 200 

 

2.7 Bestimmung des Gestationsalters nach Farr 

Die Beurteilung des Gestationsalters erfolgt anhand von Reifezeichen der Haut, Ohren, 
Brustwarzen, Körperbehaarung, Hoden bzw. Labien und Fußfältelung. 

 

 

                                                           
1 Nähere Angaben zu Primergen®:  
Produktgruppe: Energie- & Elektrolytlösungen mit Aminosäuren/Proteinen, Fetten und Kohlen-
hydraten. 
Verkehrsbezeichnung: Energie- und Flüssigkeitsergänzung für Neugeborene. 
Zusammensetzung: Fructosefrei, glutenfrei.  
Ergänzungen zum Produkt: Zur oralen Energieversorgung von Neugeborenen in den ersten 
Lebensstunden/-tagen. Zur Prophylaxe und Therapie von Hypoglykämien. Kein natives Eiweiß, 
sondern einzelne Aminosäuren. Darreichungsform: Flüssig/trinkfertig.  
Zutaten: Entmineralisiertes Wasser, Maltodextrin, pflanzliche und tierische Fette und Öle in 
veränderlichen Gewichtsanteilen, Lactose, Aminosäuren, Kaliumcarbonat, Natriumcarbonat, 
Kaliumcitrat.  
Zubereitung: Trinkfertige Lösung zum Füttern auf Trinktemperatur erwärmen.  
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2.8 Probenverarbeitung 

2.8.1 Geräte für die Probenaufbereitung 

Lochstanze, 3mm Durchmesser, Fa. Sauer, Hannover 

Verdampfer mit Heizblock, 32 Plätze, Fa. Liebisch, Bielefeld 

Umluftschrank, Heraus 

2.8.2 Geräte für die Analytik 

Tandemmassenspektrometer, Perkin Elmer Sciex, API 365 MS/MS 

Autosampler, Perkin Elmer, Typ 200 

Binäre Pumpe, Perkin Elmer, Typ 200 

2-Kanal Degasser, Perkin Elmer, Typ 200 

manuelle Spritze, Hamilton 

2.8.3  Chemikalien und Lösungen 

Alle nachfolgenden Chemikalien und Lösungsmittel wurden bei Sigma Aldrich, St. 
Louis, USA bezogen: Methanol (99,9 % HPLC-grade); Acetonitril (99,93% HPLC-
grade); Wasser (HPLC-grade); Valin (98 %); Leucin (98 %); Isoleucin (98 %); Methio-
nin (99 %); Phenylalanin (98 %); Tyrosin (98 %); Citrullin (99 %). 

Von Fluka, Buchs, Schweiz wurde die Ameisensäure (p.a., ~98 %) und von Regis 
Technologies Inc., Morton Grove, USA die butanolische Salzsäure (3 N HCl) bezogen 

2.8.4 Probenverarbeitung 

Aus dem Eppendorfcup wird eines der Trockenblut- Areale der Probenverarbeitung 
zugeführt und das andere als Kontrolle bei Zimmertemperatur in einem Eppendorfcup 
gelagert. 

Die Probenverarbeitung für die Bestimmung der Aminosäuren im Trockenblut erfolgt 
nach publizierten Methoden (Rashed et al., 1995). Es wird weniger deuterierter Stan-
dard benötigt, da die Menge an Probenmaterial geringer ist (Stanze mit 3 mm Durch-
messer).  

Das Probenmaterial wird in einem Eppendorfcup mit dem „Daily Working Standard“ 
versetzt, der sich aus einem Methanol/Wasser-Gemisch und den internen Standards der 
Aminosäuren in Form von deuterierten stabilen Isotopen zusammensetzt. Die Methanol-
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lösung dient der Extraktion der Aminosäuren, der Proteinfällung und der Abtrennung 
des Extrakts von der verbleibenden Papiermatrix. 

Nach Eindampfen des Methanols erfolgt die Derivatisierung mit Butanol-HCL. Die 
Aminosäuren werden durch die Derivatisierung (Bildung von Butylestern) basischer, 
wodurch die Sensitivität erhöht wird. Nach  dem Eindampfen werden die Butylester in 
einer mobilen Phase aus 50 % Acetonitril, 50 % HPLC-Wasser und 0,025 % Ameisen-
säure aufgenommen und mit einer Flussrate von 30 µl/min durch die Ionenquelle in das 
Tandem-Massenspektrometer eingespritzt. Die Effizienz der Ionisierung wird durch die  
Zugabe von 0,025 % Ameisensäure erhöht (Gerätehandbuch zum TMS API 365, Perkin 
Elmer). 

2.8.5 Protokoll der Probenvorbereitung 

Areal aus der Trockenblutprobe (Stanzendurchmesser = 3 mm) in ein Eppendorfcup 
geben. 

100 µl „Daily Working Standard“ (Methanol/Wasser-Gemisch mit deuterierten 
Standards) dazupipettieren. 

20 min bei Raumtemperatur auf dem Schüttler extrahieren. 

Lösung in ein Autosamplervial (Deckel mit Schlitz) überführen. 

Unter Stickstoffstrom bei 45°C vollständig verdampfen (ca. 10 min). 

60 µl HCL* n-Butanol (c = 3,0 mol/l) zugeben und mischen. 

20 min bei 65°C derivatisieren (Wärmeschrank mit Lüfter). 

HCl * n-Butanol sofort verdampfen. 

200 µl mobile Phase dazugeben (50 % Acetonitril, 50 % HPLC-Wasser, 0,025 % 
Ameisensäure). 

Vial auf Vortex mischen. 

2.8.6 Geräteparameter des Tandem-Massenspektrometers (ESI-MS/MS) 

MS/MS Quelle: Ionenspray 

Injeziertes Volumen: 30 µl 

Säule: Keine 

Mobile Phase: 50 % Acetonitril, 50 % HPLC-Wasser, 0,025 % Ameisensäure 

Flussrate: 0,03 ml/min 
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Detektion der Aminosäuren: Neutralabspaltungsanalyse 102 D 

Quantifizierung der Aminosäuren mit deuterierten Standards 

2.8.7 Tandem-Massenspektrometrie 

Für die Bestimmung der Aminosäuren wird die in Chace et al., (1993) und Rashed et 
al., (1995) beschriebenen Methoden verwendet. 

Das Probenmaterial wird in der Ionenquelle unter Hitze im Hochvakuum in Ionen über-
führt. Die geladenen Ionen werden ladungsabhängig in einem elektrischen  Feld be-
schleunigt und in ein erstes Quadrupolmassenspektrometer geführt. Dort erfolgt eine 
Vorselektion der Ionen entsprechend ihrem Verhältnis Masse/Ladung (m/z). Die Ionen 
werden durch ein Hochfrequenzfeld massenabhängig in Schwingungen versetzt und die 
Schwingungsamplitude bleibt nur für Ionen einer bestimmten Masse so klein, dass sie 
passieren können. Die vorselektierten Ionen werden in einer mit Stickstoff gefüllten 
Kollisionszelle fragmentiert. Die ionisierten Butylester der meisten Aminosäuren verlie-
ren bei der Kollision mit Stickstoff ein sog. Neutralteilchen (Ameisensäurebutylester, 
102 Da) (Rashed et al., 1995). 

In einem weiteren Quadrupolmassenspektrometer werden die fragmentierten Ionen auf-
getrennt und einem Detektor zugeführt. Durch Synchronisation der Massenspektrometer 
und Untersuchung aller Ionen, die ein Neutralteilchen (102 Da) verlieren, entsteht das 
Aminosäurenprofil. Für die Beurteilung stehen zum einen die absoluten Konzentratio-
nen, durch die Kenntnis der Konzentrationen interner Standards, und zum anderen die 
Verhältnisse einzelner Metabolite zueinander zur Verfügung (Liebl et al., 2000). Die 
Validierung der Methode wurde von Chace et al., (1999) durchgeführt. 

2.9 Rohdatenanalyse 

Die Analysedaten der Trockenblutproben werden mit den klinischen Daten aus dem 
Programm Informed in Excel 97 zusammengeführt und anschließend in das Statistik-
programm JMP 3.2.2 von SAS Institute importiert. In JMP wurden die Daten anhand 
der Einschlusskriterien bereinigt und der Ausschluß bei Outlayern und fehlenden bzw. 
falschen Angaben durchgeführt. 
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2.10 Statistische Analyse 

2.10.1 Bestimmung der Referenzwerte für Aminosäurenkonzentrationen in 
einem Normalkollektiv gesunder Neugeborener 

Bestimmung von arithmetischem Mittel  einfacher Standardabweichung, Median und 
Quantilen (10 %, 90 %, 97,5 %, 99,5 %) der Aminosäurenkonzentrationen von 1542 
Proben. 

2.10.2 Bestimmung der Einflussvariablen Alter auf die Aminosäurenkonzentra-
tionen 

Das Alter wurde in Gruppen für den 1. bis 5. Lebenstag unterteilt und die Mittelwerte 
der log-Normalverteilten Daten nach Tukey-Kramer HSD (honestly significant diffe-
rence) mit “Compare all pairs” (Tukey, 1953, 1994, Kramer, 1956) untersucht. Darstel-
lung der Ergebnisse mit 10%- und 90%-Quantil, Quantil Box Plot (25.-75. Perzentile) 
und Means Diamonds (Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des Standardfehlers des 
Mittelwerts) aus JMP (s. Anhang). 

2.10.3 Bestimmung von Referenzbereichen 

Die Einflussgröße Alter auf die Aminosäurenkonzentrationen wurde mit einem quadra-
tischen Modell der log- Normalverteilung auf dem 0,05-Signifikanzniveau mit “Logli-
kelihood” bei “Nonlinear Fit” überprüft und in einem 95 % Referenzbereich dargestellt. 
In dem quadratischen Modell einer Normalverteilung steigen die logarythmierten Werte 
der Aminosäurenkonzentrationen mit dem Alter quadratisch an. Es wurde zugelassen, 
dass sich die Standardabweichung mit dem Alter linear verändern kann (Modellformel 
siehe Anhang). Die Berechnung des Modells wurde mit Standardisierten Residuen ü-
berprüft, bei angenommenem Modell wurden Referenzbereiche erstellt.  

2.10.4 Bestimmung der Einflussgröße Geburtsgewicht, postnataler Gewichts-
verlust und Gestationsalter auf die Aminosäurenkonzentrationen 

Der Einfluss von Geburtsgewicht, postnatalem Gewichtsverlust und Gestationsalter auf 
die Aminosäurenkonzentrationen wurde durch Regressionsanalyse mit Varianzanalyse 
untersucht, die Untersuchungen wurden in Tage unterteilt durchgeführt, um den 
Störfaktor Alter zu minimieren. 

2.10.5 Bestimmung der Einflussgröße Geschlecht auf die 
Aminosäurenkonzentrationen 

Der Einfluss von Geschlecht auf die Aminosäurenkonzentrationen wurde nach Dun-
nett`s Methode mit “Compare with control” (Dunnett, 1955) durchgeführt, die Untersu-
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chung wurde in Tage unterteilt, um den Störfaktor Alter zu minimieren. Darstellung der 
Ergebnisse mit 10%- und 90%-Quantil, Quantil Box Plot (25.-75. Perzentile) und 
Means Diamonds (Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des Standardfehlers des Mit-
telwerts) aus JMP (s. Anhang). 

 

2.10.6 Bestimmung der Einflussgröße Ernährung auf die 
Aminosäurenkonzentrationen 

Die Ernährung wurde in 3 Gruppen unterteilt: Muttermilch, Muttermilch + 
Energiesupplement (Primergen) und Säuglingsmilch. 

Der Einfluss der Ernährung auf die Aminosäurenkonzentrationen wurde nach der Dun-
nett`s  Methode mit “Compare with control” durchgeführt, mit der Muttermilch-Gruppe 
als Kontrolle. Die Untersuchung wurde in Tage unterteilt durchgeführt, um den Störfak-
tor Alter zu minimieren. 

Darstellung der Ergebnisse mit 10%- und 90%-Quantil, Quantil Box Plot (25.-75. Per-
zentile) und Means Diamonds (Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des Standard-
fehlers des Mittelwerts) aus JMP (s. Anhang).  

 

Ein gegenseitiger Einfluss der Variablen oder ein Einfluss weiterer unbekannter Variab-
len kann nicht ausgeschlossen werden. 

 

2.11 Einschlusskriterien 

Folgende Einschlusskriterien sollen ein repräsentatives Kollektiv für gesunde, reifgebo-
rene Neugeborene mit einem normalen Ernährungszustand und Gewichtsverlauf ge-
währleisten: 

Stationär behandelte Neugeborene werden ausgeschlossen. 

Das Gestationsalter soll 37 Schwangerschaftswochen und  42 Schwangerschafts-
wochen betragen, um Frühgeborene und Übertragene auszuschließen. 

Das Geburtsgewicht soll zwischen 2500 g und 4500 g betragen, um Hypotrophe und 
Hypertrophe Neugeborene auszuschließen. 

Der postnatale Gewichtsverlust soll zwischen 0 und –10 % des Geburtsgewichts 
liegen.  

Die kapilläre Blutentnahme soll in den ersten 5 Lebenstagen erfolgen. 
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2.12 Ausschluß von Outlayers 

Die Guthriekarte mit der Patientennummer 160 mußte ausgeschlossen werden, da 
sie verunreinigt war. Die Kontrolluntersuchung ergab unauffällige Werte. 

Die Patientennummer 1859 zeigte stark erhöhte Valin-Werte, dadurch wird sie bei 
der Valin-Bestimmung ausgeschlossen. 

Bei der Bestimmung der Aminosäure Citrullin sind Nullwerte bei Patient Nr. 38, 
641, 1522, 1650, 1870, 2075 und 2140 aufgetreten. Diese Proben werden bei den 
Bestimmungen der Citrullinkonzentrationen ausgeschlossen. 

Bei der Untersuchung der Einflußgröße Ernährung wurden alle Neugeborene, die 
nüchtern waren, ausgeschlossen.  

2.13 Ausschluß bei fehlenden bzw. falschen Angaben 

Bei der Erfassung klinischer Daten fehlt bei Patient Nr.1416 die Angabe Geschlecht 
und bei Patient Nr.1847 die Angabe Milch und Ernährung. 

2.14 Screening Methoden und Qualität und Validität der Methoden 

Die für das Screening empfohlenen Erkrankungen sowie die dafür benutzten Methoden 
müssen bestimmte Vorraussetzungen (siehe Einleitung) erfüllen, um die Qualität und 
Durchführbarkeit einer Untersuchung, die alle Neugeborenen einschließt, zu 
gewährleisten. Eine Vorraussetzung davon ist die  Methodensicherheit der Screening-
Untersuchung, die eine hohe diagnostische Sensitivität und Spezifität benötigt. 

2.14.1 Methoden zum Nachweis von Aminoazidopathien 

Die bislang durchgeführten Untersuchungen für das allgemeine Neugeborenen-
Screening benutzen mikrobiologische, enzymatische, chromatographische und fluoro-
metrische Methoden zum Nachweis der Phenylalaninwerte von kapillär entnommenen 
Blutproben auf Filterpapier. 

