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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Frihgeborene

Nach gangiger Definition der World Health Organization gelten Neugeborene dann
als Frihgeborene, wenn sie vor Vollendung der 37. Schwangerschaftswoche
(SSW) bzw. friher als 259 Tage nach der letzten Menstruationsblutung zur Welt
kommen. Dabei unterscheidet man zwischen extremely preterm (< 28 SSW), very
preterm (28 bis < 32 SSW) und moderate bzw. late preterm (32 bis < 37 SSW)
(Blencowe et al., 2012). Insgesamt gehen Blencowe et al. weltweit von einem
geschatzten Wert von 14,9 Millionen Frihgeborenen im Jahr 2010 aus. Diese
11,1% aller Lebendgeburten weltweit stellen einen Mittelwert der verschiedenen
Inzidenzen dar. Denn es gibt starke geographische Schwankungen. Wahrend in
Europa durchschnittlich 5,5-11,1% aller Lebendgeborenen zu frih geboren
werden, betragt dieser Anteil beispielweise in Afrika 18%. Entgegen der weit
verbreiteten Ansicht einer starken Zunahme der Zahl der Friuhgeborenen sind die
Zahlen zumindest in Deutschland stabil. Im Zeitraum von 2004 bis 2008 Iasst sich
sogar ein leichter Rickgang von 9,2% auf 9% aller Lebendgeburten verzeichnen.
Bei genauerem Betrachten der Kohorte der Frihgeborenen zeigt sich jedoch eine
deutliche Inhomogenitat. Insgesamt sind v.a. Mehrlinge von Frihgeburtlichkeit
betroffen (2008: 64% der Mehrlinge), deren Zahl zunimmt. Im Jahr 2008 waren
3,4% aller Geburten in Deutschland Mehrlingsgeburten mit einem jahrlichen
Anstieg von 0,3% (Zeitlin et al., 2013). In den kommenden Jahren kann es
demzufolge wieder zu einem Anstieg der Frihgeborenenrate kommen. Auffallig ist
der Anstieg bei Fruhgeborenen mit einem Gestationsalter (GA) < 28 SSW
(Schleuf3ner, 2013).

Grinde fur den weltweiten Anstieg in den letzten 20 Jahren sind neben der
steigenden Zahl an Mehrlingsgeburten die seit den 1980ern vermehrt zum Einsatz
kommende Reproduktionsmedizin sowie das steigende Alter der Mutter (> 34.
Lebensjahr) (Beck et al., 2010). Weitere Hauptrisikofaktoren der Friuhgeburtlichkeit
sind niedriger soziodkonomischer Status, ungesunder Lebensstil (Rauchen,

Mangelerndhrung) sowie neben dem oben bereits aufgefuhrten matterlichen Alter
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Uber 34 Jahren ein Alter der Mutter unter 18 Jahren. Trotz grof3er Bemuhungen
liegt die Mortalitat bei vor der 28. SSW geborenen Kindern noch bei 32% und bei
nach der 32. SSW Geborenen ist die Mortalitdt mit 1,3% um das 10fache hoher
als bei Reifgeborenen. 77% der perinatalen Todesfalle entfallen daher auf die
Gruppe der Fruhgeborenen (Schleul3ner, 2013). Blencowe et al. flhren
Frihgeburtlichkeit als zweithaufigste direkte Todesursache in der Gruppe der
Kinder unter dem 5. Lebensjahr an (Blencowe et al., 2012). Besonders schlecht ist
das Outcome bei vor der 32. SSW Geborenen. Larroque et al. fihren in ihrer
aktuellen Verodffentlichung in dieser Gruppe eine Inzidenz der infantilen
Zerebralparesen von 5-10% an (Larroque et al., 2008). Zudem sind
entsprechende Kinder pradisponiert, in ihrem spateren Leben chronische
Krankheiten bei erhdhter Mortalitdt zu entwickeln (Boyle et al., 2012). Es wird
aullerdem ein gehauftes Auftreten von sensorischen Defiziten, Lernschwache und

Atemwegserkrankungen beobachtet (Beck et al., 2010).

FrGhgeborene stellen aus wissenschaftlicher Sicht eine interessante

Studienpopulation dar, da sie als Extremgruppe besonders starke Effekte zeigen.

1.1.1 Hypotension bei Frihgeborenen

Unmittelbar nach der Geburt muss der kindliche Kreislauf viele Funktionen
Ubernehmen, die bis dahin von der Mutter ausgefihrt wurden. Beim
Frihgeborenen sind das kardiale und das vaskulare System jedoch noch nicht
vollstandig ausgereift. Folglich kommt es nicht selten zu hamodynamischen
Problemen. Die vier haufigsten Defizite sind persistierende pulmonale Hypertonie,
septischer Schock, kardiogener Schock (v.a. mit hypoxischer Ischamie) und
niedriger Blutdruck (Barrington, 2013). Letzterer tritt bei bis zu einem Drittel der
very low birth weight (VLBW) Frihgeborenen (d.h. Frihgeborene mit einem
Geburtsgewicht unter 1.500 Gramm) auf (Azhan und Wong, 2012). Kritisch ist
dabei v.a. die Hypotension in den ersten 24 Stunden. In den folgenden Tagen
normalisiert sich der Blutdruck meist (Logan et al., 2011).

Der Blutdruck ergibt sich aus dem Zusammenspiel von systemischem Blutfluss,

kardialem Output und systemischem GefalRwiderstand (Laughon et al., 2007). Der
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Blutdruck galt lange als Standardindikator einer mangelhaften Organperfusion. Bei
Neugeborenen ist es jedoch nicht einfach, Blutdruckgrenzen zu definieren, da die
Normwerte flr den Blutdruck unklar sind. Die Arbeitsgruppe um Ahn et al. definiert
Hypotension fur ihre Studie als einen mittleren arteriellen Blutdruck, der unter dem
GA in Wochen liegt. Sie schlagen jedoch auch den Grenzwert von 30 mmHg vor
(Ahn et al., 2012). Batton et al. fordern sogar, erst ab einem Blutdruck von 25
mmHg von Hypotension zu sprechen und bezeichnen einen Druck als hypotensiv,
der unterhalb der 5. Perzentile fur den Blutdruck liegt (Batton et al., 2013). An
anderer Stelle findet man in der Definition der Hypotension als Bedingung eine
zeitliche Dauer von mindestens 30 Minuten (Lightburn et al., 2013). Schwepcke et
al. fordern neben den von Ahn et al. aufgestellten Bedingungen den Erhalt von
Katecholaminen als Definitionskriterium (Schwepcke et al.,, 2013). In ihrer
aktuellen Studie beobachteten Faust et al., dass der von ihnen gewahlte
minMAP “*, definiert als niedrigster individueller mittlerer arterieller Druck (MAP)
innerhalb der ersten 24 Stunden, bei VLBW-Kindern < 29 SSW Werte aufwies, die
1-2 mmHg unter dem GA in Wochen lagen (Faust et al., 2015). Die Definition der
Hypotension, die sich am GA in Wochen orientiert, wirde also bei mehr als 50%
der Kinder unter einem GA von 29 SSW zur Diagnose einer arteriellen

Hypotension fuhren.

Die Ursachen eines Hypotonus beim Frihgeborenen findet man im veranderten
Kreislauf des Neugeborenen. Die Kombination aus Hypovolamie, myokardialer
Dysfunktion, abnormer peripherer Vasoregulation sowie einer absoluten und
relativen Insuffizienz der Nebenniere, die auf eine potentielle Downregulation der
adrenergen Rezeptoren zurlckzufuhren ist, tragt zu einem vom gereiften System
abweichenden Kreislauf bei (Noori und Seri, 2005). Risikofaktoren fur einen
niedrigen systolischen Blutfluss stellen ein niedriges GA, die Beatmung mit
erhdhtem mittleren Druck, ein groRer Durchmesser des Ductus arteriosus und
eine schlechte myokardiale Kontraktilitdt dar (Osborn, 2005).

Systemische  Hypoperfusion ist assoziiert mit erhdhter Mortalitat,
zerebrovaskularen Schaden und Stérungen auf neuronaler Ebene. Bei betroffenen
Frihgeborenen kann ein erhdhtes Auftreten von Intraventrikularer Hamorrhagie
(IVH), Periventrikularer Leukomalazie (PVL), Nekrotisierender Enterokolitis (NEC)

und Retinopathia Praematurorum (ROP) verzeichnet werden, wobei bisher keine



1 Einleitung

Ruckschlisse auf eine Kausalitat gezogen werden konnten (Gagliardi, 2013).
Kritisch ist v.a. die Endorganperfusion des Gehirns. Beim Frihgeborenen sind die
Endgebiete der langen und kurzen penetrierenden Gefalte noch nicht ausreichend
versorgt. Dies betrifft vorrangig die weil’e Substanz, in der der zerebrale Blutfluss
(CBF) folglich erniedrigt ist. In Kombination mit einer Autoregulationsstérung der
zerebralen Gefale ist die weille Substanz bei bestehendem niedrigen Blutdruck

besonders von Hypoxien betroffen (Azhan und Wong, 2012).