2.14.2 Bakterieninhibitionstest 

Bei dem Bakterieninhibitionstest von Guthrie wird ein Bakterienstamm mit einem kom-
petitiven Inhibitor, der die Phenylalaninsynthese hemmt, in einem phenylalaninfreien 
Agar auf Platten gegossen. Ein Plättchen der Blutproben auf Filterpapier wird auf den 
Agar gelegt. Das enthaltene Phenylalanin hebt die Wirkung des kompetitiven Inhibitors 
auf. Die Bakterien bilden einen Wachstumshof um die Probe, dessen Durchmesser pro-
portional zum Gehalt an Phenylalanin in der Blutprobe ist. Der Durchmesser des 
Wachstumshofs einer Probe wird visuell mit Standards verglichen, die eine bekannte 
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Menge an Phenylalanin enthalten (Kim und Levy, 1998). Die Sensitivität ist relativ 
hoch, Phenylalanin-Spiegel von 180-240 µM (3- 4 mg/dl) können nachgewiesen wer-
den. Allerdings ist die Methode semiquantitativ, wird manuell durchgeführt und Antibi-
otikagaben bei Säuglingen zum Zeitpunkt der Probenabnahme beeinflussen die Metho-
de (Dougherty und Levy, 1999).  

2.14.3 Chromatographische Methode 

Eine Reihe von Techniken, die entweder Vollblut oder Urin auf Filterpapier getrocknet 
verwenden, wurden von Efron et al. (1964) berichtet und beinhalten die Möglichkeit, 
außer der PKU eine Reihe weiterer Aminoazidopathien nachzuweisen. Plättchen ge-
trockneter Proben auf  Filterpapier werden in vorgestanzte Löcher im Chromatographie-
Papier gebracht, übernacht in Lösung chromatographiert, getrocknet und dann mit Isa-
tin-Ninhydrin Mixtur zum Nachweis der Aminosäuren gefärbt. Die Dünnschichtchro-
matographie führt zu einer besseren Gewinnung von Komponenten, analysiert schneller, 
mit erhöhter Sensitivität und besserer Auflösung als die Papierchromatographie, ist je-
doch teurerer und wird nur in Einzelfällen für das Neugeborenen-Screening genutzt 
(Dougherty und Levy, 1999). 

2.14.4 Enzymatische Methode 

Das Enzym Phenylalanindehydrogenase katalysiert die Nikotinamid-adenin-dinucleotid 
(NAD) abhängige oxidative Desaminierung von Phenylalanin zu Phenylpyruvatamio-
nak und NADH (Wendel et al., 1990, Keffler et al, 1994). Der quantitative Nachweis 
von Phenylalanin erfolgt durch NADH Bestimmung und ist damit spezifisch für Pheny-
lalanin mit minimaler Beeinträchtigung durch Tyrosin. Allerdings bestehen Zweifel 
hinsichtlich Zuverlässigkeit und Sensitivität des Assays.  

2.14.5 Fluorometrische Methode 

Der Nachweis von Phenylalanin erfolgt durch die fluoreszierende Sichtbarmachung 
eines Phenylalanin-Ninhydrin Produktes durch ein Dipeptid (McCaman and Robins, 
1962). Dadurch kann Phenylalanin aus Trockenblutproben quantitativ gemessen wer-
den, unabhängig von der Gegenwart anderer Aminosäuren und die Messung kann auto-
matisch durchgeführt werden. Möglicherweise ist die Sensitivität gegenüber dem Bakte-
rieninhibitionsassay erhöht, allerdings kann auch nur ein Substrat gemessen werden 
(Dougherty und Levy, 1999). 
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2.14.6 HPLC Methode 

Die „High pressure liquid chromatography“ ist eine quantitative Methode und ermög-
licht den Nachweis von Phenylalanin und Tyrosin sowie weitere Aminosäuren und kann 
automatisch durchgeführt werden (Qu et al., 1991). Die hohe Sensitivität und der 
Nachweis von Phenylalanin und Tyrosin ermöglicht die Bestimmung des Phenylala-
nin/Tyrosin- Quotienten und verbessert damit das Screening für die PKU. Die chroma-
tographischen Methoden sind jedoch zeitintensiver und schwieriger zu automatisieren 
und werden dadurch hauptsächlich zur Bestätigung erhöhter Werte anderer Tests ge-
nutzt und nicht als primärer Test (Dougherty und Levy, 1999). 

2.14.7 Tandem-Massenspektrometrie (TMS) 

Die Tandem-Massenspektrometrie besteht aus zwei in Reihe geschalteten Mas-
senspektrometern. Im ersten Massenspektrometer werden ionisierte Moleküle der auf-
gearbeiteten Trockenblutprobe getrennt und im zweiten analysiert. Eine Vortrennung 
wird nicht benötigt und auch komplexe biologische Proben können direkt analysiert 
werden. Die Vorteile der Methode liegen in der Schnelligkeit der Analyse und dem ho-
hen Informationsgehalt durch die Möglichkeit mehrere Metabolite aus einer Trocken-
blutprobe zu messen. Damit kann eine Erkrankung, wie die PKU, nicht nur durch erhöh-
te Phenylalaninwerte, sondern auch durch das Verhältnis von Phenylalanin zu Tyrosin 
bestimmt und von erhöhten Phenylalaninwerten anderer Ursachen unterschieden wer-
den.  

Die mit TMS gemessenen Aminosäurenkonzentrationen liegen im Vergleich zur HPLC 
und dem Bakterieninhibitionstest etwas niedriger, jedoch konnte eine gute Korrelation 
der Werte von TMS und HPLC gezeigt werden (Chace et al., 1998). Die Methode ist 
noch sensitiver als die HPLC und wesentlich schneller (Sander und Janzen, 1999). 

2.14.8 Diskussion der Methoden 

Die mikrobiologischen (Guthrie und Susi, 1963) und die chromatographischen (Scriver 
et al., 1964) Methoden sind semiquantitativ, deren Genauigkeit bei dem Nachweis ge-
ringer Phenylalaninkonzentrationen begrenzt ist, die gerade für ein frühzeitiges Scree-
ning von Bedeutung sind. Ein Vergleich des Bakterieninhibitonstest mit chroma-
tographischen Analysen ergibt eine 3 bis 7-fach höhere Präsision der chromatographi-
schen Methoden, problematisch sind vor allem die unteren Konzentrationsbereiche 
(Centers for Disease control, (1998)). 

Enzymatische (Keffler et al., 1994), fluorometrische (McCamen und Robins, 1992) und 
die HPLC  Methoden sind quantitativ auch im unteren Konzentrationsbereich und haben 
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den zusätzlichen Vorteil eines geringen Variationskoeffizienten (Scriver et al., 2001). 
Mit der Enzymatischen und Fluorometrischen Methode kann allerdings nur ein Substrat 
bestimmt werden und das nicht so genau wie bei der TMS, wodurch häufiger falsch-
positive Ergebnisse bestimmt werden (Chace et al., 1998).  

Die chromatographischen Methoden sind zeitaufwendiger, so benötigt die HPLC für 
eine Probe eine Laufzeit von 15- 35 Minuten und eignet sich dadurch weniger für ein 
Massenscreening. Die TMS benötigt für eine Probe < 2 Minuten und bestimmt zahlrei-
che Metabolite. 

Die TMS bietet den Vorteil einer relativ einfachen Probenaufbereitung und ermöglicht 
die Automatisierung der Untersuchung. Die Bestimmung zahlreicher Parameter erwei-
tert den Untersuchungsumfang auf andere Erkrankungen im Neugeborenen-Screening. 
Zusätzlich zur PKU können zahlreiche Störungen im Stoffwechsel von Aminosäuren, 
Organischen Säuren und  Fettsäuren diagnostiziert werden. All diese Erkrankungen 
können aus einer einzigen Probe untersucht werden, wodurch sich der Screening-Ablauf 
von „ein Test für eine Störung“ zu „ ein Test für viele Störungen“ geändert hat, das ge-
nerell ein Prinzip des Screenings darstellen sollte (Levy, 1998). Ein Ausschluss von 
Erkrankungen wie z.B. der MSUD aufgrund der Tatsache, dass es sich um eine sehr 
selten Erkrankung handelt, ist nun nicht mehr zu rechtfertigen, da eine kleine  Menge 
Trockenblut  für die TMS ausreicht und für weitere Untersuchungen genug Material 
übrig bleibt. Ein Grossteil der Kosten und Beunruhigungen durch das Screening entste-
hen aufgrund falsch-positiver Ergebnisse und daraus resultierenden Zweituntersuchun-
gen. Daher ist es bedeutend, dass die TMS  trotzt der erhöhten Anzahl untersuchter Stö-
rungen, eine geringere Rate an falsch-positiven Ergebnissen als herkömmliche Metho-
den, wie der Bakterieninhibitionstest oder die Fluorometrie, aufweist (Levy, 1998, Cha-
ce et al., 1998). Die Reduzierung der falsch-positiven Ergebnisse ergibt sich zum einen 
aus einem verbesserten quantitativen Nachweis durch die Verwendung stabiler Isotope 
als internen Standard, wie auch durch den Nachweis mehrerer Metaboliten, statt nur 
eines einzigen. Die hohe Sensitivität  ermöglicht eine frühzeitige Diagnostik wenige 
Tage nach Geburt, die z.B. bei der MSUD oder dem MCAD Defekt von großer Bedeu-
tung ist, da hierdurch lebensbedrohliche Entgleisungen durch eine rechtzeitige Therapie 
verhindert werden. Ebenso kann die Einstellung einer diätetischen Therapie von Patien-
ten mit der Methode überprüft werden. 

2.14.8.1 Qualität der TMS 

Um Parameter angeborener Stoffwechselerkrankungen zuverlässig zu messen und 
gleichzeitig geringe Kosten, eine hohe Effizienz, Genauigkeit und Qualität beizubehal-
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ten, muss der Überprüfung und Wartung aller Schritte des gesamten Untersuchungsver-
fahrens ein hohes Maß an Aufmerksamkeit gewidmet werden. Diese Schritte beinhalten 
die Probengewinnung und Probenaufarbeitung, die Analyse mit TMS, die Umwandlung 
von Rohdaten (Massenspektren) in klinisch bedeutsame Ergebnisse (Konzentrationen), 
die Fachkenntnis die Ergebnisse zu interpretieren, damit die klinische Diagnosestellung 
zu erleichtern und die Nachsorgestrukuren und Weiterentwicklung, damit der maximale 
Profit des Neugeborenen-Screenings in die Prävention von Symptomen einer Erkran-
kung oder in verbesserte Behandlungen umgesetzt wird (Chace et al., 1999b). 

Die Verwendung von Trockenblut bietet einige Vorteile und ist ein praktisches Verfah-
ren zur Probengewinnung, jedoch ist die quantitative Bestimmung unter Verwendung 
dieses Probenmaterials auch von der Art und Eigenschaft des verwendeten Filterpapiers, 
Menge des aufgetropften Blutes, Hämatokrit und Größe der ausgestanzten Probe abhän-
gig (Chace et al., 1999b). 

2.14.8.2 Validierung derTMS 

Die Sensitivität und Präzision der Analysen wurde von Sander et al. (2000) in einer 
Auswertung von über 120 000 Proben untersucht. Die beispielhaft für Phenylalanin be-
schriebene, innerhalb eines Versuchs erreichte Präzision (Intraassay) liegt bei einem 
Variationskoeffizient von 3,62 %, die Präzision von Test zu Test (Interassay) bei 4,77 
%, für weitere Metabolite ergaben sich Werte in vergleichbarer Höhe. 

Die Werte (Intraassay/ Interassay) stehen im Einklang mit den Bestimmungen von Ras-
hed et al. (1995) für Phenylalanin (4,11/ 5,08). 

Ein Vergleich der Methoden TMS/ HPLC/ Fluorometrie ergab folgende Ergebnisse be-
züglich der Variationskoeffizienten für Phenylalanin (mg/dl): Interassay (4,9/ 6,5/ 9,2), 
Intraassay (3,9/ 4,0/ 7,8) und untere Linearitätsgrenze (0,1/ 0,5/ 0,8) (Sander und Jan-
zen, 1999). 

Der Einfluß der Präanalytik wurde von Sander und Janzen (1999) untersucht und ergab 
einen größeren Einfluss von Hämatokrit und eluierbare Blutmenge auf die Aussagefä-
higkeit des Messwertes, als die Präzision des Analyseverfahrens. So zeigt die Menge 
des je Flächeneinheit aufgetropften Blutes auf der Testkarte in der Praxis erhebliche 
Variationen und führt leicht zur Unterschreitung der für die Analyse vorgegebenen 
Blutmenge von 50 %. 

Der Grenzwert des Hämatokrit ist im Neugeborenen-Screening für Phenylalanin bei 0,5 
(50 %) festgelegt, da sich mit dem Hämatokrit auch der Serumanteil und parallel die 
Phenylalaninkonzentration im Vollblut ändert. Allerdings variiert der Hämatokrit in der 
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Neugeborenenphase deutlich und die physiologischen Werte liegen zwischen 42 % und 
66 %. Bei kranken Kinder gilt ein noch breiterer Bereich (Camitta, 1996). 

2.14.8.3 Gründe für falsch negative Ergebnisse 

Ein Screeningtest wird nicht alle Fälle von persistierender HPA erkennen, jedoch ist die 
Fehlerquote gering und kann weiter verringert werden (Medical Research Council Stee-
ring Committee for the MRC/DHSS Phenylketonuria Register, 1981, Holtzman et al., 
1986, Hanley et al., 1997). 

Die Ursache nicht erkannter Fälle liegt meist an Fehlern bei der Probenabnahme oder 
Verfahrensfehler (Medical Research Council Steering Committee for the MRC/DHSS 
Phenylketonuria Register, 1981, Holtzman et al., 1986, McCabe und McCabe, 1983). 

Aber auch biologische Gründe spielen eine Rolle (Hanley et al., 1997, Binder et al., 
1979, Morris et al., 1983, Walker et al., 1981). 

Eine Wiederholung der Untersuchung nicht erkannter Fälle von PKU wurde anhand der 
originalen Blutproben auf Filterpapier durchgeführt und die normalen Phenylalaninwer-
te des ursprünglichen Screenings bestätigten sich (Binder et al., 1979, Morris et al., 
1983, Walker et al., 1981). 

Bei dem klassischen PKU Phänotyp ist ein solches Ergebnis selten, tritt aber bei der 
Non-PKU HPA häufiger auf und Mädchen sind vermehrt betroffen (Hanley et al., 1997, 
Holtzman et al., 1974, Scriver, 1982, Laberge et al., 1987). Folglich werden einige 
Mädchen mit HPA beim Screening nicht erkannt und sind sich deshalb des Risikos der 
maternalen HPA für Ihre Nachkommen nicht bewusst. 

Falsche Ergebnisse können durch Artefakte wie Kontaminierung der Probe mit Ampi-
cillin (Mabry et al., 1988, Wilcken et al., 1989, Kremensky und Kalalydjieva, 1989) 
totale parenterale Ernährung mit bestimmten Aminosäuremischungen (Mitton et al., 
1988) und sogar aufgrund von Variabilität der Filterpapiere hinsichtlich Absorption und 
Wiedergewinnung von Metaboliten (Slazyk et al., 1988) entstehen. 

Da die Erfahrungen des Neugeborenen-Screenings für PKU und damit verbunden Stö-
rungen weiterhin zunehmen, kann eine moderate Anzahl an falsch-positiven Ergebnis-
sen zugunsten einer erhöhten Sensitivität toleriert werden (Scriver und Kaufman, 2001). 