1.1.2 Antihypotensive Therapie bei FrUhgeborenen

Die beschriebene Assoziation von Hypotension mit erhdhter Mortalitat und
neuronalen Schaden fordert eine perfusionsgewahrleistende Therapie. Zunachst
wird bei zu niedrigem Blutdruck oft eine Volumentherapie eingeleitet, um die Gabe
von Inotropika als First-line-Therapie hinauszuzdégern. Auch wenn keine
Hypovolamie vorliegt, kann so der kardiale Output Uber den Frank-Starling-
Mechanismus gesteigert werden (Azhan und Wong, 2012). Dabei kommen v.a.
Kolloide und Kristalloide zum Einsatz. Allerdings diffundieren beide schnell aus
dem Intravasalraum. Wie lange der Effekt andauert, ist unklar. In einem
systematischen Review konnten Osborn und Evans kein verbessertes
Langzeitoutcome durch eine Volumentherapie feststellen (Osborn und Evans,
2004). 16 bis 52% der Fruhgeborenen mit Hypotension erhalten eine
Volumentherapie, wahrend bis zu 53% mit inotropen Medikamenten therapiert
werden (Azhan und Wong, 2012).

Unter den Inotropika zahlt Dopamin zu den am haufigsten verabreichten. Als
Noradrenalin-Vorlaufer  bewirkt es sympathomimetisch  Uber arterielle
Vasokonstriktion ~und  Erhdhung des Herzzeitvolumens (HZV) eine
Blutdrucksteigerung. Es sollte mit einer kleinen Dosis begonnen und dann
langsam auftitriert werden. 2,5 bis 20 ug/kg+ min~* sind meist ausreichend.
Dosen uber 20 pg/lg + min~* sollten vermieden werden, da in diesem Fall die -
vasokonstriktorische Komponente uUberwiegt, sodass das HZV sinkt (Azhan und
Wong, 2012). Deshalb wird Dopamin oft als Vasopressor anstatt als Inotropikum

bezeichnet (Cox und Groves, 2012). Nachteil dieses klassischen Vasopressors ist

10



1 Einleitung

jedoch eine pulmonal arterielle Drucksteigerung. In ihrer randomisierten
kontrollierten Studie stellten Rios und Kaiser deshalb Vasopressin dem Dopamin
in der Behandlung der Hypotension bei extremely low birth weight (ELBW)
Frihgeborenen (d.h. Frihgeborene mit einem Geburtsgewicht unter 1.000
Gramm) in den ersten 24 Stunden gegenuber. Vasopressin erwies sich dabei als
gute Alternative. Zwischen den beiden Vasopressoren zeigte sich kein
Unterschied im Effekt. Sowohl die Ansprechraten als auch die Zeit bis zum
Erreichen eines adaquaten MAP ergaben keinen Unterschied zwischen den
beiden Gruppen. Stattdessen war in der Gruppe der mit Vasopressin Behandelten
ein geringerer mittlerer CO , -Partialdruck messbar, der Surfactantbedarf war
deutlich geringer und es traten keine Tachykardien unter der Gabe auf. Dies lasst
sich mit dem pulmonal vasodilatatorischen bzw. dem fehlenden kardialen Effekt
des Vasopressins erklaren. Da dieser Studie jedoch nur eine kleine Fallzahl
zugrunde lag, sollten vor dem Aussprechen allgemeiner Handlungsempfehlungen

weitere Untersuchungen durchgefihrt werden (Rios und Kaiser, 2015).

Dem Dopamin chemisch ahnlich ist das synthetische Isoprenalin-Analogon
Dobutamin. Ebenfalls dosisabhangig wirkt es relativ selektiv auf [i1-Rezeptoren: in
einer Dosis von 5 bis 10 pg/kg+min~t v.a. im linken Ventrikel und ab
10 pg/kg + min~! in der Vena cava superior (Azhan und Wong, 2012). Dobutamin
hat sowohl einen positiv inotropen als auch einen vasodilatatorischen Effekt (Cox
und Groves, 2012). Es ist nicht so wirksam wie Dopamin, halt jedoch den Auswurf
des linken Ventrikels erfolgreicher aufrecht. Ab einem dopplergemessenen
Superior Vena Cava Flow (SVC) von unter 41 ml/kg + min~- schlagen Azhan und

Wong den bevorzugten Einsatz von Dobutamin vor (Azhan und Wong, 2012).

Auch Adrenalin findet Anwendung in der antihypotensiven Therapie bei
Frihgeborenen. Adrenalin bindet an «t1—, 1 — sowie [3Z-Rezeptoren. Es hat einen
vergleichbaren Einfluss auf den Anstieg des systemischen MAP wie Dopamin und
wirkt zudem noch intensiver positiv chronotrop. Jedoch kommt es unter der
Adrenalintherapie Uber die Wirkung an den [iZ-Rezeptoren zu transitorischen
Anstiegen von Lactat, Blutzucker und Insulin, weshalb es in der Regel nur

verwendet wird, wenn Dopamin und Dobutamin den Blutdruck nicht ausreichend
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stabilisieren (Azhan und Wong, 2012). Zudem ist es am Frihgeborenen genauso

wie Noradrenalin noch nicht ausreichend untersucht (Cox und Groves, 2012).

40% der Fruhgeborenen reagieren nicht auf Inotropika (Osborn, 2005). Eine
Erklarung bietet die Tatsache, dass unreife Kinder eine
Nebennierenrindeninsuffizienz aufweisen und die kardiovaskularen adrenergen
Rezeptoren downreguliert sind. In diesem Fall kommen Kortikosteroide zum
Einsatz. Sie erhdhen kardiovaskular die intrazellulare Kalziumkonzentration,
sodass infolgedessen die Kontraktilitat der kardialen und vaskularen Muskelzellen
steigt. Es resultiert ein Enhancement der adrenergen und dopaminergen Antwort
auf die Katecholamine. Parallel zur Gabe von niedrigdosiertem Hydrokortison
soliten die Vasopressoren jedoch in den folgenden 24 bis 72 Stunden in ihrer
Dosis gesenkt werden. Im Gegensatz zu Dexamethason werden unter
Hydrokortisongabe keine Stérungen der =zerebralen oder der sonstigen
neurologischen Entwicklung beobachtet. Allerdings sollte es nicht zusammen mit
Indomethacin verabreicht werden, da es darunter vermehrt zu intestinalen

Perforationen kommen kann (Azhan und Wong, 2012).

Welches Therapieschema angewendet wird, divergiert stark zwischen den
neonatalen Intensivstationen. Ob Uberhaupt eine Therapie bei niedrigen
Blutdruckwerten eingeleitet wird, schwankt je nach behandelnder Intensivstation
zwischen 29 und 98% (Ahn et al., 2012).

1.2 Fragestellung der Arbeit

Ausgangspunkt dieser Arbeit stellten die Ergebnisse von Faust et al. dar. Sie
erkannten im Rahmen einer retrospektiven Kohortenstudie an 4.907
frihgeborenen VLBW-Kindern den minMAP ** als unabhangigen Risikofaktor flr
IVH, Bronchopulmonale Dysplasie (BPD) und Mortalitat (Faust et al., 2015). Diese
Ergebnisse und das haufige Auftreten von Hypotension bei Friuhgeborenen geben
Anlass, nach den Ursachen zu forschen. Zum einen kann man ausldsende

Faktoren im Umfeld des Neugeborenen suchen. Uns interessierte jedoch, ob eine
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genetische Komponente zu niedrigen Blutdruckwerten am ersten Lebenstag
pradisponiert. Als Surrogatparameter fur den Blutdruck fiel die Entscheidung
zugunsten der ,Katecholamintherapie®. Dieser Parameter ist zurzeit europaweit
von grolRem Interesse. Auf der Suche nach protektiven Medikamenten zur
Verhinderung von IVH u.a. Folgeerscheinungen der Hypotonie bei Friihgeborenen
wurden grol3e randomisierte kontrollierte Studien initiiert.

Unterteilt wurden die Frihgeborenen in zwei Gruppen: Katecholamintherapie
~JA/NEIN®. Die beiden Gruppen wurden einander gegenubergestellt und mit Hilfe
einer logistischen Regression mit Adjustierung nach dem GA auf Genomebene

ausgewertet. Folgende Fragestellungen wurden beleuchtet:

. Gibt es eine genetische Komponente in der Entstehung von Hypotension

bei Frihgeborenen am ersten Lebenstag?
. Kénnen in einer genomweiten Assoziationsstudie (GWAS) genetische
Faktoren gefunden werden, die mit der Katecholamintherapie assoziiert

sind?

. Koénnen die gefundenen Assoziationen in einer unabhangigen Kohorte

repliziert werden?

13
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2 Material und Methoden

2.1 Die GNN-Studie

Im Rahmen des ,German Neonatal Network - Deutschen Friuhgeborenen
Netzwerks® werden seit Januar 2009 deutschlandweit in 54 Kliniken prospektiv
klinische Daten von Frihgeborenen mit einem Geburtsgewicht unter 1.500 Gramm
erhoben. Einschlusskriterien sind neben dem niedrigen Geburtsgewicht ein GA <
36+6 SSW. Ausgeschlossen werden aus einer anderen Kinderklinik verlegte
Kinder.

Ziel der Studie ist es, genetische, klinische und soziale Faktoren zu identifizieren,
die zur Entstehung bestimmter Krankheiten bei Frihgeborenen flhren, um
prophylaktisch handeln zu kdnnen. Dazu werden u.a. klinische Informationen Uber
Sauerstoffbedarf, Applikation  von Katecholaminen, Surfactant  und
Steroidhormonen sowie zum Auftreten von BPD, Sepsis und IVH gesammelt.