Außerdem reduziert die TMS durch die Bestimmung von Quotienten und der hohen 
Sensitivität den Großteil der durch andere Methode entstanden falschen Ergebnisse. In 
einigen Untersuchungen mit der Methode der TMS zeigten sich sogar weder falsch-
negative noch falsch-positive Ergebnisse (n = 27 000) (Bartlett et al., 1997). 
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2.14.8.4 Allgemeine Einflüsse auf Methoden 

Das Phenylalanin ist in Blutproben bei richtiger Lagerung des Filterpapiers jahrelang 
stabil (Levy et al., 1985) und wiederholte Messungen sind retrospektiv durchführbar. 

Die Aminosäurenkonzentrationen zeigten sich bei der Lagerung bei Raumtemperatur 
über Jahre hinweg stabil (Levy et al., 1985, Chace et al., 1999a). 

Jede quanititative Methode sollte die Einwirkungen von Klima und Jahreszeit auf die 
Phenylalaninkonzentration in Blutproben auf Filterpapier kompensieren (Hill, 1969, 
Lambert, 1994). 

Die Qualität des Filterpapiers hat ebenso Einfluss auf die Bestimmung der Aminosäu-
renkonzentration, wie auch der Hämatokrit-Wert (Chace et al., 1999a). 

Diverse methodische Ungenauigkeiten wurden auf ihre Auswirkungen hin untersucht, 
die Bestimmung von Quotienten statt einzelner Aminosäurenkonzentrationen gleicht 
diese Fehlerquellen zum Teil wieder aus (Chace et al., 1996b). 
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3 ERGEBNISSE 

3.1 Daten des Untersuchungskollektivs 

In die Studie wurden 1542 Neugeborene aufgenommen. Die Anzahl der Mädchen (51,4 
%) war größer als die Anzahl der Jungen (48,6 %). 

Tabelle 1:  Kenndaten des Untersuchungskollektivs 

Das Geburtsgewicht lag bei Mädchen signifikant niedriger (Student`s t-Test: *p < 
0,0001) als bei Jungen. Der postnatale Gewichtsverlust, das Gestationsalter und das 
Alter zum Zeitpunkt der Probenabnahme unterschied sich nicht in Abhängigkeit vom 
Geschlecht. Alle Angaben in Mittelwert   einfache Standardabweichung. 

Neugeborene Männlich Weiblich 

n 749 792 

Gestationsalter (Wochen) 39,6  1 39,6  1 

Geburtsgewicht (g) 3487  424 3376  395 * 

Gewichtsverlust (% Geburtsgewicht) -4,8  2 -5,0  2 

Alter bei Screening (h) 69  18 67  19 
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Abbildung 1: Histogramm des Geburtsgewichts der Studienpopulation 

Das Geburtsgewicht von 1542 Neugeborenen betrug im Mittel 3430  413 g. (Mittel-
wert   einfache Standardabweichung). 
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Abbildung 2: Gewichtsverlauf (g) in den ersten 5 Lebenstagen bei Jungen und Mäd-

chen 

Das Geburtsgewicht (GG) lag bei Mädchen ( x  = 3376 g) signifikant niedriger (Stu-

dent’s t-Test: p<0,0001) als bei Jungen ( x  = 3487 g). 
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Abbildung 3: Histogramm des postnatalen Gewichtsverlust (% Geburtsgewicht). 

Mittelwert und einfache Standardabweichung betragen - 4,8  2,2 %. 
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Abbildung 4: Verlauf des postnatalen Gewichtsverlusts (% Geburtsgewicht) über die 

ersten fünf Lebenstage. 

Mittelwert und einfache Standardabweichung betragen - 4,8  2,2 %. Grün: Mittelwert 
und 95%-Konfidenzintervall des Standardfehlers des Mittelwerts, rote Box: 25.-75. Per-
zentile, rote Querstriche: 10 %-bzw. 90 %- Quantil. 

Tabelle 2: Einteilung der Neugeborenen in Gruppen entsprechend der Ernäh-
rung in den ersten fünf Lebenstagen 

Alle Angaben in Mittelwert (MW)   einfache Standardabweichung (SD). 

Gruppe n % 

Muttermilch 802 52% 

Formula (Säuglingsmilch) 101 6,6% 

Primergen (Energiesupplement zusätzlich zur 
Muttermilch) 

616 40% 

Keine Zufütterung (nüchtern) 22 1,4% 

 MW  SD Bereich 

Menge der Nahrung pro Tag (ml/kg bw) 11,9  21 2,6 -212 
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3.2 Ergebnisse der Aminosäurenbestimmung 

 

 

 

 

 

 

Tabelle 3: Mittelwert  einfache Standardabweichung (SD), Median und Quanti-
le der Aminosäurekonzentrationen von 1542 Proben in den ersten fünf Lebens-
tagen 

Alle Angaben in Mittelwert   einfache Standardabweichung. 

 Mittelwert Median Quantil Quantil Quantil Quantil 

      10 %  90 %  97,5%  99,5% 

Aminosäuren    [µmol/l]   

Phenylalanin 63  15 62 46 82 97 118 

Tyrosin 99  41 91 56 149 192 293 

Leucin+Isoleucin 196  51 189 139 258 320 392 

Methionin 26  9 25 16 36 43 57 

Citrullin 12  6 11 6 19 27 42 

Valin 185  66 170 123 257 368 495 

Quotienten       

Phe/Tyr 0,72  0,25 0,68 0,43 1,04 1,29 1,56 

Fisher-Quotient 2,52  0,97 2,31 1,66 3,57 5,4 6,81 

Met/Leu+Ile 0,14  0,05 0,13 0,084 0,20 0,24 0,31 

Leu+Ile/Phe 3,22  1 3,02 2,26 4,37 6,02 8,0 

Val/Phe 3,05  1,37 2,72 1,98 4,38 6,95 9,89 
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3.2.1 Vergleich der Methoden HPLC und TMS zur Bestimmung der 
Aminosäurenkonzentration 
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Abbildung 5: Vergleich zwischen der Phenylalaninkonzentration im Serum (HPLC) 

und Trockenblut (TMS) bei Patienten mit Phenylketonurie. 
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Abbildung 6: Vergleich zwischen der Tyrosinkonzentration im Serum (HPLC) und 

Trockenblut (TMS) bei Patienten mit Phenylketonurie. 
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3.3 Verlauf der Aminosäurenkonzentration in den ersten fünf Lebensta-
gen 

Es zeigte sich eine Abhängigkeit verschiedener Aminosäurenkonzentrationen vom Al-
ter. Die Aminosäurenkonzentrationen am 1. Lebenstag unterschieden sich stark von den 
folgenden vier Lebenstagen. Es ergab sich eine signifikante Zunahme vom 1. bis 5. Le-
benstag für Leucin+Isoleucin und Tyrosin und eine signifikante Abnahme für Phenyla-
lanin, Methionin, den Phe/Tyr-Quotienten und den Quotienten Methio-
nin/Leucin+Isoleucin (Met/Leu+Ile).  

Der Fisher-Quotient (Leucin+Isoleucin+Valin/Phenylalanin+Tyrosin), der Quotient 
Valin/Phenylalanin (Val/Phe) und der Quotient Leucin+Isoleucin/Phenylalanin 
(Leu+Ile/Phe) zeigen in den  ersten drei Lebenstagen einen Anstieg und nehmen dann 
wieder ab. Die Konzentration von Valin und Citrullin im Blut blieb unverändert. Es 
wurden Referenzbereiche in einem 95% Konfidenzintervall für Phenylalanin, Tyrosin, 
Methionin, den Fisher-Quotienten, den Quotienten Met/Leu+Ile, den Quotienten 
Leu+Ile/Phe und den Quotienten Val/Phe erstellt. 
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Abbildung 7: Vergleich zwischen Phe/Tyr-Quotient im Serum (HPLC) und Trockenblut 

(TMS) bei Patienten mit Phenylketonurie. 
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Tabelle 4: Verlauf der Aminosäurekonzentration (µmol/l) in den ersten fünf 
Lebenstagen 

Alle Angaben in Mittelwert  einfache Standardabweichung. Signifikanz nach Tukey-

Kramer HSD, Compair all pairs: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001. 

Citrullin: Werte mit 0 ausgeschlossen (n=1535). Valin: Nr.1859 ausgeschlossen 

(n=1541). 

Aminosäuren 

(µmol/l)   

Tag 1 

(n=46) 

Tag 2 

(n=78) 

Tag 3 

(n=876) 

Tag 4 

(n=447) 

Tag 5 

(n=95) 

Phenylalanin Mean ± SD 85 ± 25 68 ± 15 61 ± 15 64 ± 14 64 ± 13 

 **** Tag 1 zu Tag 2-5 Median 79 66 60 63 64 

 *** Tag 3 zu Tag 2+4 10%Quantil 56 52 44 48 47 

  90%Quantil 120 90 80 82 82 

Tyrosin Mean  ± SD 95 ± 37 95 ± 29 87 ± 36 114 ± 42 131 ± 49 

 **** Tag 5 zu Tag 1-3 Median 89 92 82 109 123 

 **** Tag 3 zu Tag  4 10%Quantil 55 67 51 67 74 

 *** Tag 4 zu Tag 1+2 90%Quantil 150 139 129 171 195 

 ** Tag 4 zu Tag 5       

Leucin+Isoleucin Mean  ± SD 157 ± 39 195 ± 52 200 ± 54 192 ± 42 205 ± 48 

**** Tag1 zu Tag 2-5 Median 147 188 190 189 200 

  10%Quantil 118 141 141 140 150 

  90%Quantil 211 271 264 247 271 

Methionin Mean  ± SD 36 ± 12 28 ± 8 25 ± 9 26 ± 7 26 ± 8 

 **** Tag 1 zu Tag 3-5 Median 35 28 24 25 25 

 *** Tag 1 zu Tag 2 10%Quantil 23 18 15 18 18 

 *** Tag 2 zu Tag 3 90%Quantil 53 38 36 35 36 

 *** Tag 3 zu Tag 4       

Citrullin Mean   ± SD 13 ± 6 13 ± 5 12 ± 7 12 ± 6 12 ± 6 

 (n=1535) Median 13 13 11 11 11 

  10%Quantil 6 6 6 6 5 

  90%Quantil 21 20 19 18 21 

Valin Mean ± SD 176 ± 74 189 ± 70 189 ± 75 175 ± 43 190 ± 48 

  Median 164 189 169 170 184 

(n=1541) 10%Quantil 118 126 119 125 138 

  90%Quantil 239 189 281 230 251 

 



ERGEBNISSE 

 41

Tabelle 5: Verlauf der Quotienten der Aminosäuren in den ersten fünf Lebens-
tagen 

Alle Angaben in Mittelwert (MW)  einfache Standardabweichung. Signifikanz nach 
Tukey-Kramer HSD, Compair all pairs: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 
0,0001. 

Aminosäuren- 

Quotienten   

Tag 1 

 (n=46) 

Tag 2 

(n=78) 

Tag 3 

(n=876) 

Tag 4 

 (n=447) 

Tag 5 

 (n=95) 

Quotient Phe/Tyr MW  ± SD 0,95 ± 0,28 0,77 ± 0,26 0,77 ± 0,25 0,62 ± 0,19 0,55 ± 0,19 

**** Tag 1 zu Tag 3-5 Median 0,91 0,71 0,74 0,6 0,5 

 **  Tag 1 zu Tag 2 10%Quantil 0,57 0,53 0,48 0,4 0,33 

 ** Tag 4 zu Tag 5 90%Quantil 1,36 1,07 1,09 0,88 0,79 

Fisher Quotient MW ± SD 1,96 ± 0,72 2,48 ± 0,95 2,78 ± 1,09 2,16 ± 0,59 2,13 ± 0,58 

 **** Tag 3 zu Tag1,4,5 Median 1,89 2,26 2,5 2,1 2,11 

 *** Tag 1 zu Tag 2 10%Quantil 1,32 1,52 1,85 1,58 1,42 

 ** Tag 2 zu Tag 3 90%Quantil 2,41 4,26 4,02 2,85 2,77 

* Tag 2 zu Tag 4       

Quotient Met/Leu+Ile MW ± SD 0,23±0,07 0,15±0,05 0,13 ± 0,05 0,14±0,03 0,13±0,04 

**** Tag 1 zu Tag 2-5 Median 0,22 0,15 0,13 0,14 0,13 

**** Tag 3 zu Tag 4 10%Quantil 0,15 0,10 0,08 0,10 0,09 

*** Tag 2 zu Tag 3 90%Quantil 0,31 0,23 0,19 0,18 0,18 

Quotient Leu+Ile/Phe MW ± SD 1,95 ± 0,55 3,01 ± 1,08 3,39 ± 1,10 3,06 ± 0,71 3,25 ± 0,80 

**** Tag 1 zu Tag 2-5 Median 1,84 2,67 3,10 2,97 3,13 

**** Tag 3 zu Tag 4 10%Quantil 1,38 1,84 2,37 2,27 2,42 

*** Tag 3 zu Tag 2+4 90%Quantil 2,56 4,76 4,76 4,03 4,36 

Quotient Val/Phe MW ± SD 2,23 ± 1,31 2,95 ± 1,44 3,23 ± 1,6 2,80 ± 0,76 3,04 ± 1,02 

**** Tag 1 zu Tag 3-5 Median 1,91 2,43 2,79 2,66 2,84 

*** Tag 1 zu Tag 2 10%Quantil 1,40 1,80 2,00 2,02 2,16 

*** Tag  3 zu Tag 4 90%Quantil 3,02 5,34 5,16 3,73 4,10 
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Abbildung 8: Phenylalaninkonzentration (µmol/l) und Alter (1. – 5. Lebenstag). 

Grün: Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des Standardfehlers des Mittelwerts, rote 

Box: 25.-75. Perzentile, rote Querstriche: 10%- bzw. 90%-Quantil. Signifikanz nach 

Tukey-Kramer HSD mit Compare all pairs: Der Unterschied am 1. Lebenstag (LT) ist 

hoch signifikant (p < 0.0001) zu den folgenden, der Unterschied am 2. LT ist signifkant 

(p < 0.001) zum 3. LT, der Unterschied am 3. LT ist signifikant zum 4. LT. Die Phenyla-

laninkonzentration nimmt in den ersten 2 Lebenstagen ab. 
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Abbildung 9: Altersabhängiger Referenzbereich der Phenylalaninkonzentration. 

Blau: 97,5% Quantil, grün: 50% Quantil, rot: 2,5% Quantil. 
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Abbildung 10: Tyrosinkonzentration und Alter (1. – 5. Lebenstag). 

Grün: Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des Standardfehlers des Mittelwerts, rote 

Box: 25.-75. Perzentile, rote Querstriche: 10%- bzw. 90%-Quantil. Signifikanz nach 

Tukey-Kramer HSD mit Compare all pairs: Der Unterschied am 1. Lebenstag (LT) ist 

hoch signifikant (p < 0,0001) zum 5. LT und signifikant (p < 0,01) zum 4. LT, der Unter-

schied am 2. LT ist hoch signifikant zum 5. LT, signifikant (p < 0,01) zum 4. LT, der 

Unterschied am 4. LT ist mäßig signifikant (p < 0.05) zum 5. LT. Die Tyrosinkonzentra-

tion steigt am 4. und 5. Lebenstag an. 
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Abbildung 11: : Altersabhängiger Referenzbereich der Tyrosinkonzentration. 