Die Daten werden zum einen direkt nach der Geburt sowie nach Entlassung bzw.
Verlegung des Kindes von den behandelnden Neonatologen in den
Studienzentren erhoben. Dabei werden praklinische Daten, therapeutische
Interventionen und Vorkommnisse im Laufe des klinischen Aufenthaltes abgefragt.
Mithilfe einer Schulung der dafiir verantwortlichen Arzte durch die Studienzentrale
bei Einschluss in die Studie wird ein korrektes Ausfullen sichergestellt. Zum
anderen werden die Eltern gebeten sowohl wahrend des stationaren Aufenthaltes
als auch ab dem ersten Lebensjahr im jahrlichen Abstand bis zum vierten
Lebensjahr sowie zur FUnfjahresuntersuchung den ,KiGGS-Elternfragebogen®
auszuflllen. Dieser Fragebogen wurde bereits in der vom Robert-Koch-Institut
durchgefuhrten KiGGS-Studie von Eltern von Uber 17.000 Kindern ausgefullt. Er
enthalt Fragen zu sozialem Umfeld, Erndhrung und Gesundheitsverhalten. Im
Rahmen der KiGGS-Studie wurde eine reprasentative Stichprobe von reif
geborenen Kindern im Alter von 0 bis 17 Jahren untersucht und mittels
Fragebogen befragt. Diese 2007 publizierte Studie ermdglicht es uns, auf

Vergleichsdaten und Messinstrumente zurtckzugreifen.
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Zudem werden die in die GNN-Studie eingeschlossenen Kinder im Alter von funf
Jahren durch Personal der Lubecker Studienzentrale nachuntersucht.

Zum Einschluss in die Studie muss der durch die Eltern ausgefullte
Einverstandnisbogen vorliegen. Zuvor werden sie ausfuhrlich madndlich und
schriftlich Uber den Ablauf der Studie aufgeklart.

Die in den Studienzentren erhobenen Daten werden in jahrlichem Abstand von
Mitarbeitern der Studienzentrale vor Ort anhand der Patientenakten Uberprift.
Auch von Frihgeborenen, die die Einschlusskriterien zwar erflllen, aber nicht in
die Studie eingeschlossen sind, werden anonymisiert ausgewahlte Parameter
erhoben und ausgewertet.

Zur Wahrung des Datenschutzes werden personenbezogene und klinische Daten
in zwei Datenbanken getrennt voneinander gespeichert. Die klinischen Daten
liegen pseudonymisiert vor. Eine Verknlpfung erfolgt lediglich Uber eine
Identifikationsnummer. Die Eingabe wird computergestutzt doppelt kontrolliert.
Zusatzlich werden der Studienzentrale nach der Geburt jeweils zwei
Mundschleimhautabstriche vom Neugeborenen und seiner Mutter sowie ein
kurzes Stuck gefrorene Nabelschnur auf -20°C gekuhlt zugesandt. Wahrend die
Fragebogen der Erfassung von praklinischen und klinischen Faktoren dienen,
kann mit Hilfe der Abstriche und der Nabelschnur und der daraus isolierten

Desoxyribonukleinsaure (DNS) die genetische Ebene untersucht werden.

Das Ethikvotum sowohl der Studienzentrale Universitat zu Lubeck als auch der
einzelnen teilnehmenden Kliniken liegt vor (Aktenzeichen der Ethikkommission
Libeck 08-022, Datum des Ethikvotums: 27.06.2008).

2.2 DNS-Isolierung

Grundsatzlich dienten die Nabelschnire als bevorzugtes Probenmaterial, da die
darin enthaltene DNS hoher konzentriert vorlag. Nur bei fehlendem
Nabelschnurrest wurde DNS aus dem Mundschleimhautabstrich isoliert. Allerdings
war das Isolationsverfahren aus den Mundschleimhautabstrichen deutlich weniger
zeitintensiv, sodass von Kindern, die in den Jahren 2012 und 2013 in die Studie

eingeschlossen wurden, die DNS lediglich aus den Mundschleimhautabstrichen
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isoliert wurde. Wahrend die DNS aus den eingesandten
Mundschleimhautabstrichen mittels QIAamp®DNA Mini Kit isoliert wurde, wurde
zur Isolation aus den Nabelschnurproben Gentra® Puregene® Tissue Kit der
Firma QIAGEN verwendet. Ersteres Verfahren beruhte auf einer Kieselsaure-
Membran-Adsorption. Daflr wurden zunachst aus dem Abstrich-Tupfer mit Hilfe
einer Protease die Proteine denaturiert. Durch Zugabe von Ethanol als
Lésungsmittel wurde die erhaltene DNS in Losung gebracht. Diese Losung wurde
dann wiederholt auf einen Filter, der sich in einem Zentrifugationsréhrchen befand,
gegeben und zentrifugiert. Wahrend das Filtrat verworfen wurde, blieb die DNS in
den Filtern zurick. Es folgten mehrere Waschschritte. Im Anschluss wurde die
DNS aus den Filtern geldst und in Lésung gebracht. Das Verfahren wurde auf die
vom Hersteller empfohlene Art und Weise durchgefuhrt.

Die Isolierung der DNS aus den Nabelschnuren dagegen bestand aus mehreren
Reinigungsschritten mit RNAse, Proteinase und einer Protein Precipitation
Solution. Dabei kam es zur Ausfallung eines Protein-Pellets, das verworfen wurde.
Zuruck blieb die DNS, die in Isopropanolol ausgefallt wurde. Im Folgenden erfolgte
ein Waschschritt mit Ethanol und nach Trocknung wurde die DNS durch Zugabe
von DNS Hydration Solution in Lésung gebracht. Unser Protokoll folgte dabei nicht
vollstandig den Vorgaben der Firma QIAGEN (siehe Anhang 1).

Im Rahmen der DNS-Konzentrationsmessung wurde von der aus
Nabelschnurproben isolierten DNS eine DNS-Konzentration von 50-70 ng/pl
eingestellt. Bei der aus Mundschleimhautabstrichen isolierten DNS entfiel dieser
Schritt, da hier nicht die Gefahr der zu hohen Konzentration bestand. Die isolierte
DNS wurde spater zum einen fur die GWAS und zum anderen fur die

darauffolgende Replikation verwendet.

2.3 Ablauf einer Genomweiten Assoziationsstudie (GWAS)

Im Hinblick auf den Surrogatparameter ,Katecholamintherapie“ konnten nun in
GWAS gemeinsame genetische Varianten im gesamten menschlichen Genom
untersucht werden. Gemeinsame genetische Varianten bzw. Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) sind in der Bevodlkerung etablierte Mutationen, die sich in

der Substitution von einer Base unterscheiden. SNPs machen rund 90% der
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Variationen im Genom aus (Edwards et al., 2013). Die National Institutes of Health
(NIH) definieren die GWAS als eine Studie mit dem Ziel, genetische Assoziationen
mit einem bestimmten Phanotyp aufzudecken (Ziegler und Konig, 2010). Dazu
wird ohne vorbestehende a priori Hypothese in Bezug auf eine mogliche
Lokalisation das gesamte menschliche Genom systematisch auf das Vorliegen
von genetischen Assoziationen untersucht. GWAS beruhen auf zwei Annahmen:
Man geht zum einen davon aus, dass der Groldteil der Risikogene auf einer
Uberschaubaren Anzahl von Krankheitsloci mit haufigen Varianten liegt. Zum
anderen sind nach dem Konzept der indirekten Assoziation einzelne SNPs nicht
direkt ursachlich fir eine Krankheit. Vielmehr missen sie nur in der Nahe
funktioneller Varianten liegen. Dies wird durch das Phanomen des Linkage
Disequilibrium bzw. Kopplungsungleichgewicht (LD) erklart, das davon ausgeht,
dass das Genom in Blocke untergliedert ist, die mehrere Gene beinhalten bzw.
groliere Bereiche umfassen und Uber Kopplung Uberzufallig oft zusammen vererbt
werden. Eine funktionelle Variante kann ein SNP sein, aber auch bei Inversionen,
Insertionen, Deletionen oder Copy Number Variation (CNV) spricht man von einer
funktionellen Variante.

In den letzten Jahren kam es zu einer starken Zunahme in der Anwendung von
GWAS. Grunde  hierfir waren die EinfUhrung  microarraybasierter
Genotypisierungssysteme zu niedrigeren Preisen, Informationen aus dem
HapMap-Projekt zur Auswahl von SNPs sowie eine grof3e Zahl von Fall-Kontroll-
Studien mit adaquater Power (Ziegler und Konig, 2010). Mittlerweile gilt es als
Standardmethode, um die genetische Basis komplexer Krankheiten zu
untersuchen (Heldler, 2013). Sie erlauben die Genotypisierung von mehr als einer
Millionen SNPs im gleichzeitigen Vergleich tausender Proben. Voraussetzung fur
eine erfolgreiche Analyse ist eine ausreichende Dichte genetischer Marker, ein
ausreichend hohes LD sowie eine hohe Probenzahl fur eine suffiziente Power.
Nach Auswahl eines geeigneten DNS-Chips (kommerziell oder konzipiert) wird die
isolierte DNS auf die Chips hybridisiert. Im Rahmen der Analyse erfolgt das
Genotype Calling. Dabei werden nach einer Bildanalyse der Chips
Intensitatsdaten generiert. Mithilfe von Algorithmen erfolgt dann eine Zuordnung

der Genotypen zu den Individuen.
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2.3.1 Qualitatskontrollen einer GWAS

Die darauffolgenden Qualitatskontrollen dienen durch Ausschluss falsch-positiver
SNPs neben dem Erhalt valider Ergebnisse der Kostenreduktion in den
Replikationsstudien. Sie beinhalten auf Probenebene die Frequenz fehlender
Werte pro Probe, die Heterozygotenfrequenz, den Test auf kryptische
Verwandtschaft (identity-by-descent) sowie eine Populationsstratifizierung mittels
Hauptkomponentenanalyse (PCA). Der gefundene SNP wird entsprechend auf die
Frequenz fehlender Werte pro SNP (miF; Missing Frequency), das Hardy-
Weinberg-Equilibrium (HWE) und die Minor Allele Frequency (MAF) sowie die
korrekte Strangkodierung untersucht (Ziegler und Konig, 2010). Je nach interner
Weiterverarbeitung der Daten werden individuelle Kriterien ausgewahlt. Ziel ist es,
SNPs mit adaquater Qualitat zu erhalten (Hel3ler, 2013).

In Bezug auf das Signifikanzniveau unterscheidet man zwei mogliche Fehler. Der
i-Fehler, auch Fehler 1. Art, beschreibt die falschliche Entscheidung zugunsten
der Alternativhypothese H, (in unserem Fall, dass es keine genetische
Komponente in der Entstehung von Hypotension bei Frihgeborenen am ersten
Lebenstag gibt). Er entspricht dem gewahlten Signifikanzniveau (hier das lokale
Signifikanzniveau 5 10°% fir die Analyse der GWA). Wird die Entscheidung
falschlicherweise zugunsten der Nullhypothese H, (es gibt eine genetische
Komponente in der Entstehung von Hypotension bei Frihgeborenen am ersten
Lebenstag) getroffen, liegt ein Fehler 2. Art (&-Fehler) vor. Aus diesem Wert ergibt
sich die Power (=1- 1), die im Rahmen der Qualitatskontrolle einer Studie
berechnet wird. Sie gibt die statistische Trennscharfe an. Angestrebt wird eine
Power von 80%, die als Idealmald gilt. Die Power hangt zum einen von der
Fallzahl und vom gewahlten Alpha-Fehler ab. Je kleiner dieser gewahlt ist, desto
schwieriger ist es, eine hohe Power zu gewahrleisten. Zum anderen spielen

Effektstarke und Varianz der Verteilung in Fall- und Kontrollgruppe eine Rolle.

2.3.2 Imputation

Ein weit verbreiteter Weiterverarbeitungsschritt nach Erhalt der SNPs stellt die

Imputation fehlender Genotypen dar (Howie et al., 2009). Die eigenen Daten
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werden mit zusatzlichen Informationen angereichert. Dabei geht man davon aus,
dass nicht genotypisierte SNPs aus benachbarten genotypisierten SNPs, mit
denen sie im LD stehen, hergeleitet werden kdnnen. Theoretisch kann diese
Nachbarschaft auf alle SNPs, die auf demselben Chromosom liegen, bezogen
werden. Jedoch sinkt der Einfluss eines spezifischen SNPs mit steigender
Distanz. Deshalb definiert man ein Fenster, in dem der genotypisierte SNP zur
Anwendung kommt. Zunachst werden die Haplotypen der genotypisierten SNPs
geschatzt. Unter Haplotypen versteht man die Allelkonfiguration der homologen
Chromosomen fur jede Person. Diese werden mit entsprechenden Haplotypen aus
der Referenzdatenbank verglichen und die fehlenden Genotypen der GWAS, die
mit den Haplotypen aus der Referenzdatenbank Ubereinstimmen, werden
imputiert. Diese Art fehlende SNPs nachtraglich einzufugen, kann genutzt werden,
wenn sich in einer Qualitatskontrolle Genotypen bei einigen Probanden als nicht
valide herausgestellt haben und die reduzierte Menge fur signifikante Ergebnisse
nicht ausreichend ist oder wenn mehrere SNPs die Qualitatskontrolle nicht
bestanden haben. Es resultiert eine Feinkartierung der Chromosomen mit einer
héheren Auflosung der Genloci. Dies schafft die Grundlage fur weitere Analysen
wie z.B. einer Metaanalyse.

Wichtig ist es, die bestehende Unsicherheit der Imputationsergebnisse mit
einzubeziehen. Zu diesem Zweck bieten die meisten Imputationsmethoden Post-
Wahrscheinlichkeiten fur imputierte Genotypen. Zusatzlich sollten die imputierten
Genotypen durch separate Genotypisierung der Probe bestatigt werden.
Grundsatzlich ist der Erfolg der Imputation abhangig von der MAF, dem LD und
der Anzahl fehlender SNPs. Ein starkeres LD fuhrt zu besseren Ergebnissen
(moderates LD D"=0,7 ist ausreichend) und je weniger SNPs fehlen, desto héher
ist die Genauigkeit. Zudem sollte die Referenzplatte adaquat auf die untersuchten
Ethnien abgestimmt sein (Clarke et al., 2007).

Sowohl die direkt genotypisierten als auch die imputierten SNPs durchlaufen im
Folgenden die ,high level analysis®, die eine Replikation sowie ein Ableiten der

Konsequenzen fur die Bevolkerung beinhaltet.

19



2 Material und Methoden

2.3.3 Analyse der GWAS und Auswertung der Ergebnisse

Die Auswertung der Ergebnisse einer GWAS beginnt mit einer logistischen
Regression. Sie dient der Ermittlung von p- und &-Werten, um aus Letzteren
mittels 2" =OR die Odds Ratio (OR) zu berechnen. Ziel ist es, einen signifikanten
Unterschied in der Verteilung der Genotypen zwischen Fallen und Kontrollen zu
finden.

Jeder SNP wird separat auf eine Assoziation mit dem untersuchten Phanotyp
getestet. Da die Untersuchung von mehreren Millionen SNPs bei tausenden
Proben ein manuelles Vorgehen bei der Ergebnisauswertung jedes einzelnen
SNPs ausschlief3t, bedient man sich einer Darstellung der Ergebnisse im Konfetti-
bzw. Manhattan-Plot. Dieser prasentiert die p-Werte aller genotypisierten und
imputierten SNPs auf einer logarithmischen Skala nach Chromosom- und
Basenpaarposition geordnet. Durch diese Art der Darstellung erhalt man einen
schnellen Uberblick (iber eventuell signifikante SNPs. Als Schwellenwert fir die
statistische Signifikanz wirde das ubliche globale Signifikanzniveau von 5%
jedoch zu vielen falsch-positiven Ergebnissen fuhren. Deshalb ist eine Korrektur
des multiplen Testens notwendig. Die Bonferroni-Korrektur ergibt bei einer
Millionen analysierten SNPs und einem globalen Niveau von 0,05 ein lokales
Signifikanzniveau von 5 107%. Werden in der GWAS noch mehr als diese eine
Millionen SNPs untersucht, wird kein niedrigeres Signifikanzniveau angenommen.
Vielmehr geht man aufgrund der bestehenden festen Anzahl der im LD stehenden
Blocke von einer naturlichen unteren Schwelle des Signifikanzniveaus aus. Aus
der grafischen Darstellung im Manhattan-Plot kann eine Liste von ,Top Hits“ mit
den signifikanten SNPs, die die niedrigsten p-Werte aufweisen, erstellt werden.

Diese werden im Folgenden dann repliziert.

2.3.4 Genomweite Assoziation der GNN-Fruhgeborenen zum
Endpunkt ,Katecholamintherapie®

Zur Untersuchung wurden insgesamt 2.787 DNS-Proben sowohl von Betroffenen
— in unserem Fall von Frihgeborenen, die eine Katecholamintherapie bekommen
hatten — als auch von gesunden Fruhgeborenen in das von Prof. Nirnberg

geleitete Cologne Center for Genomics der Universitat zu Koéln verschickt. Um
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Bias durch Duplikate bzw. kryptische Verwandtschaft zu vermeiden, wurde bei
Mehrlingen jeweils nur ein Geschwisterkind eingeschlossen. Ein weiteres
Ausschlusskriterium war eine nicht deutsche Herkunft, um Verzerrungen durch
geografische und populationsspezifische Unterschiede im Genom zu minimieren.
Nach weiteren  Qualitatskontrollen, die u.a. die Bestimmung der
Heterozygotenfrequenz sowie eine PCA umfassten, blieb eine Fallzahl von 2.257,
die der GWAS zugefuhrt werden konnte.

Mehr als 570.000 SNPs wurden mit dem Axiom™ Genome-Wide CEU 1 Array
genotypisiert und mittels Imputation auf ca. sieben Millionen SNPs angereichert.
Da fur ihren Nachweis nur kurze Fragmente repliziert werden mussten, war dies
technisch sehr gut umsetzbar und auch fur eine umfassende Untersuchung des
gesamten Genoms bei vielen Proben geeignet. Unterschied sich die Kohorte mit
der Merkmalsauspragung ,Katecholamintherapie ist erfolgt® in der
Genotypverteilung eines bestimmten SNPs im Vergleich zur Kontrollgruppe, die
keine Katecholamintherapie bekommen hatte, signifikant, war dieser SNP mit der
Katecholamintherapie assoziiert. Eine Assoziation liel3 keinerlei Ruckschlisse auf
einen kausalen Zusammenhang zu, schloss ihn jedoch auch nicht aus.