Blau: 97,5% Quantil, grün: 50% Quantil, rot: 2,5% Quantil. 
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Abbildung 12: Phe/Tyr Quotient und Alter (1. – 5. Lebenstag). 

Grün: Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des Standardfehlers des Mittelwerts,  rote 

Box: 25.-75. Perzentile, rote Querstriche: 10%- bzw. 90%-Quantil. Signifikanzen nach 

Tukey-Kramer HSD mit Compare all pairs: Der Unterschied am 1. Lebenstag (LT) ist 

hoch signifikant (p < 0,0001) zum 3., 4. und 5. LT und signifikant (p < 0,01) zum 2. LT, 

der Unterschied am 2. LT ist hoch signifikant zum 4. und 5. LT, der Unterschied am 3. 

LT ist hoch signifikant zum 4. und 5. LT, der Unterschied am 4. LT ist signifikant zum 5. 

LT. Der Phe/Tyr-Quotient nimmt in den ersten 5 Lebenstagen ab. 
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Abbildung 13: Fisher Quotient und Alter (1. – 5. Lebenstag). 

Grün: Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des Standardfehlers des Mittelwerts, rote 

Box: 25.-75. Perzentile, rote Querstriche: 10%- bzw. 90%-Quantil. Signifikanzen nach 

Tukey-Kramer HSD mit Compare all pairs: Der Unterschied am 1. Lebenstag (LT) ist 

hoch signifikant (p < 0,0001) zum 3. LT und äußerst signifikant (p < 0,001) zum 2. LT, 

der Unterschied am 2. LT ist signifikant (p < 0,01) zum 3. LT und mäßig signifikant (p < 

0,05) zum 4. LT, der Unterschied am 3. LT ist hoch signifikant zum 4. und 5. LT. Der 

Fisher Quotient steigt in den ersten 3 LT an und nimmt dann wieder ab. 
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Abbildung 14: Altersabhängiger Referenzbereich des Fisher Quotienten. 

Blau: 97,5% Quantil, grün: 50% Quantil, rot: 2,5% Quantil. 
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Abbildung 15: Methioninkonzentration und Alter (1. – 5. Lebenstag). 

Grün: Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des Standardfehlers des Mittelwerts, rote 

Box: 25.-75. Perzentile, rote Querstriche: 10%- bzw. 90%- Quantil. Signifikanzen nach 

Tukey-Kramer HSD mit Compare all pairs : Der Unterschied am 1. Lebenstag (LT) ist 

signifikant (p < 0,01) zum 2. LT und hoch signifikant (p < 0,0001) zum 3., 4. und 5. LT, 

der Unterschied am 2. LT ist signifikant (p < 0,01) zum 3. LT, der Unterschied am 3. LT 

ist signifikant zum 4. LT. Die Methioninkonzentration nimmt in den ersten 2 LT ab. 

Alter (h) 

Abbildung 16: Altersabhängiger Referenzbereich der Methioninkonzentration. 

Blau: 97,5% Quantil, grün: 50% Quantil, rot: 2,5% Quantil. 
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Abbildung 17: Leucin+Isoleucinkonzentration und Alter (1. – 5. Lebenstag). 

Grün: Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des Standardfehlers des Mittelwerts, rote 

Box: 25.-75. Perzentile, rote Querstriche: 10%- bzw. 90%- Quantil. Signifikanzen nach 

Tukey-Kramer HSD mit Compare all pairs : Der Unterschied am 1. LT ist hoch signifi-

kant (p< 0.0001) zu den übrigen LT. Die Leucin+Isoleucinkonzentration nimmt in den 

ersten 2 LT zu. 
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Abbildung 18: Citrullinkonzentration und Alter (1. – 5. Lebenstag). 

Grün: Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des Standardfehlers des Mittelwerts, rote 

Box: 25.-75. Perzentile, rote Querstriche: 10%- bzw. 90%- Quantil. Die Citrullinkon-

zentration zeigt in den ersten 5 Lebenstagen nur geringfügige Veränderungen ohne 

signifikante Unterschiede. 
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Abbildung 19: Valinkonzentration und Alter (1. – 5 Lebenstag). 

Grün: Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des Standardfehlers des Mittelwerts, rote 
Box: 25.-75.Perzentile, rote Querstriche: 10%- bzw. 90%- Quantil. Die Valinkonzentra-
tion zeigt nur geringfügige Veränderungen in den ersten 5 Lebenstagen ohne signifikan-
te Unterschiede. 
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Abbildung 20: Quotient Methionin/Leucin+Isoleucin und Alter (1. – 5 Lebenstag). 

Grün: Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des Standardfehlers des Mittelwerts, rote 

Box: 25.-75. Perzentile, rote Querstriche: 10%- bzw. 90%- Quantil. Signifikanzen nach 

Tukey-Kramer HSD mit Compare all pairs: Der Unterschied am 1. Lebenstag (LT) ist 

hoch signifikant (p < 0,0001) zu den folgenden LT. Der Unterschied am 3. LT ist signifi-

kant (p < 0,01) zum 2. LT und hoch signifikant (p < 0,0001) zum 4. LT. Der Quotient 

Methionin/Leucin+Isoleucin nimmt in den ersten zwei Lebenstagen ab.  
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Abbildung 21:  Altersabhängiger Referenzbereich des Quotienten  

 Methionin / Leucin+Isoleucin). 

Blau: 97,5% Quantil, grün: 50% Quantil, rot: 2,5% Quantil. 
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Abbildung 23: Quotient Leucin+Isoleucin/ Phenylalanin und Alter (1. – 5. Lebenstag). 

Grün: Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des Standardfehlers des Mittelwerts, rote 

Box: 25.-75. Perzentile, rote Querstriche: 10%- bzw. 90%- Quantil. Signifikanzen nach 

Tukey-Kramer HSD mit Compare all pairs: Der Unterschied am 1. Lebenstag (LT) ist 

hoch signifikant (p < 0,0001) zu den folgenden LT. Der Unterschied am 3. LT ist signifi-

kant (p < 0,01) vom 2. LT und hoch signifikant (p < 0,0001) zum 4. LT. Der Quotient 

Leucin+Isoleucin/Phenylalanin steigt in den ersten 3 Lebenstagen an und nimmt dann 

wieder ab.  
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Abbildung 22: Altersabhängiger Referenzbereich des Quotienten Leucin+Isoleucin/ 

Phenylalanin.  

Blau: 97,5% Quantil, grün: 50% Quantil, rot: 2,5% Quantil. 
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Abbildung 24: Quotient Valin/Phenylalanin und Alter (1. – 5. Lebenstag). 

Grün: Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des Standardfehlers des Mittelwerts, rote 

Box: 25.-75. Perzentile, rote Querstriche: 10%- bzw. 90%-Quantil. Signifikanzen nach 

Tukey-Kramer HSD mit Compare all pairs: Der Unterschied am 1. Lebenstag (LT) ist 

hoch signifikant (p < 0,0001) zum 3. – 5. LT und  signifikant (p < 0,001) zum 2. LT. Der 

Unterschied am 3. LT ist signifikant (p < 0,001) zum 4. LT. Der Quotient Va-

lin/Phenylalanin steigt in den ersten 3 Lebenstagen an und nimmt dann wieder ab. 
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Abbildung 25: Altersabhängiger Referenzbereich des Quotienten Valin/Phenylalanin. 

Blau: 97,5% Quantil, grün: 50% Quantil, rot: 2,5% Quantil. 
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3.4 Korrelation der Aminosäurenkonzentration mit dem postnatalen Ge-
wichtsverlust 

Die Gruppen am 4. und 5. Lebenstag wurden zusammengefaßt (n = 520). Es ergaben 
sich folgende Korrelationen (Regressionsanalyse mit Varianzanalyse) zwischen dem 
Gewichtsverlust (in % des Geburtsgewichts) und den Aminosäurenkonzentrationen im 
Trockenblut: Phenylalanin (r = 0,17, p < 0,001), Tyrosin (r = -0,15, p < 0,001), Phe/Tyr-
Quotient (r = 0,27, p < 0,0001) und Leucin/Isoleucin (r = -0,15, p < 0,001). 

 

 

3.5 Verlauf der Aminosäurenkonzentration bei Mädchen und Jungen 

Am 4. Lebenstag (n = 447) waren die Konzentrationen folgender Aminosäuren bei 
Mädchen signifikant (nach Dunnett`s mit Compare with control) größer als bei Jungen: 
Phenylalanin (p < 0,05), Tyrosin (p < 0,01), Methionin (p < 0,01), Valin (p < 0,001) und 
Citrullin (p < 0,05). Der Phe/Tyr-Quotient war signifikant größer bei Jungen als bei 
Mädchen (p < 0,05). 
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Abbildung 26: Phenylalaninkonzentration bei Mädchen und Jungen am 4. Lebenstag 

(n = 447). 

Grün: Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des Standardfehlers des Mittelwerts, rote 
Box: 25.-75. Perzentile, rote Querstriche: 10%- bzw.90%- Quantil. Die Phenylalanin-
konzentration bei Mädchen ( x  = 66 µmol/l) ist signifikant größer (p< 0,05) als bei Jun-

gen ( x  = 63 µmol/l).  
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Abbildung 27: Tyrosinkonzentration bei Mädchen und Jungen am 4. Lebenstag (n = 

447). 

Grün: Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des Standardfehlers des Mittelwerts, rote 

Box: 25.-75. Perzentile, rote Querstriche: 10%- bzw.90%- Quantil. Die Tyrosinkon-

zentration bei Mädchen ( x  =121µ mol/l) ist signifikant größer (p< 0,01) als bei Jungen 

( x  =108 µmol/l).  
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Abbildung 28: Phe/Tyr-Quotient bei Mädchen und Jungen am 4. Lebenstag (n = 447). 

Grün: Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des Standardfehlers des Mittelwerts, rote 

Box: 25.-75. Perzentile, rote Querstriche: 10%- bzw.90%- Quantil. Der Phe/Tyr-

Quotient ist bei Jungen ( x  = 0,63) signifikant größer (p<0,058) als bei Mädchen ( x  = 

0,60).  
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Abbildung 29: Methioninkonzentration bei Mädchen und Jungen am 4. Lebenstag (n = 

447). 

Die Methioninkonzentration bei Mädchen ( x  =27 µmol/l) ist signifikant größer (p < 

0,01) als bei Jungen ( x  =25 µmol/l). Grün: Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des 

Standardfehlers des Mittelwerts, rote Box: 25.-75. Perzentile, rote Querstriche: 10% - 

bzw. 90%- Quantil. 
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Abbildung 30: Citrullinkonzentration bei Mädchen und Jungen am 4. Lebenstag 

(n = 447). 

Grün: Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des Standardfehlers des Mittelwerts, rote 

Box: 25.-75. Perzentile, rote Querstriche: 10%- bzw. 90%- Quantil. Die Citrullinkon-

zentration bei Mädchen ( x  = 12,8 µmol/l) ist signifikant größer (p< 0,02) als bei Jungen 

( x  = 11,5 µmol/l).  
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Abbildung 31: Valinkonzentration bei Mädchen und Jungen am 4. Lebenstag (n = 

447). 

Die Valinkonzentration bei Mädchen ( x  = 183 µmol/l) ist signifikant größer (p< 0,001) 

als bei Jungen ( x  = 69 µmol/l). Grün: Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des Stan-

dardfehlers des Mittelwerts, rote Box: 25.-75. Perzentile, rote Querstriche: 10%- 

bzw.90%- Quantil. 
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3.6 Verlauf der Aminosäurenkonzentration bei unterschiedlichem Ge-
burtsgewicht 

Die Gruppen am 1. und 2. Lebenstag für Tyrosin und den Phe/Tyr-Quotienten wurden 
zusammengefasst (n = 124): Die Tyrosinkonzentration (r = - 0,29, p < 0,0011) und der 
Phe/Tyr-Quotient (r = 0,26, p < 0,01) korrelieren (Regressionsanalyse mit Varianzana-
lyse) mit dem Geburtsgewicht. 

Am 4. Lebenstag korrelieren die Valinkonzentration (r = 0,15, p < 0,01) und die Methi-
oninkonzentration (r = 0,13 p < 0,01) (Regressionsanalyse mit Varianzanalyse) mit dem 
Geburtsgewicht. 

3.7 Verlauf der Aminosäurenkonzentration bei unterschiedlichem Gesta-
tionsalter 

Am 2. Lebenstag (n = 78) korreliert die Tyrosinkonzentration (Regressionanalyse mit 
Varianzanalyse: r = -0,33, p < 0,01) mit dem Gestationsalter. 

Die Gruppen am 1. und 2. Lebenstag wurden für den Phe/Tyr-Quotienten zusammenge-
fasst (n = 124 ): Der Phe/Tyr-Quotient korreliert in den ersten zwei Lebenstagen 
(Regressionanalyse mit Varianzanalyse: r = 0,35, p < 0,0001) mit dem  

Gestationsalter. 
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Abbildung 32: Tyrosinkonzentration und Gestationsalter am 2. Lebenstag (n = 78). 

Die Tyrosinkonzentration nimmt mit zunehmendem Gestationsalter ab (r = - 0,33, p < 

0,01). 
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Abbildung 33: Phe/Tyr-Quotient und Gestationsalter. 

Der Phe/Tyr-Quotient steigt in den ersten zwei Lebenstagen mit zunehmendem Gesta-

tionsalter an (r= 0,35, p < 0,0001). 
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3.8 Verlauf der Aminosäurenkonzentration bei unterschiedlichen Ernäh-
rungsformen 

Es wurden 3 Ernährungsgruppen verglichen: Muttermilch, Formula Säuglings-
milch und Primergen Energiesupplement zusätzlich zur Muttermilch. 
 

Tabelle 6: Abhängigkeit der Aminosäurenkonzentration von der Ernährung 

Aminosäuren im Trockenblut (Mittelwerte) bei gesunden Neugeborenen mit unter-
schiedlichen Ernährungen. Es wurden 3 Ernährungsgruppen verglichen: Muttermilch (n 
= 683), Formula Säuglingsmilch (n = 91) und Primergen Energiesupplement (n = 548) 
zusätzlich zur Muttermilch. Die Gruppen am 3. und 4. Lebenstag wurden 
zusammengefaßt (n = 1322). Signifikanzen nach Dunnett`s mit “Compare with control” 
mit der Muttermilch-Gruppe als Kontrolle. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,0001. 

Aminosäure 

(µmol/l) 

Muttermilch Formula 

 Säuglingsmilch 

Primergen Energie- 

supplement 

  µmol / l  

Phenylalanin 63  14 63  12  61  15 * 

Tyrosin 102  43 91  32  * 90  36 *** 

Leucin + 
Isoleucin 

199  49 187  40  * 197  54  

Valin 184  66 165  41 * 187  70  

Methionin 25  8 28  8 ** 26  9 * 

Citrullin 12  6 13  6  12  7  

Quotienten      

Phe/Tyr 0,69  0,24 0,76  0,22 ** 0,75  0,24 *** 

Fisher-Quotient 2,47  0,89 2,40  0,80  2,71  1,12 *** 
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Abbildung 34: Abhängigkeit zwischen Phenylalaninkonzentration und Ernährung. 