Die Imputation erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. rer. nat. Preuf® aus dem Institut
fur medizinische Biometrie und Statistik der Universitat zu Libeck. Es kam das
1,000 Genomes — Phase | integrated variant set release (v3) in NCBI build 37
(hg19) coordinates zum Einsatz. Fur die im Anschluss durchgeflhrte logistische

Regression wurde SNPTEST verwendet. Adjustiert wurde dabei mit dem GA.

2.4 GWAS3D

GWAS3D ist ein online verfugbares Programm, das mit Hilfe des GWAS3D-
Algorithmus nicht codierende Varianten darstellt, die regulatorische Elemente
beeinflussen kénnen (Li et al., 2013). Es berechnet die Wahrscheinlichkeit fur die
genetische Variation regulatorischer Pfade sowie darauf basierender
Krankheitsassoziationen. Ziel ist es, die wahrscheinlichsten Varianten zu finden,
die Regulationsmechanismen beeinflussen. Der Schwerpunkt liegt auf den
malfdgeblichen Varianten (nach GWAS3D). Genetische Varianten in den

regulatorischen Regionen wie Enhancern und Promotoren sind wichtig zum
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Verstandnis molekularer Mechanismen komplexer Zusammenhange. Aktuelle
Studien zeigten, dass in GWAS aufgedeckte genetische Varianten zu rund 88%
aullerhalb codierender Regionen liegen (Hindorff et al., 2009). Stattdessen liegen
sie in den sogenannten intergenischen Regionen (Introns) (Edwards et al., 2013).
Diese nicht codierenden genetischen Varianten sind deutlich schwerer zu
interpretieren als die Protein-codierenden Varianten. Die Antwort auf die Frage
nach der molekularen Funktion der genetischen Varianten in den nicht
codierenden Regionen ist zurzeit von groRem Interesse. Denn Fortschritte im
Verstandnis der genetischen Grundlagen konnen in der Entwicklung
prognostischer, praventiver und therapeutischer Malinahmen resultieren. Nicht
codierende genetische Varianten sind in der Lage, viele biologische Aktivitaten zu
beeinflussen: Transkription, Splicing, posttranskriptionale Regulation, Initiation
bzw. Elongation der Translation sowie posttranslationale Modifikation. Es konnte
wiederholt gezeigt werden, dass Mutationen in den distalen regulatorischen
Elementen (z.B. Enhancern) zu Stérungen in den Bindungsstellen fur die
Transkriptionsfaktoren fuhrten (Li et al., 2013). Die Entwicklung spezieller SNPs
zur Untersuchung des Effekts genetischer Variationen auf die Bindungsaffinitat ist

ein neuer Ansatz in diesem Bereich (Teng et al., 2012).

Die Berechnung basierte auf den Ergebnissen der mit den GNN-Daten
durchgefuhrten GWAS bzw. Listen von Varianten. Mit Hilfe von Daten uber
Chromatinbeschaffenheit, epigenetische Modifikationen, Sequenzmotive und
konservative Informationen erfolgte eine Anreicherung der Daten. Erganzend
wurde auf genomweite Chromosomen-Interaktionsdaten zurtckgegriffen. Die
genetischen Varianten wurden mittels regulatorischer Regionen in Bezug auf das
Referenzgenom kartiert. Daraufhin konnten Veranderungen der Bindungsaffinitat
in den regulatorischen Faktoren evaluiert werden. Dazu wurde auf die Map der
Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE) (The ENCODE Project Consortium,
2012) zurtckgegriffen. SchlieBlich erfolgte die Kombination mit den originalen
GWAS-Daten mit anschlieender Priorisierung. Die Ergebnisse wurden mithilfe
eines Circleplots anschaulich dargestellt. Da die Auswertung webbasiert ist, wird
die Verwendung der aktuellsten Informationen gewahrleistet (Li et al., 2013).

Die GWAS3D-Analyse bietet eine Moglichkeit, auf SNPs aufmerksam zu werden,

die in der eigenen GWAS nicht zu den ,, Top Hits" zahlen, jedoch unter Umstanden
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unter Einbeziehung von Informationen Uber deren Interaktion mit regulatorischen

Einheiten mit phanotypischem Outcome assoziiert sein kdnnen.

2.5 Replikation der SNPs

Um falsch-positive Ergebnisse auszuschliefen und das in der GWAS gefundene
Ergebnis in einer anderen Kohorte zu bestatigen, wurden die im Rahmen der
GWAS-Analyse des GNN-Projektes gefundenen SNPs in Liubeck repliziert. Dabei
handelt es sich um ein einheitliches Vorgehen zur Bestatigung der gefundenen
Ergebnisse einer Assoziation (Clarke et al., 2007). Unter Replikation versteht man
die wiederholte Assoziation unter identischen Bedingungen in jedoch
unabhangigen Proben (Clarke et al.,, 2007). Igl et al. betonen in ihrer
Gegenuberstellung zur Methode der Validierung die Notwendigkeit, dass im Falle
einer Replikation sowohl die Original- als auch die Bestatigungsprobe aus der
gleichen Population stammen und das Studiendesign identisch sein muss. So
konnen systematische Unterschiede auf ein Minimum reduziert werden und
weiterhin bestehende Unterschiede lassen sich ausschlieBlich auf zufallige Fehler
zuruckfuhren. Letztere sinken mit zunehmender Probenzahl (Igl et al., 2009). Igl et
al. begrinden die Notwendigkeit einer Replikation mit dem ,jackpot effect® bzw.
2winner's curse®. Diese beschreiben das Phanomen, dass auch im Falle wahrer
Assoziation der Effekt der initialen Studie, die von der Assoziation berichtet, im
Vergleich zum Effekt nachfolgender Studien Uberschatzt wird (Ziegler und Konig,
2010).

Die Replikation gefundener Assoziationen ist jedoch selten erfolgreich (Colhoun et
al., 2003). Stattdessen werden meist nur abweichende Varianten gefunden. Oft
wird es deshalb bereits als eine ausreichende Bestatigung gesehen, wenn die
assoziierten SNPs im gleichen Gen bzw. in der Region des urspringlich
identifizierten Polymorphismus liegen. Daraus ergeben sich zwei mdgliche Marker-
Selektions-Strategien, die zurzeit beide zum Einsatz kommen. Im exakten Ansatz
werden nur original signifikante Marker verwendet wahrend im Ansatz der lokalen
Annahrung auch in der Umgebung bindende Marker — sogenannte Proxy-SNPs -
benutzt werden. Letzteres Verfahren ist nur in Regionen mit einem hohen LD

zwischen den Markern maoglich. Clarke et al. sprechen an dieser Stelle von einem
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Hybrid-Design: ein mdgliches Vorgehen, bei dem neben der exakten Replikation
additiv eine lokale Replikation durchgefuhrt wird (Clarke et al., 2007). Als mogliche
Ursachen fur das haufige Scheitern der Bestatigung im Rahmen einer Replikation
diskutieren Colhoun et al. u.a. eine variierende gemessene Assoziation zwischen
den untersuchten Populationen. In diesem Zusammenhang fuhren sie jedoch an,
dass bekannte Allele, die zu bestimmten Krankheiten fuhren, keine grofl3en
Variationen zwischen ahnlichen Populationen zeigen durften, da die
standardisierte Varianz der Allelfrequenz innerhalb von Subpopulationen der
europadischen Verwandtschaft < 0,01 betragt. Dies ist auf die lange Halbwertszeit
fur verbreitete Krankheiten zurlckzufihren: Seit langer Zeit haben fast alle
Bevolkerungsgruppen einen im Groben gleichen Allelbestand. In Kohorten mit
ahnlichem genetischen Hintergrund sowie ahnlichen Krankheitsraten ist eine
Heterogenitat folglich v.a. Gen-Umwelt-Interaktionen zuzuschreiben. Vielmehr
sieht die Arbeitsgruppe Ursachen des Scheiterns im Studiendesign. Durch
fehlende Power kommt es zu falsch-negativen Ergebnissen, wahrend falsch-
positive Ergebnisse zum einen zufallig entstehen und zum anderen oft nur
signifikante Ergebnisse nach multiplen Testens publiziert werden und somit die
Zahl potentieller assoziativer Loci drastisch reduziert wird. Diese Fehlerquellen
sind jedoch korrigierbar (Colhoun et al., 2003). Ziegler und Konig sehen als
mogliche Ursache dafur, dass sich eine Effektschatzung aus einer GWAS als
schwierig erweist, die Tatsache, dass die entdeckten Allele nur Surrogate fur
kausale Varianten darstellen. Daraus resultiert, dass die Effekte der Assoziation
nicht die direkten klinischen Effekte des genetischen Pfades widerspiegeln
(Ziegler und Konig, 2010). Pei et al. beschreiben mit < 0,19% einen nur kleinen
Einfluss der genetischen Varianten auf die phanotypische Variation mit einer in der
Folge fehlenden Heritabilitat (Pei et al., 2014). Um dennoch kleine genetische
Effekte aufdecken zu koénnen, bietet die Kombination mit der Technik der
Metaanalyse eine Ldsung. Infolgedessen kommt es zu einem Anstieg der Power
(Evangelou et al., 2007).
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2.5.1 Replikation der SNPs der GWAS

Es fand eine Replikation der genetischen Marker mit allen in der GNN-Studie
eingeschlossenen Fruhgeborenen statt, wobei die Schnittmenge derjenigen
Frihgeborenen, die bereits in der GWAS analysiert wurden, ausgeschlossen
wurde, um eine unabhangige Kohorte zu bilden. Zusatzlich wurden die Kinder der
Neo-Studie in die Kohorte mit eingeschlossen. Dabei handelt es sich um die GNN-
Vorlauferstudie, die im Zeitraum von 2003 bis 2008 mit dem gleichen
Studiendesign durchgefuhrt wurde. Der einzige Unterschied zwischen beiden
Studien war das fehlende Follow-Up der Neo-Studie. Insgesamt ergab sich eine
Probandenzahl von 7.534 Frihgeborenen fur die Replikation.