Bei der Ernährung mit Primergen zusätzlich zur Muttermilch liegt die Phenylalaninkon-
zentration ( x  = 61 µmol/l) niedriger (p< 0,05) als bei der Ernährung ausschließlich mit 

Muttermilch ( x  = 63 µmol/l). Grün: Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des Stan-
dardfehlers des Mittelwerts, rote Box: 25.-75. Perzentile, rote Querstriche: 10%- 
bzw.90%- Quantil. 
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Abbildung 35: Abhängigkeit zwischen Tyrosinkonzentration und Ernährung. 

Die Tyrosinkonzentration ist im Vergleich zwischen der Ernährung ausschließlich mit 
Muttermilch ( x  = 102 µmol/l) und der Ernährung mit Formula ( x  = 91 µmol/l) und Pri-

mergen ( x  = 90 µmol/l) erniedrigt. Grün: Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des 
Standardfehlers des Mittelwerts, rote Box: 25.-75. Perzentile, rote Querstriche: 10%- 
bzw. 90%- Quantil. 
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Abbildung 36: Abhängigkeit zwischen Phe/Tyr-Quotient und Ernährung. 

Der Phe/Tyr-Quotient ist im Vergleich zwischen der Ernährung mit Muttermilch ( x  = 

0,69) und der Ernährung mit Formula ( x  = 0,76) und Primergen ( x  = 0,75) erhöht. 
Grün: Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des Standardfehlers des Mittelwerts, rote 
Box: 25.-75. Perzentile, rote Querstriche: 10%- bzw. 90%- Quantil. 
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Abbildung 37: Abhängigkeit zwischen Methioninkonzentration und Ernährung. 

Die Methioninkonzentration ist im Vergleich zwischen der Ernährung mit Muttermilch 

( x  = 25µmol/l) und der Ernährung mit Formula ( x  = 28 µmol/l) und Primergen ( x  = 26 

µmol/l) erhöht. Grün: Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des Standardfehlers des 

Mittelwerts, rote Box: 25.-75. Perzentile, rote Querstriche: 10%- bzw. 90%- Quantil. 
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Abbildung 38: Abhängigkeit der Valinkonzentration von der Ernährung. 

Die Valinkonzentration ist im Vergleich zwischen der Ernährung mit Muttermilch ( x  = 

184 µmol/l) und der Ernährung mit Formula ( x  = 165 µmol/l) erniedrigt. Grün: Mittel-
wert und 95%-Konfidenzintervall des Standardfehlers des Mittelwerts, rote Box: 25.-75. 
Perzentile, rote Querstriche: 10%- bzw.90%- Quantil. 
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Abbildung 39: Abhängigkeit zwischen Fisher-Quotient und Ernährung. 

Der Fisher-Quotient ist im Vergleich zwischen der Ernährung mit Muttermilch ( x  = 

2,47) und der Ernährung mit Primergen ( x  = 2,71) erhöht. Grün: Mittelwert und 95%-
Konfidenzintervall des Standardfehlers des Mittelwerts, rote Box: 25.-75. Perzentile, 
rote Querstriche: 10%- bzw. 90%- Quantil. 
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Abbildung 40: Abhängigkeit zwischen Leucin+Isoleucinkonzentration und Ernährung. 

Die Leucin+Isoleucinkonzentration ist im Vergleich zwischen der Ernährung mit Mut-

termilch ( x  = 199 µmol/l) und der Ernährung mit Formula ( x  = 187 µmol/l) erniedrigt. 

Grün: Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des Standardfehlers des Mittelwerts, rote 

Box: 25.-75. Perzentile, rote Querstriche: 10%- bzw. 90%- Quantil. 
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Abbildung 41: Abhängigkeit zwischen Citrullinkonzentration und Ernährung. 

Die Citrullinkonzentration zeigt keinen Unterschied in Abhängigkeit zur Ernährung. 

Grün: Mittelwert und 95%-Konfidenzintervall des Standardfehlers des Mittelwerts, rote 

Box: 25.-75. Perzentile, rote Querstriche: 10%- bzw. 90%- Quantil. 
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3.9 Patienten mit Risiko für PKU - Konzentrationsverlauf der Aminosäu-
ren Phenylalanin und Tyrosin im Trockenblut 
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Abbildung 42: Verlauf der Phenylalaninkonzentration in den ersten 48 Lebensstunden 

bei 6 Neugeborenen (Zeitpunkt Geburt (0h) im Nabelschnurblut gemessen). 
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Abbildung 43: Verlauf der Tyrosinkonzentration in den ersten 48 Lebensstunden bei 6 

Neugeborenen mit Risiko für Phenylketonurie. 
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Abbildung 44: Verlauf des Phe/Tyr-Quotient in den ersten 48 Lebensstunden bei 6 

Neugeborenen mit Risiko für Phenylketonurie. 
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4 DISKUSSION 

In der hier vorgelegten Arbeit werden erstmals an einem größeren Normalkollektiv Re-
ferenzwerte für krankheitsrelevante Aminosäuren vorgestellt. Dies war möglich, da die 
TMS durch Verwendung interner, mit stabilen Isotopen markierter Standards, eine hohe 
Präzision der Messung erlaubt (Chace et al., 1999b). Eine weitere Vorraussetzung be-
stand darin, dass die Proben bei einem gesunden Kollektiv von Neugeborenen gewon-
nen werden konnten. Im Gegensatz zu einem „Screeningkollektiv“, bei dem weder das 
Geschlecht noch klinische Details wie Geburtsgewicht, Gestationsalter, exakter Scree-
ningzeitpunkt, Begleiterkrankungen, Art der Ernährung oder pathologische Gewichts-
abnahmen bekannt sind, standen diese Daten in der hier vorgelegten Arbeit zur Verfü-
gung. Mit Hilfe einer speziell hierzu konzipierten Datenbank wurden diese Parameter 
von 2159 Neugeborenen dokumentiert. Die Durchführung erfolgte in einem Kranken-
haus der Grundversorgung und repräsentiert damit ein möglichst unselektioniertes Pati-
entengut mit größtenteils „normalen“ Verläufen. Bislang vorliegende „Normalwerte“ 
beziehen sich auf kleine Kollektive „gesunder“ Neugeborener, ohne dass weitere De-
tails genannt sind (Pohlandt, 1978 ). Auf die grundsätzliche Problematik der Erstellung 
von Normalwerten für Plasma-Aminosäuren wurde bei Bremer et al. (1981) ausführlich 
eingegangen. Darin wird beschrieben, dass die Bestimmung von Normalwerten, durch 
Individuen, die als normal angesehen werden, einen fiktiven Zustand beschreibt, der 
auch Zufälle, methodische Schwierigkeiten und den Grad der Erkenntnisse über die 
untersuchten Variablen wiederspiegelt. 

Das Normalkollektiv der hier vorgelegten Arbeit wurde durch folgende Kriterien defi-
niert: Der Screeningzeitpunkt lag innerhalb der ersten 5 Lebenstage. Das Geburtsge-
wicht lag zwischen 2500g und 4500g, um hypotrophe Neugeborene (small for gestatio-
nal age, SGA), oder hypertrophe Neugeborene, z.B. von Müttern mit Gestationsdiabetes 
auszuschließen. Das Gestationsalter lag zwischen der 37. und der 42. Schwanger-
schaftswoche. Der postnatale Gewichtsverlust lag bei maximal –10 %, entsprechend des 
als physiologischen betrachteten Bereichs (Bauer et al., 2001). Die in die Untersuchung 
aufgenommenen Neugeborenen zeigten keine klinischen Hinweise für eine perinatale 
Infektion bzw. eine Leukozyten-, oder CRP-Erhöhung oder andere Erkrankungen wie 
Postasphyxie und Anpassungsstörungen. Bei Verdacht auf eine Hyperbilirubinämie 
wurde der Verlauf des transcutanen Bilirubinwertes bestimmt und bei dem Nachweis 
für eine über dem Grenzwert liegende Hyperbilirubinämie wurden die Neugeborenen 
von der Untersuchung ausgeschlossen. Diese Einschlusskriterien erfüllten 1542 Neuge-
borene, deren Daten hier ausgewertet wurden. Zusätzlich dokumentiert wurde das Ge-
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schlecht und die Ernährung der Neugeborenen. Die Untersuchung wurde im Rahmen 
des regulären Neugeborenen-Screenings durchgeführt, ohne zusätzliche Belastung des 
Neugeborenen durch Blutentnahmen oder Verzögerung der Diagnostik. Aus der Tro-
ckenblutkarte wurden lediglich zwei Proben für die vorliegende Untersuchung ausge-
stanzt, anschließend wurden die Karten umgehend ohne Zeitverzögerung an das auswär-
tige Screeninglabor verschickt. Die hier ermittelten Aminosäurekonzentrationen aus 
einem Normalkollektiv sowie Daten aus der Literatur werden tabellarisch dargestellt 
(siehe Anhang 6.4.). 

Bei Sander et al. (2000) wurden 14 000 Trockenblutproben aus dem Allgemeinen Neu-
geborenen-Screening ausgewertet, der Screeningzeitpunkt lag zu 97,5 % innerhalb der 
ersten 5 Lebenstage, vom 3., 4. und 5. Lebenstag stammten 19,8 %; 48,9 %, und 22,6 % 
der Blutentnahmen. Das Geburtsgewicht war bei 53 % aller eingesandten Proben be-
kannt, davon wurde bei knapp 3 % der Neugeborenen ein Geburtsgewicht unter 2000g 
festgestellt.  Der Median wie auch die obere Perzentile der Aminosäurenkonzentratio-
nen, liegt niedriger als bei den hier vorliegenden Ergebnissen. Der Phe/Tyr-Quotient 
stimmt gut überein. Möglicherweise sind die geringeren Werte bei Sander et al. teilwei-
se auf einen durchschnittlich späteren Screeningzeitpunkt zurückzuführen, die hier vor-
liegenden Ergebnisse haben gezeigt, dass Phenylalanin und Methionin mit dem Alter 
abnehmen. Gerade in den ersten 3 Lebenstagen ist diese Abnahme am deutlichsten und 
dieser Zeitraum ist bei Sander et al. nur zu ca. 20 % vertreten, wohingegen in der vorge-
legten Studie in diesem Zeitraum 64 % der Messungen durchgeführt wurden. Die Tyro-
sin-, Leucin+Isoleucin- und Valinwerte sind in der vorgelegten Arbeit höher als bei 
Sander et al., trotz der in der vorgelegten Arbeit beobachteten Tatsache, dass Tyrosin 
und Leucin+Isleucin mit dem Alter zunehmen. Ob für diese Diskrepanz Unterschiede in 
der Ernährung, Methodik oder andere Einflussgrößen zuständig sind, konnte nicht ge-
klärt werden.  

Bei Schulze et al. (1999) wurden 3000 Trockenblutproben aus dem Allgemeinen Neu-
geborenen-Screening von „gesunden“ (Screeningwerte im Referenzbereich) Neugebo-
renen, auf die Konzentrationen von Phenylalanin und Tyrosin mit TMS untersucht. 

Der Median und die 99. Perzentile liegen bei Phenylalanin und dem Phe/Tyr-Quotienten 
über und bei der Tyrosinkonzentration  unter den hier vorliegenden Werten, möglicher-
weise aufgrund von Unterschieden in den Geräteeinstellungen. 

Bei Reilly et al. (1998) wurden 493 Trockenblutproben aus dem Allgemeinen Neugebo-
renen-Screening von Neugeborenen mit einem Geburtsgewicht über 2500g zwischen 
dem 1. und 5. Lebenstag mit HPLC untersucht. Der Median der Phenylalaninkonzentra-
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tion liegt deutlich über den hier vorgelegten Werten, während die Konzentrationen von 
Tyrosin, Leucin+Isoleucin, Valin, Methionin und Citrullin im unteren Drittel der hier 
vorgelegten Bereiche liegen. 

Die höheren Werte für Phenylalanin bei Reilly et al. (1998) sind wahrscheinlich durch 
die unterschiedlichen Meßmethoden mitbedingt, weitere nicht bekannte Einflussgrößen, 
wie das Durchschnittsalter der Neugeborenen, können diesen Unterschied noch ver-
stärkt haben. 

 

Bei Pohlandt et al. (1978) wurden 40 Plasmaproben „normaler, reifer Neugeborener“ 
mit einem Durchschnittsalter von 4,4 Tagen chromatographisch untersucht. Der Median 
aller Aminosäurenkonzentrationen außer Citrullin liegt unter den hier vorgelegten Er-
gebnissen, am deutlichsten zeigt sich der Unterschied bei den Konzentrationen von 
Phenylalanin und Tyrosin, die 20- 30 % niedriger liegen. Die unterschiedlichen Meß-
methoden stellen sicherlich eine Ursache für diese Unterschiede dar und die niedrigeren 
Phenylalaninwerte bei Pohlandt et al. können durch einen späteren Screeningzeitpunkt, 
bzw. durch die bei ihm verwendeten Plasmaproben mitbeeinflusst sein. 

4.1 Untersuchungen einzelner krankheitsrelevanter Aminosäuren 

Bei Chace et al. (1996) wurden in 909 Trockenblutproben von „nicht betroffenen“ (kei-
ne Hypermethioninämie oder Homocystinurie) Neugeborenen die Methioninkonzentra-
tionen untersucht. Die Methioninkonzentration und der Quotient Methio-
nin/Leucin+Isoleucin stimmen mit den hier vorgelegten Werten gut überein (siehe Ta-
belle 1). 

Die Methioninkonzentrationen sind bei betroffenen Neugeborenen häufig nur geringfü-
gig erhöht. Die Bestimmung des Quotienten Methionin/Leucin+Isoleucin ermöglicht 
eine deutliche Verbesserung der Diagnostik auf Hypermethioninämie und eine Reduzie-
rung von falsch-positiven und falsch-negativen Ergebnissen (Chace et al., 1996). 

Bei Chace et al. (1995) wurden in >10 000 Trockenblutproben „nicht betroffener“ (kei-
ne MSUD) Neugeborener die Konzentrationen von Leucin+Isoleucin und Valin mit 
TMS untersucht (siehe Tabelle 1). Die Aminosäurenkonzentrationen und Quotienten der 
Mittelwerte liegen deutlich unter den hier vorgelegten Werten: Leucin+Isoleucin (-23 
%), Valin (-29%), Quotient Leucin+Isoleucin/Phenylalanin (-22%), Valin/Phenylalanin 
(-29%).  
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4.2 Vergleich eigener Daten über Einflussgrößen mit der Literatur 

4.2.1 Alter 

Einen deutlichen Einfluss zeigt das Alter auf die Aminosäurenkonzentrationen. In den 
hier vorgelegten Ergebnissen ergibt sich eine signifikante Zunahme vom 1. bis 5. Le-
benstag für  Leucin+Isoleucin und Tyrosin.  

Eine signifikante Abnahme ergibt sich für Phenylalanin, Methionin, den Phe/Tyr-
Quotient und den Quotient Met/Leu+Ile. Die Ergebnisse stehen mit Ghadimi und Peco-
ra, (1964), Lindblad und Baldesten (1967), und Reisner et al., (1973) im Einklang. 