Dazu wurde auf die bereits beschriebene isoliete DNS der Friuhgeborenen
zuruckgegriffen, die zunachst nach Pipettierschema auf Mega Block 96 Well-
Platten (Sarstedt, Nurnbrecht) und anschlieBend mit der Achtkanalpipette
Eppendorf® Xplorer (Eppendorf® Hamburg) auf 384-PCR-Platten Vollrand
(Sarstedt) pipettiert wurde. Jedes Well enthielt nun genau 5 ng DNS genau eines
Kindes in luftgetrockneter Form. Von aus Nabelschnur isolierter DNS wurde 1yl
(Konzentration 5 ng/pl) vorgelegt, wahrend von der weniger konzentrierten DNS
aus den Mundschleimhautabstrichen 2pl verwendet wurde. Zu dieser DNS wurden
im Folgenden der TagMan® Genotyping Master Mix (Applied Biosystems, Foster
City, CA), Ampuwa® Fresenius Kabi (Bad Homburg) sowie der farblich markierte
SNP (Applied Biosystems) pipettiert (siehe Tabelle 1). Dafir wurde die
Eppendorf® Multipette-stream mit Combitips advanced 0,1 ml sowie Eppendorf®
reference Pipetten (Eppendorf® Hamburg) verwendet. AnschlieBend wurden die
Platten mit Sealing Tape (optically clear, Sarstedt) luftdicht verschlossen, mittels
Vortex gemischt (IKA® Vortex Genius 3) und zentrifugiert (Rotanta 46 RSC,
Hettich Zentrifugen). Im TagMan HT 7900 Applied Biosystems wurde dann die
Polymerase Kettenreaktion (PCR) gestartet (siehe Tabelle 2). Dabei handelte es
sich um eine fluoreszenzbasierte PCR (siehe Anhang 2, Abbildung 4). Der zur
PCR verwendete SNP war dazu zum einen am 5°-Ende mit einem fluoreszenten
Farbstoff, dem Reporter, und zum anderen am 3’-Ende mit einem Quencher
(Rhodamin-Derivat) markiert. Als Reporter fungierten die Farbstoffe VIC und FAM
(6-Carboxy-Fluorescein). Durch die raumliche Nahe konnte der Quencher mittels

Fluoreszenz-Energietransfers (FET) das Fluoreszieren des Reporters
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2 Material und Methoden

unterdricken. Band jedoch der SNP bei passender Sequenz an die Proben-DNS,
wurde der Quencher durch die Tag-DNA-Polymerase verdrangt, wenn diese im
Rahmen der Extension des neuen Doppelstranges an die Bindungsstelle kam.
Dabei bildete sich eine Y-formige Sekundarstruktur, die die Exonukleasefunktion
der Tag-Polymerase aktivierte. Durch die Hydrolyse des SNPs war die raumliche
Nahe von Reporter und Quencher nicht mehr gegeben, der
fluoreszenzunterdrickende FET des Quenchers entfiel und der am 5°-Ende des
SNPs gebundene Reporter konnte durch eine entsprechende spezifische
Wellenlange  zur  Fluroreszenz  angeregt werden (FAM 518 nm
Emissionsfrequenz). Durch die Auswahl eines geeigneten Primer-Probenpaares,
von dem der eine Primer an den Wildtyp und der andere an die Mutation band,
war gewahrleistet, dass das Fluoreszenzsignal bei homozygoten Merkmalstragern
nur bei einer Wellenlange auftrat, wahrend heterozygote Merkmalstrager
Ausschlage in zwei Wellenlangenbereichen hatten. So liel sich direkt ablesen, ob
der untersuchte SNP bei einem Individuum vorlag.

Die allelische Diskriminierung mittels Cluster Plots erfolgte im TagMan im Rahmen
der Sequence Detecting System-Software (SDS). Es handelte sich folglich um
eine Endpunktmessung nach Abschluss des PCR-Prozesses. Diese lief
automatisiert ab, wurde jedoch manuell auf die Korrektheit der Negativkontrollen,
die auf jeder Platte mitliefen, Uberprift. Kam es hier zu starken Abweichungen,
wurde ein weiterer Durchlauf gestartet. So wurde eine Kontamination, die zu
falsch-positiven Werten flhren konnte, ausgeschlossen (siehe Anhang 3,
Abbildung 5).

Tabelle 1: PCR-Protokoll Reagenzien

Reagenz Hersteller / Firma Menge in pl pro Probe
Proben DNS verdunnt und getrocknet
Nabelschnur 1
Abstrich 2
TagMan® Genotyping Master Mix  Applied Biosystems 2,525
Ampuwa® Fresenius Kabi 2,425
SNP Applied Biosystems 0,05
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Tabelle 2: PCR-Protokoll Ablauf

Gerat: TagMan 7900

2 Material und Methoden

Probenvolumen (in pl)
Zyklen (Anzahl Repeats der
Schritte 2+3)

Ablauf

Nabelschnur Rachenabstrich
6 7
40 45

95°C 10 Minuten Denaturierung
92°C 15 Sekunden Annealing

60°C 1 Minute Extension

2.5.2 Replikation von zwei SNPs aus der GWAS3D

Entsprechend des oben aufgeflihrten Schemas der Replikation der in der GWAS

gefundenen SNPs (siehe 2.5.1) wurden auch die beiden Top SNPs, die sowohl in

der GWAS als auch in der GWAS3D besonders niedrige p-Werte aufgewiesen

hatten (siehe 3.4), einer Replikation zugeflhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Studienkohorte

Im Zeitraum von 2009 bis 2014 erfullten insgesamt 8.165 Kinder aus 54
verschiedenen Kliniken die Einschlusskriterien und wurden in die GNN-Studie
eingeschlossen. Bei einem Grol3teil der Frihgeborenen stand ein Nabelschnurrest
zur  Verfugung. Bei 17,5% konnte man ausschlieBlich auf den
Mundschleimhautabstrich zurtckgreifen. Die GWAS erfolgte an 2.257 DNS-
Proben. In die Replikation wurden neben insgesamt 4.812 Kindern aus der GNN-
Studie zusatzlich die Kinder der Neo-Studie mit 2.722 VLBW-Kindern mit
einbezogen, sodass eine Kohorte von 7.534 Kindern resultierte. Die Tabelle 3
zeigt die klinischen Daten der untersuchten Frihgeborenen. Die Mehrlingsrate ist
bei den fur die GWAS-Analyse ausgewahlten Kindern deutlich niedriger, da in

diesem Kollektiv von jeder Mehrlingsgruppe nur jeweils ein Kind untersucht wurde.

Tabelle 3: Klinische Daten der untersuchten Frihgeborenen

* Angaben als Median (Perzentil 25 — Perzentil 75)

GWAS n=2257 Replikation n=7534 Total n=9791
Geburtsgewicht 1060 (810-1315) 1105 (840-1340) 1100 (840-1330)
[Gramm]*
Gestationsalter 28,7 (26,7-30,6) 28,9 (26,9-30,7) 28,9 (26,7-30,7)
[Wochen]*
Madchen [%] 471 49,8 49,2
Mehrlinge [%] 24.8 34,2 32,0
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3.2 Ergebnisse der GWAS

Im Rahmen der Genotypisierung in Koln und der anschlieffend in Libeck erfolgten
GWAS mit Imputation ergaben sich vier SNPs. Es handelt sich dabei um die SNPs
rs12263698, rs6110241, rs6135128 und rs6481071 (siehe Tabelle 4 und
Abbildung 1). Die SNPs rs12263698 und rs6110241 sind das Ergebnis der
Imputation. Wahrend die SNPs rs12263698 und rs6481071 in nahe benachbarten
Regionen auf Chromosom 10 liegen, sind die beiden SNPs rs6110241 und
rs6135128 auf Chromosom 20 zu finden. Der SNP rs12263698 liegt in der
Intronregion NM.001142763.1 nahe des fur PCDH15 (Protocadherin-related 15)
codierenden Gens. Dieses vermittelt Ca**- abhangige Zell-Zell-Adhasion und ist
wichtig fur retinale sowie cochleare Funktionen. Veranderungen des Gens treten
gehauft beim Usher-Syndrom auf. Gleiches gilt fir den anderen ebenfalls auf
Chromosom 10 liegenden Polymorphismus. Die beiden SNPs auf Chromosom 20
liegen in der Intronregion von NM.080676.5, das fuir MAKRODZ2 (MAKRO Domain
Containing 2) codiert, welches u.a. im Verdacht steht mit Essstérungen und
Demenz assoziiert zu sein. Keines der beschriebenen Gene in der Nahe der
aufgefiihrten SNPs lasst einen Zusammenhang mit dem untersuchten Hypotonus
bei VLBW-Kindern erkennen. Jedoch beinhaltet der intergenische Bereich viele
Moglichkeiten der regulatorischen Einflussnahme auch auf weiter entfernt liegende
Gene (siehe 2.4 GWAS3D) (dbSNP). Wahrend die SNPs auf Chromosom 10
genomweite Signifikanz im additiven, heterozygoten und dominanten Modell
aufweisen (siehe Abbildung 1 und Anhang 4, Abbildung 6 und 8), zeigen die
beiden SNPs auf Chromosom 20 ausschlieRlich im heterozygoten Modell (siehe
Anhang 4) eine Assoziation. Die verschiedenen genetischen Modelle lassen
unterschiedliche Annahmen Uber die Vererbung zu. Das dominante Modell geht
von einem erhohten Risiko der Genotypen Aa aus. Dem rezessiven Modell liegt
demgegenuber ein erhdhtes Risiko im Genotyp aa zugrunde. Grundsatzlich sollten
alle genetischen Modelle berechnet werden, um die Teststarke zum Auffinden
genetischer Assoziationen zu steigern.

Die Heterozygoten-OR spiegelt das Quotenverhaltnis wider, d.h. die
Ereignishaufigkeit in Relation zur komplementaren Haufigkeit. Es berechnet sich
mittels OR = ", Ein OR-Wert > 1 driickt eine erhdhte Quote fiir das Eintreten des

Ereignisses aus, wahrend Werte < 1 mit einer erniedrigten Quote fur das Eintreten
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3 Ergebnisse

des Phanotyps bei Vorliegen des entsprechenden Genotyps einhergehen. Liegt
das OR zwischen dem oberen und unteren Grenzwert des Konfidenzintervalls mit
einem Signifikanzniveau von a, wird die Alternativhypothese verworfen. Die
Tabelle 4 zeigt, dass dies fur alle Genotypen der Fall ist.

Die in Bezug auf die vorliegenden Daten durchgeflihrte Power-Analyse erreichte
den angestrebten 80%-Wert nicht. Zwar basierte die klinische Studie auf einer
ausreichend groRen Kohorte, die Zahl der Falle im Vergleich zu den Kontrollen
war jedoch zu gering. Durch den Ausschluss nicht deutscher Kinder wurde die
Fallzahl weiter eingeschrankt. Die geringe Fallzahl in unserer Stichprobe kdnnte
Ursache eines Stichprobenfehlers sein. Dieser beschreibt das Abweichen von der
wahren Haufigkeit. Das Vorliegen eines Fehlers 2. Art ist in diesem Fall nicht
unwahrscheinlich. Durch Erhéhung der Fallzahl ist folglich auch eine

Schlussfolgerung zugunsten der Alternativhypothese nicht ausgeschlossen.
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Tabelle 4: Ergebnisse der GWAS

Gerundet auf ganze Zahlen bzw. auf vier Nachkommastellen. Bei den SNPs rs12263698 sowie
rs6110241 handelt es sich um imputierte SNPs. Die anderen beiden aufgefihrten SNPs sind
genotypisiert. Ein p-Wert ab unter 5-10 A gilt als genomweit verdachtig. Das genomweite
Signifikanzniveau liegt bei 5 10 " Der SNP rs12263698 erreicht Signifikanz in drei genetischen
Modellen.

bp: Basenpaar, MAF: Minor Allele Frequency, HWE: Hardy-Weinberg-Equilibrium, OR (het):
Heterozygoten-Odds Ratio, Kl: Konfidenzintervall, add: additiv, dom: dominant, rez: rezessiv;

rsiD rs12263698 rs6110241 rs6135128 rs6481071
Chromosom 10 20 20 10
bp-Position 56009056 14292454 14342719 55985865
Genotypen

Allel A A G G C
Allel B G A A T
Genotypenverteilung

Fille AA 428 225 231 426
Fille AB 0 189 185 2
Fille BB 0 14 12 0
Kontrollen AA 1750 1173 1183 1745
Kontrollen AB 51 555 547 56
Kontrollen BB 0 74 72 1
MAF Fille 0 0,2546 0,2442 0,0024
MAF Kontrollen 0,0144 0,1952 0,1917 0,0161
HWE Kontrollen 1 0,4985 0,4028 0,3726
OR (het) -1 1,7783 1,7320 0,1463
OR (het) unteres Ki -1 1,4297 1,3923 0,0356
OR (het) oberes Ki -1 2,212 2,1546 0,6019
p-Wert (add) 7,46E-09 0,0008 0,0022 1,00E-04
p-Wert (dom) 7,46E-09 1,02E-05 0 9,10E-05
p-Wert (rez) NA 0,29 0,1608 NA
p-Wert (het) 7,46E-09 7,30E-07 1,75E-06 0,0001
Modell add/dom/het het het add/dom/het
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Abbildung 1: Manhattanplot der GWAS zur Katecholamintherapie — additives Modell.

Manhattan- bzw. Konfettiplot zur Darstellung der Starke der genetischen Assoziation (-loZ;.p) auf
der y-Achse gegen die Basenpaarposition pro Chromosom auf der x-Achse fiir das additive
genetische Modell (fir die anderen Modelle siehe Anhang 4). Jeder Punkt reprasentiert einen
genotypisierten oder imputierten SNP. Niedrige p-Werte werden entsprechend hoch auf der y-
Achse dargestellt. Die horizontale blaue Linie zeigt die genomweit verdachtige p-Wert Schwelle
von 5- 1% *, Werte oberhalb der roten Linie (p<%- 1% *) sind genomweit signifikant. AusschlieRlich
auf dem Chromosom 10 zeigt sich ein Locus mit genomweiter Signifikanz.

3.3 Berechnung der Power

In Zusammenarbeit mit Dr. rer. nat. Preul® erfolgten Powerberechnungen. Es
resultierte die Power bei Erreichen eines p-Wertes mit reduziertem OR (rdP). Die
Reduktion spiegelt die Sensitivitat der Power zum einen bei einer Einschrankung
der Kohortengrole und zum anderen bei der Replikation, in der meist ein
reduzierter Effekt zu registrieren ist, wider. Fur alle Modelle wurde von folgenden
Annahmen ausgegangen: o = 0,005, rdP = c¢(0, 5, 10), Anzahl der Falle (nCas) =
750, Anzahl der Kontrollen (nCon) = 3.400. Zwar ergibt die Berechnung Werte von
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Uber 80%, jedoch ist von einer relativ hohen Zahl falsch-positiver Werte
auszugehen. Durch Poolen der Daten, welches das Kombinieren dieser
Ergebnisse mit den GWAS-Daten beinhaltet, resultieren ebenfalls keine
genomweit signifikanten Ergebnisse. Folgende Tabelle gibt beispielhaft die

Ergebnisse der Powerberechnung fur das additive Modell wider.

Tabelle 5: Powerberechnung fiir die Replikation am additiven Modell

Powerwerte der SNPs in Abhangigkeit von verschiedenen Reduced OR In Percent (rdP). Werte auf
vier Nachkommastellen gerundet. Der SNP rs12263698 hat keine Power, weil die
Genotypverteilung bei den Fallen nur homozygot haufige Genotypen aufweist und deshalb die
Berechnung nicht erfolgen konnte. Stattdessen wird auf den anderen SNP auf Chromosom 10
zurlckgegriffen.

rdP rs12263698 rs6110241 rs6135128 rs6481071
0 NA 0,9943 0,9740 >0,99
5 NA 0,9814 0,9318 >0,99
10 NA 0,9459 0,8428 >0,99

3.4 Intergenische Bereiche in GWAS3D

Auf der Grundlage der Ergebnisse der in Koln durchgefihrten Genotypisierung
wurde in Zusammenarbeit mit dem Institut fir medizinische Biometrie und Statistik
eine GWAS3D-Analyse durchgefuhrt. Als Ausgangsmaterial dienten alle SNPs mit
einem p < 5:107%. Weitere Einstellungen, die auf der Seite des Web-Servers
getatigt wurden, waren die Angaben ,Analyse aller Zelllinien“ sowie Inklusion aller
SNPs, die in einem LD mit # = 0,8 standen. Grundlage stellte die CEU (European
American) Population dar. Es resultierten Ergebnisse in einer optisch

Ubersichtlichen Darstellung als Circleplot (siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2: Circleplot der GWASS3D fur alle SNPs aus der GWAS zur Fragestellung
,Katecholamintherapie — JA/NEIN“ (nach GWAS3D)

Darstellung basiert auf CEU-Population unter Einbeziehung aller Zelllinien. Es werden die
Varianten mit den hdéchsten signifikanten regulatorischen Signalen prasentiert. Die Starke der
Interaktion wird durch die Breite der roten Linie widergespiegelt. Von auf’en nach innen:
signifikante  regulatorische  Varianten und  distale Interaktionsregionen,  Gen-Loci,
Chromosomennummer sowie distale Interaktionsindikatoren. Z.B. wurde der SNP rs3823838 von
GWAS3D als signifikante regulatorische Variante aufgedeckt. Dieser ist in der Region ICA1 auf
Chromosom 7 lokalisiert. Diese Variante weist ein starkes long-range Interaktionssignal zu einem

anderen Locus nahe CCNJL auf. Die interaktiven Elemente der signifikant regulatorischen
Varianten fangen mit | an.
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Daruber hinaus ermdglicht GWAS3D die Ansicht detaillierter Informationen (siehe
Abbildung 3). Zwei SNPs wurden als SNPs mit besonders niedrigem p-Wert
sowohl in unserer GWAS als auch in der GWAS3D-Analyse hervorgehoben.
Dabei handelt es sich um die SNPs rs213561 und rs10137975.