Ein genereller Abfall aller beobachteten Aminosäurenkonzentrationen in den ersten 
Lebensstunden konnte wie bei Lindblad und Baldesten (1967) in dem hier vorgelegten  
Kollektiv nicht beobachtet werden. Die Tyrosinkonzentration zeigt auch in den ersten 
Lebensstunden einen Anstieg und die Valin- und Citrullinkonzentrationen im Blut blie-
ben unverändert. Der Fisher-Quotient, der Quotient Val/Phe und der Quotient 
Leu+Ile/Phe zeigen in den  ersten drei Lebenstagen einen Anstieg und nehmen dann 
wieder ab. 

Es wurden darüber hinaus in der hier vorgelegten Untersuchung Referenzbereiche in 
einem 95 % Konfidenzintervall für Phenylalanin, Tyrosin, Methionin, den Fisher-
Quotienten, den Quotienten Met/Leu+Ile, den Quotienten Leu+Ile/Phe und den 
Quotienten Val/Phe für die ersten 5 Lebenstage erstellt. 

Eine Erklärung für den Abfall einiger Aminosäurkonzentration stellt die Trennung des 
Neugeborenen vom maternalen-fetalen Kreislauf dar. Für zahlreiche Aminosäuren wur-
den Carrier Systeme in der Plazenta identifiziert. Der aktive Transport der Aminosäuren 
durch die Plazenta erfolgt in der microvillösen Membran, von dort diffundieren die 
meisten Aminosäuren passiv durch die Basalmembran in den fetalen Kreislauf.  

Der Transport der Aminosäuren durch die Plazenta ist durch eine Diffussions-Clearance 
beschränkt, die durch moderate Veränderungen der uterinen Durchblutung unbeein-
flusst, jedoch bei extremen Veränderungen gestört ist. Die Carrier Systeme unterschei-
den sich in ihrer ph-Sensitivität, wodurch sich die relativen Verhältnisse der transpor-
tierten Aminosäuren verändern.  

Der in der vorgelegten Arbeit beobachtete Anstieg der Tyrosinkonzentration in den ers-
ten Lebenstagen stimmt mit Beobachtungen von Dickinson et al. (1970) überein. 

Bei Chace et al. (1998) wurden 208 Trockenblutproben von Neugeborenen in den ersten 
24 Lebensstunden mit TMS untersucht, die zuvor mittels Fluorometrie untersucht wur-
den. Bei 93 Proben, die initial ein negatives Ergebnisse zeigten, liegen die Medianwerte 



DISKUSSION 

 69

der Phenylalaninkonzentration und des Phe/Tyr-Quotienten um ca. 10 % niedriger und 
die Tyrosinkonzentration um ca. 10 % höher als bei den hier vorgelegten Werten (n= 
46) in den ersten 24 Lebensstunden. Die höheren Werte für Tyrosin bei Chace et al. 
(1998) könnten durch das Gestationsalter der untersuchten Neugeborenen verursacht 
sein. In der hier vorliegenden Arbeit korreliert ein abnehmendes Gestationsalter mit 
erhöhten Tyrosinkonzentrationen, und auch bei Frühgeborenen in der Literatur ist be-
kannt, dass sie erhöhte Tyrosinwerte aufweisen (Avery et al., 1967, Ghadimi und Peco-
ra, 1964). 

Bei initial als falsch-positiv gemessenen Werten (n=91) mittels Fluorometrie liegen die 
Konzentrationen bei Wiederholung der Bestimmung mit TMS für Phenylalanin über 
und für Tyrosin unter dem Median der hier vorgelegten Werte, der Phe/Tyr-Quotient 
stimmt gut überein (Chace et al., 1998). 

Die Anzahl der falsch-positiven Ergebnisse der Fluorometrie konnte durch die TMS von 
91 auf 1 reduziert werden, alle Patienten mit HPA und PKU wurden durch beide Me-
thoden identifiziert.  

4.2.2 Ernährung 

Die Einflussgröße Ernährung ergab in der hier vorgelegten Untersuchung, dass bei ge-
stillten Neugeborenen die Konzentrationen von Tyrosin und Leucin+Isoleucin höher 
und von Methionin, dem Phe/Tyr-Quotienten und dem Fisher-Quotienten niedriger sind, 
als bei der Ernährung mit einem Energiesupplement zusätzlich zur Muttermilch und der 
Ernährung mit Säuglingsmilch. 

Bei Munro (1972) wird beschrieben, dass die Bedürfnisse Neugeborener an essentiellen 
Aminosäuren  größer sind, als bei Erwachsenen. Obwohl Muttermilch nur ca. 0,8 g/dl 
reines Protein enthält, besteht dieses hochwertige Protein zu 45 % aus essentiellen Ami-
nosäuren (Imura et al., 1998). 

Bei Gaull et al. (1982) wurde bei Müttern mit reifen Neugeborenen gleiche Aminosäu-
rekonzentrationen in der Muttermilch bei Frauen unterschiedlicher ethnischer Herkunft 
und Ernährung festgestellt. 

Bei Rigo et al. (1994) wurden die Aminosäurenkonzentrationen im Plasma am 5. Le-
benstag von 25 Neugeborenen mit Aminosäurenanalyzer untersucht, deren Ernährung 
entweder aus Muttermilch oder Säuglingsmilch bestand. Die klinischen Angaben bezüg-
lich Geburtsgewicht, Gestationsalter und Gewichtsverlust stimmen mit den Kriterien der 
hier vorgelegten Arbeit überein. Die Aminosäurenkonzentrationen von Phenylalanin 
und Tyrosin in der Säuglingsmilch (Nidal HA, Nèstle) sind ca. 40 % niedriger als in der 
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Muttermilch. Die Plasmakonzentrationen der Neugeborenen für die Aminosäuren Phe-
nylalanin und Tyrosin ergaben signifikant niedrigere Werte bei der Ernährung  mit 
Säuglingsmilch statt der Ernährung mit Muttermilch. Diese Ergebnisse stimmen mit den 
Beobachtungen der vorliegenden Untersuchung überein. 

Eine weitere Untersuchung ergab ebenso erniedrigte Tyrosinkonzentrationen bei Neu-
geborenen in der ersten Lebenswoche, die mit Säuglingsmilch statt mit Muttermilch 
ernährt wurden (Rigo et al., 1989) und bestätigt damit auch die hier vorgelegten Ergeb-
nisse an einem größeren Kollektiv. 

Ein weiterer Einfluss der Ernährung auf die Aminosäurenkonzentrationen wurde von 
Tikanoja et al. beschrieben, der die Plasmakonzentrationen von Aminosäuren postpran-
dial bei Neugeborenen am 5. –7. Lebenstag bestimmt hat, die in Nahrungsgruppen un-
terteilt waren und entweder nur Muttermilch oder zusätzlich Säuglingsnahrung bekom-
men hatten. In allen Gruppen zeigte sich ein Anstieg der Plasmakonzentrationen bereits 
30 Minuten nach der Mahlzeit. Der Anstieg von Phenylalanin, Tyrosin und Methionin 
erfolgt in der frühen postprandialen Phase. Am deutlichsten zeigt sich der postprandiale 
Anstieg bei Leucin (73-145 %), Isoleucin (120-290 %) und Valin (48-65 %) (Tikanoja, 
1982). Da in der hier vorgelegten Untersuchung der Zeitpunkt der Probenentnahmen 
nicht bestimmbar war, können hierzu keine Aussagen gemacht werden. 

Bei Bremer et al. (1981) wird beschrieben, dass nach dem 4. Lebenstag die Plasmakon-
zentrationen der Aminosäuren bei reifen Neugeborenen von der Proteinaufnahme ab-
hängig sind. Ebenso führt eine hohe Proteinaufnahme zu transienten Hyperaminoazidä-
mien, speziell bei Tyrosin und Methionin (Bremer et al., 1981 ). Dies lag in dem hier 
vorgelegten Kollektiv sicher nicht vor. 

4.2.3 Gewichtsverlust 

Es besteht in der hier vorgelegten Untersuchung ein  Einfluss des postnatalen Gewichts-
verlusts auf die Konzentration des Phe/Tyr-Quotienten, welcher auch in Anbetracht der 
Einflussgröße Alter bestehen bleibt. 

Die physiologische postnatale Gewichtsabnahme bis zu 10 % des Geburtsgewichts re-
sultiert vor allem aus der Flüssigkeitsausscheidung mit Beginn der Diurese. Dadurch 
erfolgt die Adaptation des Neugeborenen an die trockene extrauterine Umgebung durch 
Reduktion seines großen Extrazellulärraums. (Bauer et al., 2001). In der hier vorliegen-
den Untersuchung zeigten alle Kinder eine physiologische Gewichtsabnahme von < 10 
% des Geburtgewichtes, so dass ein „physiologischer Katabolismus“ bestand. Bei Kin-
dern mit Phenylketonurie ist bekannt, dass im Rahmen einer katabolen Stoffwechsellage 
auch bei guter diätetischer Einstellung der Phenylalaninspiegel im Blut ansteigt. 
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4.2.4 Geburtsgewicht 

Die Einflussgröße Geburtsgewicht korreliert in der vorgelegten Untersuchung mit der 
Tyrosinkonzentration und dem Phe/Tyr-Quotienten, wobei die Tyrosinkonzentration mit 
steigendem Geburtsgewicht abfällt und der Phe/Tyr-Quotient mit steigendem Geburts-
gewicht ansteigt. Diese Konstellation steht möglicherweise auch in direktem Zusam-
menhang mit der Einflussgröße Gestationsalter, da Neugeborene mit niedrigem Gestati-
onsalter meist auch ein geringeres Geburtsgewicht aufweisen und somit bei der Unter-
suchung der Variablen nicht zu trennen sind.  

Die Einbeziehung von Geburtsgewicht und Alter in die Untersuchung von Reilly et al. 
(1998) zeigte auch in kleinem Umfang Auswirkungen auf die Bestimmung der falsch-
positiven Ergebnisse. Dies traf mit der Beobachtung zusammen, dass 20 % der falsch-
positiven  ein Geburtsgewicht < 2500g hatten. Weitere nicht bekannte Variablen schei-
nen für die verbliebenen falsch-positiven Ergebnisse zu bestehen. 

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Untersuchungen von Bremer et al. (1981), der 
von einem Einfluss der Reife des Neugeborenen auf die postnatale Adaptation der 
Plasmakonzentrationen in den ersten Lebenswochen ausgeht. 

Haymond et al. (1974) beschreibt eine erhöhte Gesamtkonzentration von Aminosäuren 
bei hypotrophen Neugeborenen (SGA) im Vergleich zu eutrophen Neugeborenen und es 
finden sich erhöhte Plasmakonzentrationen von Tyrosin bei diesen Neugeborenen. Bei 
SGA-Kindern mit Hypoglykämie sind auch die Konzentrationen von Tyrosin, Phenyla-
lanin, Valin, Isoleucin und Methion erhöht. Unterschiedliche Ergebnisse zeigte Reisner 
et al. (1973), der niedrigere Konzentrationen von Isoleucin und Methionin bei SGA-
Kindern feststellte. 

Das fetale Geburtsgewicht korreliert positiv mit maternalen Konzentrationen zahlreicher 
Aminosäuren (Metzger et al., 1980). 

4.2.5 Geschlecht 

Die Einflussgröße Geschlecht ergab in der vorgelegten Untersuchung am 4. Lebenstag 
bei Phenylalanin, Tyrosin, Methionin, Valin und Citrullin höhere Konzentration bei 
Mädchen als bei Jungen, der Phe/Tyr-Quotient unterschied sich am deutlichsten und 
ergab höhere Werte bei Jungen als bei Mädchen. Ob dies eine geschlechtsspezifische 
Ursache hat oder auf einer anderen Variablen begründet ist, konnte nicht geklärt wer-
den. 
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Bislang bestehende Untersuchungen der Literatur beziehen sich auf Schulkinder oder 
Erwachsene, für Neugeborene oder Säuglinge wurden bislang keine Untersuchungen 
beschrieben. 

Bei Armstrong et al. (1973) wird beschrieben, dass bei Schulkindern (6-18 Jahre) die 
Leucinkonzentration im Plasma bei Jungen mehr ansteigt, als bei Mädchen, und dass 
eine positive Korrelation der Plasmakonzentrationen für das Geschlecht bei Citrullin, 
Methionin und Tyrosin besteht.  

Bei Oepen und Oepen (1965) wird beschrieben, dass der Aminosäurenspiegel im Serum 
bei Frauen generell niedriger liegt, als bei Männern. Signifikant niedrigere Werte beste-
hen für Valin, Isoleucin, Leucin und am deutlichsten für Phenylalanin und Tyrosin. 

In der hier vorgelegten Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass auch bei Neugebo-
renen bereits Unterschiede zwischen Jungen und Mädchen am 4. Lebenstag bestehen. 
Im Gegensatz zu den Untersuchungen bei Erwachsenen ergaben sich bei Neugeborenen 
erhöhte Werte der Konzentrationen von Phenylalanin, Tyrosin, Methionin, Valin und 
Citrullin für Mädchen. 

4.2.6 Gestationsalter 

Die Einflussgröße Gestationsalter ergab in der hier vorgelegten Untersuchung am 2. 
Lebenstag abnehmende Tyrosinkonzentrationen und einen zunehmenden Phe/Tyr-
Quotienten mit ansteigendem Gestationsalter in einem Normalkollektiv  gesunder, reifer 
(37- 42 Schwangerschaftswoche) Neugeborener. 

Die Unreife einiger Enzymsysteme können zu erhöhten Aminosäurekonzentrationen, 
speziell bei Frühgeborenen aber auch bei Neugeborenen führen. 

Die transiente Hypertyrosinämie (OMIM 276500) ist die häufigste Störung des Amino-
säurestoffwechsels (Scriver und Rosenberg, 1973). Als Ursache wird die Unreife des 
Enzyms 4-Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase (pHPPD) in Zusammenhang mit einem 
vermehrten Abbau von Tyrosin vermutet. Die geringe Aktivität der pHPPD beim Fetus 
und Neugeborenen (Ohisalo et al., 1982, Fellman et al., 1972 ) aufgrund der späten Rei-
fung des Enzyms (Mitchell et al., 2001) sowie die hohen Konzentrationen von 4-
Hydroxyphenylpyruvat und dessen Derivate (Scriver und Rosenberg, 1973, Goodwin, 
1972) bei Patienten mit transienter Tyrosinämie weisen auf den Mangel an pHPPD als 
Hauptursache der transienten Tyrosinämie hin. 
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4.2.7 Pathologischer Phenylalaninverlauf in einer Risikogruppe 

Die hier vorgelegte Verlaufsbeobachtung der Konzentrationen von Phenylalanin und 
Tyrosin sowie des Phe/Tyr-Quotienten in den ersten 48 Lebensstunden bei 6 Neugebo-
renen mit Risiko für PKU zeigte schon ab der 6. Lebensstunde deutlich erhöhte Pheny-
lalaninwerte und einen stark erhöhten Phe/Tyr-Quotienten bei einem Patienten mit gesi-
cherter PKU (Mutation: R408W/R408W) im Vergleich zum restlichen Untersuchungs-
kollektiv, unabhängig von Beginn oder Art der Ernährung. 

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der Verlaufsbeobachtung eines PKU Patienten 
von Chace et al. (1998) bei dem ebenfalls ab der 6. Lebensstunde ein erhöhter Phenyla-
lanin-Spiegel und eine noch deutlichere Erhöhung des Phe/Tyr-Quotienten zu beobach-
ten ist. 

Liegt sowohl eine Erhöhung der Konzentrationen von Phenylalanin und Tyrosin vor 
und ist damit kein erhöhter Quotient vorhanden, so handelt es sich meist um eine Leber-
funktionsstörung, wie sie z.B. bei einer nicht behandelten Galaktosämie („early onset“) 
beobachtet wird (Sander und Janzen, 1999).  

Liegt den veränderten Konzentrationen der Aminosäuren eine Leberfunktionsstörung 
oder biliäre Atresie zugrunde, so kann dies mithilfe des Fisher Quotienten (Leu-
cin+Isoleucin+Valin/ Phenylalanin+Tyrosin) nachgewiesen werden. Bei Störungen der 
Leberfunktion nimmt die Konzentration verzweigtkettiger Aminosäuren (Leu-
cin+Isoleucin und Valin) ab und die Konzentration aromatischer Aminosäuren (Pheny-
lalanin und Tyrosin) nimmt zu. Damit weist ein erniedrigter Fisher Quotient auf eine 
Leberfunktionsstörung als Ursache der veränderten Aminosäurekonzentrationen hin 
(Byrd et al., 1993, Kawahara et al., 1999). In dem hier vorgelegten Kollektiv war kein 
Neugeborenes mit einer Leberfunktionsstörung. 

4.3 Weitere in der Literatur beschriebene Einflüsse 

4.3.1 Circadianer Rhythmus 

Ein Circadianer Rhythmus der Aminosäurenkonzentrationen wird sogar schon bei Neu-
geborenen am ersten Lebenstag ermittelt (Feigin und Haymond, 1970), unabhängig von 
der Proteinaufnahme. Corticosteroide haben möglicherweise einen Einfluss auf diesen 
Rhythmus, sind jedoch nicht dafür ursächlich, da dieser auch bei Hypophysektomie  und 
Adrenalektomie  bestehen bleibt. Bei viralen oder bakteriellen Infekten, sowie Impfun-
gen wurde bei Kindern und Erwachsenen ein Wechsel des Circadianen Rhythmus beo-
bachtet (Bremer et al., 1981). Bei allen Aminosäuren wurde ein Circadianer Rhythmus 
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beobachtet, das Ausmaß, sowie die Zeit dieser Fluktuation, wird von der Proteinauf-
nahme mit beeinflusst (Wurtman et al., 1968).  

4.3.2 Genetik 

Bei Scriver et al. (1985) wurden die physiologischen Einflüsse auf Plasmakonzentratio-
nen der Aminosäuren bei Erwachsenen untersucht. Berücksichtigt wurden unterschied-
liche Zeitpunkte der Probenabnahme, Geschlecht und Ernährung.  

Das Geschlecht zeigt einen Einfluss auf die Konzentrationen von Tyrosin und Leucin, 
die  bei Frauen niedrigere sind, als bei Männern. Die hier vorgelegten Werte bei Neuge-
borenen ergaben dagegen erhöhte Aminosäurekonzentrationen bei Mädchen für Pheny-
lalanin, Tyrosin, Methionin, Valin und Citrullin. 

Bei Scriver et al. (1985) ergibt die Fastendauer über Nacht nur für Valin geringer Werte, 
im Vergleich zu der Gruppe, in der nicht gefastet wurde. Für Isoleucin und Methionin 
wurden tageszeitliche Schwankungen beobachtet, mit höheren Werten mittags als mor-
gens, ansonsten überraschte die Homeostase der restlichen Aminosäuren zu unterschied-
lichen Tageszeiten. 

Den größten Einfluss stellen interessanterweise nicht intraindividuelle Unterschiede, 
wie Ernährung oder Tageszeitpunkt der Probenabnahme dar, sondern die interindividu-
ellen Unterschiede, die im Hinblick auf ein relativ identisches Umfeld, wahrscheinlich 
durch den Genotyp bestimmt werden, der einen wichtigen Einfluss auf den Phänotyp 
der Aminosäurekonzentrationen im Plasma darstellt. Zahlreiche Gene sind für die Auf-
rechterhaltung der Homeostase jeder einzelnen Aminosäuren verantwortlich (Scriver 
und Rosenberg, 1973) und einige Theorien schreiben die interindividuellen Unterschie-
de einem genetischem Polymorphismus zu (Harris, 1982). Diese Beobachtungen führen 
das Thema der biochemischen Individualität von Garrod und Williams fort (Garrod, 
1902,Williams, 1963). 

4.3.3 Hormone 

Verschiedene Hormone haben einen Einfluss auf die Plasmakonzentrationen der Ami-
nosäuren. Das Wachstumshormon, Insulin, Adrenalin und die weiblichen Genitalhor-
mone senken den Aminosäuregehalt im Serum, ACTH, Thyroxin und Nebennierenrin-
denhormone steigern den Aminosäuregehalt im Serum (Schreier und Plückthun, 1950). 

Progesteron ist zwar ein kataboles Hormon, aber die Plasmakonzentrationen der Ami-
nosäuren im maternalen Stoffwechsel nehmen bei steigender Progesteronkonzentratio-
nen ab, wahrscheinlich aufgrund eines verstärkten Verbrauchs an Aminosäuren in der 
Leber (Robinson und Prendergast, 1996). 
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4.4  Schlußfolgerung 

Zusammenfassend ist  zu sagen, dass die hier untersuchten Einflüsse auf die Aminosäu-
renkonzentrationen bei gesunden Neugeborenen in den ersten Lebenstagen für die Pra-
xis des Neugeborenen-Screenings zu vernachlässigen sind. Einzige Ausnahme ist der 
Einfluß des Alters der Kinder, besonders in den ersten 24 - 48 Lebensstunden. Dies hat 
einen unmittelbaren Einfluß auf die Problematik eines „Frühscreenings“ in den ersten 
24 Lebensstunden, nicht nur für die Endokrinopathien, wie Hypothreose und Adrenoge-
nitales Syndrom, sonder auch für das Screening auf Aminoazidopathien. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK 

Durch den Einsatz der Tandem-Massenspektrometrie (TMS) im Neugeborenenscree-
ning ergibt sich die Möglichkeit, das Screening auf metabolische Erkrankungen unter 
anderem im Bereich des Aminosäurenstoffwechsels zu erweitern. Neben der Phenylke-
tonurie (PKU) können damit auch andere Aminoazidopathien, wie die Ahornsirup-
Erkrankung, Hypertyrosinämie und Citrullinämie, diagnostiziert werden. Eine frühzeiti-
ge, präsymptomatische Diagnose und Therapie dieser Erkrankungen soll den Behand-
lungserfolg verbessern und vor allem irreversible Schäden der geistigen Entwicklung 
und lebensbedrohliche Entgleisungen des Stoffwechsels verhindern. Ein frühzeitiger 
Beginn der Therapie setzt auch eine frühzeitige Diagnostik voraus, die durch die sensi-
tivere Technik der TMS möglich ist. Die Möglichkeit z.B. Phenylalanin und Tyrosin als 
Quotienten messen zu können, verbessert die Sensitivität und Spezifität der PKU Dia-
gnostik.  

Bislang gibt es noch keine Referenzwerte von quantitativ mittels TMS gemessenen 
Konzentrationen krankheitsrelevanter Aminosäuren in einem Normalkollektiv gesunder, 
reifer Neugeborener und deren Abhängigkeit von Alter, Gestationsalter, Geschlecht, 
Geburtsgewicht, Gewichtsverlust und Ernährung. Die vorliegende Arbeit hatte zum 
Ziel, die Einflüsse dieser Faktoren auf die Aminosäurenkonzentrationen gesunder Neu-
geborener zu untersuchen und Referenzwerte für ein gesundes Kollektiv zu erstellen. 

Weiterhin wurden Konzentrationen von Phenylalanin und Tyrosin und damit des 
Phe/Tyr-Quotienten in den ersten 48. Lebensstunden von 6 Patienten mit Risiko für 
PKU (Geschwisterkind mit PKU, Mutter mit PKU und ein Patient mit PKU) gemessen, 
um Aufschluß über den frühest möglichen Zeitpunkt (zwischen dem 1. und 5. Lebens-
tag) der Diagnosestellung PKU mittels TMS zu gewinnen. 

Es wurden 2159 Neugeborene untersucht, wovon 1542 Neugeborene folgende  Ein-
schlusskriterien erfüllten: Geburtsgewicht  2500g  4500g, Gestationsalter  37 
Schwangerschaftswochen  42 Schwangerschaftswochen, postnataler Gewichtsverlust 
zwischen 0 und –10 % des Geburtsgewichts, keine stationär behandlungsbedürftigen 
Neugeborene z.B. aufgrund von Hyperbilirubinämie, Adaptationsstörungen, Infektionen 
oder anderen Erkrankungen. Bei allen Neugeborenen wurde täglich das Körpergewicht 
und die Art der Ernährung dokumentiert. Die Art der Ernährung wurde in 3 Gruppen 
eingeteilt: Muttermilch, Muttermilch + Energiesupplement (Primergen ®) und Säug-
lingsmilch. Die Blutentnahme erfolgte kapillär im Rahmen des Neugeborenen-
Screenings  entsprechend den Empfehlungen der ständigen Screeningkomission.  
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Die Konzentrationen folgender Aminosäuren und krankheitsrelevanter Quotienten wur-
den mittels TMS aus Trockenblut bestimmt: Phenylalanin (Phe), Tyrosin (Tyr), 
Phe/Tyr-Quotient, Leucin (Leu) + Isoleucin (Ile), Valin (Val), Methionin (Met), Citrul-
lin (Cit), Fisher-Quotient (Leu+Ile+Val/Phe+Tyr), Quotient Met/Leu+Ile, Quotient 
Leu+Ile/Phe, Quotient Val/Phe. 

Es zeigte sich eine Abhängigkeit verschiedener Aminosäurenkonzentrationen vom Al-
ter. Es ergab sich eine signifikante Zunahme vom 1. bis 5. Lebenstag für  Leu-
cin+Isoleucin und Tyrosin und eine signifikante Abnahme für Phenylalanin, Methionin, 
den Phe/Tyr-Quotient und den Quotient Met/Leu+Ile. Der Fisher-Quotient, der Quotient 
Val/Phe und der Quotient Leu+Ile/Phe zeigen in den  ersten drei Lebenstagen einen 
Anstieg und nehmen dann wieder ab. Die Konzentrationen von Valin und Citrullin im 
Blut blieben unverändert. Es wurden Referenzbereiche in einem 95 % Konfidenzinter-
vall für Phenylalanin, Tyrosin, Methionin, den Fisher-Quotienten, den Quotienten 
Met/Leu+Ile, den Quotienten Leu+Ile/Phe und den Quotienten Val/Phe für die ersten 5 
Lebenstage erstellt. 

Der postnatale Gewichtsverlust beeinflusst die Konzentration des Phe/Tyr-Quotienten, 
der umso höher liegt, je größer der Gewichtsverlust ist. 

Die Einflussgröße Ernährung zeigt Tendenzen, dass bei gestillten Neugeborenen die 
Konzentrationen von Tyrosin und Leucin+Isoleucin höher und von Methionin, dem 
Phe/Tyr-Quotienten und dem Fisher-Quotienten niedriger sind als bei der Ernährung mit 
einem Energiesupplement zusätzlich zur Muttermilch und der Ernährung mit Säug-
lingsmilch. 

Die Einflussgröße Geschlecht ergab bei Phenylalanin, Tyrosin, Methionin, Valin und 
Citrullin höhere Konzentration bei Mädchen als bei Jungen, der Phe/Tyr-Quotient un-
terschied sich am deutlichsten und ergab höhere Konzentrationen bei Jungen als bei 
Mädchen. Ob dies eine geschlechtsspezifische Ursache hat oder auf einer anderen Vari-
ablen begründet ist, konnte nicht geklärt werden. 

Die Einflussgröße Geburtsgewicht korreliert mit der Tyrosinkonzentration und dem 
Phe/Tyr-Quotienten, wobei die Tyrosinkonzentration mit steigendem Geburtsgewicht 
abfällt und der Phe/Tyr-Quotient mit steigendem Geburtsgewicht ansteigt. 

Die Einflussgröße Gestationsalter ergab abnehmende Tyrosinkonzentrationen und einen 
zunehmenden Phe/Tyr-Quotienten mit ansteigendem Gestationsalter. 

Der Verlauf der Konzentrationen von Phenylalanin und Tyrosin sowie des Phe/Tyr-
Quotienten in den ersten 48 Lebenstunden der 6 Neugeborenen mit Risiko für PKU 
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zeigte schon ab der 6. Lebensstunde deutlich erhöhte Phenylalaninwerte und einen stark 
erhöhten Phe/Tyr-Quotienten bei einem Patienten mit gesicherter PKU (Mutation: 
R408W/R408W) im Vergleich zum restlichen Untersuchungskollektiv, unabhängig von 
Beginn oder Art der Ernährung. 

Zusammenfassend ist zu sagen, dass der Abnahmezeitpunkt den größten Einfluss auf 
die Konzentration krankheitsrelevanter Aminosäuren hat und sich deren Konzentration 
in den ersten 48 Lebensstunden am stärksten ändert. Bemerkenswert ist, dass auch ande-
re Variablen wie Gestationsalter, Geschlecht, Geburtsgewicht, postnataler Gewichtsver-
lust und Ernährung die Aminosäurenkonzentrationen bei gesunden, reifgeborenen Neu-
geborenen beeinflussen. Diese Veränderungen sind jedoch für die Praxis des Neugebo-
renen-Screenings auf Aminoazidopathien sicher vernachlässigbar. Der in einem Fall 
eines PKU-Kindes dokumentierte kontinuierliche Anstieg des Phenylalanins gleich nach 
Geburt ist in Übereinstimmung mit anderen Arbeiten und zeigt, dass für das Neugebo-
renen-Screening auf PKU eine vorherige Milchfütterung bzw. Stillen nicht notwendig 
ist. 
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6 ANHANG 

6.1 Verzeichnis der Abkürzungen 

ACTH   Adrenocorticotropes Hormon 
ASS   Argininsuccinat-Synthetase  
BCAA   Branch-chain-amino-acid 
BCKA-DH  branched-chain-2-keto-acid-dehydrogenase  
BH4   Tetrahydrobiopterin  
Cit   Citrullin 
DGKJ   Deutsche Gesellschaft für Kinderheilkunde und Jugendmedizin 
ESI-MS/MS  Elektrospray- (Ionenspray) mit zwei Massenfiltern 
FAH   Fumarylacetoacetat-Hydrolase  
Formula  Säuglingsmilch 
FR   Fisher Ratio (Leucin+Isoleucin+Valin/ Phenylalanin+Tyrosin) 
GG   Geburtsgewicht 
HPA   Hyperphenylalaninämie 
HPLC   High Pressure Liquid Chromatographie 
KIC   2-Ketoisocapronsäure  
KIC   2-Ketoisocapronsäure 
Kizi   Kinderzimmer 
KS   Kreissaal 
Leu+Ile  Leucin+Isoleucin 
LT   Lebenstag 
MCAD  Medium Chain Acyl-CoA Dehydrogenase Deficiency 
Mean   Mittelwert 
Met   Methionin 
MM   Muttermilch 
MPKU   Maternale Phenylketonurie 
MSUD   Maple Syrup Urine Disease = Ahornsiruperkrankung 
n   Anzahl 
NTBC    2-(2-Nitro-4-Trifluormethyl-Benzoyl)-1,3-Cyclohexandion 
PAH   Phenylalaninhydroxylase  
Phe   Phenylalanin 
pHPPD   4-Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase  
PKU   Phenylketonurie 
Primergen  Energiesupplement zusätzlich zur Muttermilch 
SD   Standardabweichung 
SSW   Schwangerschaftswochen 
SGGN   Small-for-Gestational-Age Newborns 
TAT   Tyrosin-Aminotransferase  
TMS   Tandem-Massenspektrometrie 
Tyr   Tyrosin 
Val   Valin 
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6.2 Verzeichnis der Abbildungen 
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6.4 Vergleich der Aminosäurekonzentrationen 

6.4.1 Eigene Daten 
 
 
Probenanzahl n = 1542       

Probenmaterial Trockenblut       

Methode TMS       

 Arithmeti-
sches Mittel ± 

SD 

Median 10 %-
Quantil 

90 %-
Quantil 

97,5 %-
Quantil 

99,5 %- 
Quantil 

       Bereich 
 [µmol/l]       

Aminosäuren        
Phenylalanin 63 ± 15 62 46 82 97 118 28-182 
Tyrosin 99 ± 41 91 56 149 192 293 26-408 
Leucin+Isoleucin 196 ± 51 189 139 258 320 392 81-549 

Valin 185 ± 66 170 123 257 368 495 58 - 683 
Methionin 26 ± 9 25 16 36 43 57 5 - 102 
Citrullin 12 ± 6 11 6 19 27 42 1,0 - 71 
Phe/Tyr-Quotient 0,72 ± 0,25 0,68 0,43 1,04 1,29 1,56 0,20 - 1,90 
Fisher-Quotient 2,52 ± 0,97 2,31 1,66 3,57 5,4 6,81 0,89-12,56 
Quotient 
Met/Leu+Ile 

0,14 ± 0,05 0,13 0,084 0,2 0,24 0,31 0,016-0,54 

Quotient 
Leu+Ile/Phe 

3,22 ± 1 3,02 2,26 4,37 6,02 8 1,17-10,64 

Quotient Val/Phe 3,05 ± 1,37 2,72 1,98 4,38 6,95 9,89 1,08-18,46 
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6.4.2 Sander et al. (2000) 
 
 

Probenanzahl n = 14 000    

Probenmaterial Trockenblut    

Methode TMS    

 Arithmetisches 
Mittel 

Median 95. 
Perzentile 

99. 
Perzentile 

     
 µmol/l (mg/dl)    

Aminosäuren     
Phenylalanin 44,2 (0,73) 43,6 (0,72)  72,7 (1,20) 
Tyrosin 67,4 (1,22) 62,4 (1,13)  150,8 (2,73) 
Leucin+Isoleucin 166,4 (2,18) 161,1 (2,11)  285,5 (3,74) 

Valin 130,8 (1,53) 127,4 (1,49)  221,4 (2,59) 
Methionin 22,8 (0,34) 22,2 (0,33)  41,6 (0,62) 
Citrullin 13,7 (0,24) 12,6 (0,22)  28 (0,49) 
Phe/Tyr-Quotient 0,66  1,07  
Fisher-Quotient     
Quotient 
Met/Leu+Ile 

    

Quotient 
Leu+Ile/Phe 

    

Quotient Val/Phe     
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6.4.3 Schulze et al. (1999) 
 
 

Probenanzahl n = 3000 

Probenmaterial Trockenblut 

Methode TMS  

 Median 99,5 Perzentile 
   

 µmol/l  
Aminosäuren   
Phenylalanin 76 <133 
Tyrosin 76 <251 
Leucin+Isoleucin   
Valin   
Methionin   
Citrullin   
Phe/Tyr-Quotient 1 <2,68 
Fisher-Quotient   
Quotient Met/Leu+Ile   

Quotient Leu+Ile/Phe   

Quotient Val/Phe   
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6.4.4 Reilly et al. (1998) 
 
 

Probenanzahl n = 493  

Probenmaterial Trockenblut 

Methode HPLC  

 Median Bereich ± 2 SD 
   

 µmol/l  
Aminosäuren   
Phenylalanin 93 57-151 
Tyrosin  72-254 
Leucin+Isoleucin  Ile: 27-84, 

Leu: 84-259 

Valin  108-305 
Methionin  16-55 
Citrullin   
Phe/Tyr-Quotient  0,41-1,14 
Fisher-Quotient   
Quotient Met/Leu+Ile   

Quotient Leu+Ile/Phe   

Quotient Val/Phe   
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6.4.5 Pohlandt (1978) 
 
 

Probenanzahl n = 40    

Probenmaterial Plasma    

Methode HPLC    

 Median Bereich ± 2 SD 10. Perzentile 90. Perzentile 
     

 µmol/l    
Aminosäuren     
Phenylalanin 41 16-71 23 63 
Tyrosin 72 32-128 45 117 
Leucin+Isoleucin Ile: 49, 

Leu: 103 
Ile: 27-80, 

Leu: 61-183 
Ile: 32, 
Leu: 73 

Ile: 71, 
Leu: 160 

Valin 153 78-142 108 184 
Methionin 20 6,3-36 13 29 
Citrullin 13 3,4-34 5,8 20 
Phe/Tyr-Quotient 0,57 0,5-0,55 0,51 0,54 
Fisher-Quotient     
Quotient Met/Leu+Ile     

Quotient Leu+Ile/Phe     

Quotient Val/Phe     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ANHANG 

 88

 

6.4.6 Chace et al. (1995, 1996, 1997) 
 
 

Jahr 1995 1996 1998 

Probenanzahl n = 1096 (Leu+Ile) 
n = 791 (Val) 

n = 909 n = 93 

Probenmaterial Trockenblut Trockenblut Trockenblut 

Methode TMS TMS TMS 

    
 Mittelwert ± SD Mittelwert ± SD Median 

 µmol/l µmol/l µmol/l 
Aminosäuren    
Phenylalanin   68 
Tyrosin   97 
Leucin+Isoleucin 151 ± 47   
Valin 131 ± 58   
Methionin  19 ± 8,3  
Citrullin    
Phe/Tyr-Quotient   0,73 
Fisher-Quotient    
Quotient 
Met/Leu+Ile 

 0,16 ± 0,04  

Quotient Leu+Ile/Phe 2,5 ± 0,49   

Quotient Val/Phe 2,18 ± 0,51   
 

 



ANHANG 

 89

6.5 Hinweise zur Statistik 

6.5.1 Modell für altersabhängige Referenzbereiche der Aminosäurenkonzentra-
tionen (AS) 
 
 
 
 
 
 

 

- ln  
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- 
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- 

log(AS) + mean0  mean1  Alter (  ) 

+ SD0  SD1  Alter ( ) 

2 

2 ( ) 

 
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3,1415  2 + SD0  SD1  Alter  ( ) 
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6.5.2 Erläuterungen zur Darstellung der Ergebnisse 
 

6.5.2.1 Means Diamonds (In den Abbildungen grün dargestellt)  
 
“Means Diamonds“ stellen den Mittelwert und den Standardfehler des Mittelwerts für 
jede untersuchte Gruppe dar. Die horizontale Linie durch jeden “Diamond” zeigt den 
Mittelwert der Gruppe. Die Höhe des „Diamond“ repräsentiert das 95%-
Konfidenzintervall des Standardfehlers des Mittelwerts jeder Gruppe und die Breite des 
„Diamond“ stellt die Probenanzahl der untersuchten Gruppe dar. 
 
 
 

 
 
Abbildung aus JMP 3.2.2 
 

6.5.2.2 Quantil Box Plot (In den Abbildungen rot dargestellt)  
 
Die horizontale Linie innerhalb der Box stellt den Median der untersuchten Gruppe dar, 
die obere und untere Begrenzung der Box die 25. und 75. Perzentile. Die Linien ober-
halb und unterhalb der Box zeigen das 10%- und 90%- Quantil. 
 
 

 

 
 
Abbildung aus JMP 3.2.2  
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6.6 Aufklärungsschrift zum Erweiterten Neugeborenenscreening 
 
 
 

Neugeborenen-Screening: E L T E R N I N F O R M A T I O N 
 

 
Das Neugeborenenscreening ist eine Blutuntersuchung, die in ganz Deutschland bei allen Neu-
geborenen durchgeführt wird. 
 
Warum wird bei meinem Kind ein Bluttest durchgeführt? 
 
Es soll gewährleistet werden, daß Ihr Kind so gesund wie möglich aufwächst. Ein einfacher Blut-
test informiert über die Gesundheit Ihres Kindes. Er ist Teil des sogenannten Neugeborenensc-
reenings. Hierunter versteht man eine Untersuchung bei allen Neugeborenen, um seltene ange-
borene Erkrankungen frühzeitig erkennen zu können, d.h. noch bevor gesundheitliche Be-
schwerden und Schädigungen auftreten (s.u.). Durch die frühzeitige Diagnostik und Behandlung 
können ansonsten schwer verlaufende Krankheiten geheilt oder in Ihrem Verlauf günstig 
beeinflußt werden.  
 
Ist das Neugeborenenscreening neu? 
 
Nein. Das Neugeborenenscreening wurde 1968 durch Prof. H. Bickel in Deutschland als auch in 
anderen Industrieländern eingeführt. Bis jetzt allerdings war diese Screeninguntersuchung auf die 
Erkennung von 2 - 3 Erkrankungen beschränkt. Bislang wurde bei allen Kindern die Phenylketo-
nurie (eine Eiweißstoffwechselerkrankung) und die angeborene Unterfunktion der Schilddrüse 
getestet.  Neue Methoden erlauben es jetzt, zahlreiche weitere Erkrankungen testen zu können. 
 
Wie verlaufen diese Erkrankungen? 
 
Manche dieser Erkrankungen haben einen sehr schweren, andere einen kaum erkennbaren 
schleichenden Verlauf. Einige Erkrankungen verursachen eine schwere Störung der kindlichen 
Entwicklung. 
 
Aber mein Kind ist völlig gesund! Sind diese Teste überhaupt notwendig? 
 
Ja, sie sind es. Die meisten Kinder zeigen in den ersten Tagen, manchmal auch in den ersten 
Wochen und Monaten überhaupt keine gesundheitlichen Beschwerden. Trotzdem kommt es 
durch krankmachende Stoffwechselprodukte zu schwerwiegenden Schäden. Diese Stoffwech-
selprodukte werden mit modernen Methoden durch den  Bluttest sichtbar gemacht. Unter der 
Mitwirkung spezialisierter Ärzte weiß Ihr Kinderarzt oder Hausarzt, wie man in einem solchen Fall 
Ihrem Kind helfen kann. Meistens kann behandelt werden, bevor es zu schweren Schäden 
kommt. 
 
 
Aber in unserer Familie ist nie eine Stoffwechselerkrankung aufgetreten! 
 
Die Erkrankungen, um die es hier geht, sind sehr selten. Auch Ihr Kind wird mit größter Wahr-
scheinlichkeit ganz gesund sein. Allerdings kommen die wenigen Kinder mit dieser  
Erkrankung fast immer aus ganz gesunden Familien. Das Ziel dieses Vorsorgeprogramms ist  es, 
diese Kinder früher zu erkennen und zu behandeln.  
 
Wie wird der Test bei meinem Kind durchgeführt? 
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Alle Teste können aus ein paar Bluttropfen durchgeführt werden, die wie bisher durch einen klei-
nen Stich in die Ferse gewonnen werden. Durch die jetzt neu hinzugekommenen Teste wird Ihr 
Kind nicht mehr belastet als früher. 
 
 
Werde ich über das normale Testergebnis informiert? 
 
Normalerweise werden Sie nicht benachrichtigt, wenn alle Testergebnisse unauffällig sind. Bei 
allen Kindern werden jedoch die Ergebnisse dem Krankenhaus mitgeteilt. Der für das Kinder-
zimmer zuständige Arzt kontrolliert die korrekte Rückmeldung. Wenn Sie irgendwelche Fragen 
haben, können Sie die Nummer 2003324 anrufen. 
Wenn auch in diesem Fall „keine Nachricht“ eine gute Nachrichten ist, müssen Sie wissen, daß 
dieser Test nicht alle überhaupt möglichen Erkrankungen erkennt und nicht zu 100 % gewährleis-
tet, daß alle untersuchten Erkrankungen auch immer gefunden werden. Aus diesem Grunde 
empfehlen wir, auf alle Fälle regelmäßig die Vorsorgeuntersuchung (gelbes Heft!) bei Ihrem Kind 
durchführen zu lassen. 
 
Bedeutet eine erneute Testung, daß mein Kind eine dieser seltenen Erkrankungen hat? 
 
Nicht unbedingt. Sollten Sie zu Hause einen Anruf für einen Wiederholungstest erhalten, kann 
dies verschiedene Gründe haben. Die  häufigste Ursache für einen Wiederholungstest ist, daß 
das Testergebnis nicht eindeutig ist. Ein 2. Test ist dann notwendig. In sehr seltenen Fällen kann 
es jedoch sein, daß aufgrund des Testergebnisses Ihr Arzt sofort auf eine Behandlung drängt, 
selbst wenn die Bestätigung durch den 2. Test noch nicht vorliegt.  
 
Was ist, wenn mein Kind eine dieser seltenen Erkrankungen hat, kann es dann geheilt 
werden? 
 
Da die meisten dieser Erkrankungen angeborene chemische Probleme im Stoffwechsel verursa-
chen, können sie nicht „geheilt“ werden, so wie die Augenfarbe auch nicht verändert werden 
kann. Eine Behandlung mit einer speziellen Diät oder auch mit Medikamenten kann jedoch in den 
meisten Fällen schwerwiegende Folgen vermeiden oder gar völlig verhindern. 
 
Wenn mein Kind eine solche seltene Erkrankung hat, werden nachfolgende Kinder die 
gleiche Erkrankung haben? 
 
Zur Beantwortung dieser Frage ist eine sehr persönliche Beratung notwendig. Diese Beratung 
erfolgt in einer humangenetischen Beratungsstelle, Ihr Hausarzt bzw. Kinderarzt wird Sie hier-
über weiter informieren und Sie ggf an eine solche Stelle überweisen. 
 
Wie kann ich meinen Arzt unterstützen, meinem Kind zu helfen? 
 
Bitte hinterlassen Sie Ihre Telefonnummer, über die Sie zuhause rasch erreichbar sind. Haben 
Sie kein eigenes Telefon, geben Sie die Nummer eines Verwandten oder Nachbarn an, wo wir 
Sie erreichen können. Denken Sie bitte daran, daß es sehr wichtig ist, Ihrem Kind schnell zu hel-
fen, wenn eine solche seltene Erkrankung vorliegt. Mit Ihrer Kooperation helfen Sie, daß eine 
neue Generation von Kindern gesund  heranwachsen   kann. 
 
 
 
Prof. Dr. med. F.K. Trefz    Prof. Dr. med. S. Kunz 
Chefarzt Kinderklinik     Chefarzt Frauenklinik 
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