Show | 50 : |entries Search: |
SNPID POS LOCUS (CP) LEADSNP ORIGP R? STATUS
rs213561 14:78638213 140243 2.68e-10 rs213561 0.00000485 1 ‘
rs10137875 14:78650561 140243 3.14e-10 rs10137975 0.00000389 1 T
rs3823838 7:8168070 ICA1 3.97e-9 rs10852087 0.00000361 0.957 .I_l.
rs115264971 4:113901136 ANK2 4.51e8 rs115264971 0.00000415 1 1
- Leading variant; - Significant TFBS affinity; Mapping on distal interaction; Mapping on promoter region of a gene; - Mapping on putative
enhancer region; Mapping on CTCF binding region; D Mapping on regulatory region annotated by Chrom=MM; . Mapping on GERP++ conservation

element.

Abbildung 3: Top SNPs der GWAS3D-Analyse (nach GWAS3D)

Die beiden orangefarben hinterlegten SNPs stellen die beiden SNPs dar, die sowohl in unserer
GWAS als auch in der GWAS3D-Analyse niedrige p-Werte aufweisen. Ihr Status kennzeichnet sie
u.a. farbcodiert als mafgebliche Variante mit signifikanter
Transkriptionsfaktorbindungsstellenaffinitdt und einer Lokalisation in einer mutmaRlichen
Enhancerregion. Der SNP rs213561 weist zudem eine Interaktion mit distalen Stellen auf.
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3.5 Ergebnisse der Replikation

Fuir die Replikation der GWAS wurden, wie eingangs erwahnt, 7.534
Frihgeborene untersucht. Die Genotypisierung gelang fur alle Polymorphismen in
der groRen Mehrzahl der untersuchten Kinder (rs12263698 94,7%, rs6110241
94,1%, rs6135128 86,6%, rs6481071 97,7%). Die Kklinischen Daten und
Komplikationen in Abhangigkeit vom Genotyp sind im Anhang 5 in den Tabellen
11 und 12 dargestellt. Da fur die Replikation der GWAS-Ergebnisse identische
Auswabhlkriterien angewandt wurden (d.h. es wurden nur Kinder deutscher
Herkunft ausgewahlt und von jeder Mehrlingsgruppe wurde zufallig ein Kind
ausgewahlt), ist die Zahl der in die Replikation eingegangenen Falle deutlich
geringer. Die genauen Fallzahlen sind in den Tabellen 6 und 7 zusammengefasst.
Weder die in der GWAS gefundenen SNPs noch die beiden SNPs, die aus der
GWAS3D-Analyse resultierten, konnten in der darauffolgenden Replikation
bestatigt werden (siehe Tabelle 6 und 7). Keiner der sechs SNPs erreichte das
Signifikanzniveau von 0,0125 (SNPs der GWAS) bzw. 0,0083 (SNPs der
GWASS3D). Diese Signifikanzniveaus ergeben sich mittels Bonferroni-Korrektur
aus dem globalen Signifikanzniveau & korrigiert um die Anzahl der durchgefuhrten
Tests. Diese lag bei vier Tests fur die Replikation der vier SNPs der GWAS
(0374 = 0,0125). Fir die Replikation der beiden SNPs der GWAS3D betrug die
Anzahl der Tests sechs. Denn diese beiden Tests erfolgten nach Abschluss der
eigentlichen Replikation und wurden zu den vier Tests hinzugezahlt, um fur das
multiple Testproblem erneut zu adjustieren. Hier zeigt sich die unter 2.5 bereits

dargestellte Problematik des haufigen Scheiterns der Replikation.
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Tabelle 6: Ergebnisse der Replikation der SNPs der GWAS

3 Ergebnisse

Werte gerundet auf vier Nachkommastellen. Keiner der Polymorphismen unterschreitet das
Bonferroni-korrigierte Signifikanzniveau von 0,0125, d.h. die Polymorphismen koénnen nicht

bestatigt werden.

rsiD rs12263698 rs6110241 rs6135128 rs6481071
Allel A A G G C
Allel B G A A T
Fille AA 735 460 461 751
Fille AB 12 244 214 12
Fille BB 0 41 34 0
Kontrollen AA 3283 2102 2052 3370
Kontrollen AB 60 1100 940 73
Kontrollen BB 1 108 95 1
MAF Falle 0,0080 0,2188 0,1989 0,0079
MAF Kontrollen 0,0093 0,1988 0,1830 0,0109
HWE Kontrollen 0,2483 0,0140 0,3357 0,3345
OR (het) NA 0,5843 0,6361 NA
OR (het) unteres Ki NA 0,3974 0,4184 NA
OR (het) oberes Ki NA 0,8590 0,9671 NA
p-Wert (add) 0,6861 0,1992 0,3190 0,3520
p-Wert (dom) NA 0,0286 0,1065 NA
p-Wert (rez) 0,7541 0,5517 0,6092 0,3912
p-Wert (het) 0,8323 0,7393 0,8762 0,4443
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Tabelle 7: Ergebnisse der Replikation der SNPS der GWAS3D

Werte gerundet auf vier Nachkommastellen. Keiner der Polymorphismen unterschreitet das
Bonferroni-korrigierte Signifikanzniveau von 0,0083, d.h. die Polymorphismen koénnen nicht
bestatigt werden.

rsiD rs10137975 rs213561
Allel A G G
Allel B A C
Félle AA 9 2
Félle AB 140 52
Félle BB 560 173
Kontrollen AA 46 22
Kontrollen AB 718 261
Kontrollen BB 2790 941
MAF Fille 0,114 0,1233
MAF Kontrollen 0,1140 0,1246
HWE Kontrollen 1 0,4311
OR (het) 0,9966 219,157
OR (het) unteres Ki 0,4769 0,5
OR (het) oberes Ki 208,251 960,669
p-Wert (add) 0,6871 0,888
p-Wert (dom) 0,9884 0,5469
p-Wert (rez) 0,6576 0,9973
p-Wert (het) 0,6474 0,8702

3.6 Deskriptive Daten

Im Folgenden wurden in der im Rahmen der GNN- und der Neo-Studie
untersuchten Kohorte ausgewahlte klinische Endpunkte in Abhangigkeit von den
vier verschiedenen Genotypen der GWAS untersucht. Zur Testung auf
Unabhangigkeit kam der Chi-Quadrat-Test nach Pearson zur Anwendung, der im

Falle von Signifikanz (& == 0,05) einen Unterschied zwischen den Gruppen anzeigt.
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3.6.1 Endpunkte ,Blutdruck® und ,Katecholamintherapie”

Folgende Tabelle (siehe Tabelle 8) zeigt den MAP am ersten Lebenstag sowie die
daraus resultierende Katecholamingabe bei Frihgeborenen mit dem SNP
rs6481071 getrennt in den verschiedenen Genotypen. Die Darstellung ist an
dieser Stelle auf den Polymorphismus beschrankt, da dieser als einziger
signifikante Unterschiede in den einzelnen Genotypen aufweist (fur die anderen
SNPs siehe Anhang 6, Tabelle 13). Dass der Median des MAP bei den homozygot
Seltenen (CC) deutlich unter dem der anderen beiden Genotypen liegt, hangt
vermutlich mit der geringen Fallzahl in dieser Gruppe zusammen. Diese erklart
auch die grof3en Schwankungen in den Perzentilen 25 und 75.

Da sich die verschiedenen Katecholamine, die fur unsere Analyse kollektiv unter
dem Begriff ,Katecholamine® gefihrt wurden, in ihren Wirkeigenschaften
unterscheiden, wurde das Ergebnis getrennt nach den Wirkmechanismen
aufgeschlusselt, um eine eventuelle Verzerrung auszuschlieBen. Wahrend
Adrenalin, Dopamin und Noradrenalin eine erhohte Affinitat zu den x-Rezeptoren
aufweisen, wirkt Dobutamin relativ spezifisch auf die &, -Rezeptoren.

Vergleicht man den allgemeinen Einsatz der Katecholamine in den drei
Phanotypen, sind die Schwankungen minimal. Betrachtet man die verschiedenen
Katecholamine jedoch differenziert, ergeben sich signifikante Abweichungen, da
zwei der elf Kinder mit homozygotem CC-Genotyp extrem niedrige MAP-Werte am
ersten Lebenstag aufwiesen und mit allen vier Katecholaminen behandelt wurden,
wahrend von den Frihgeborenen mit den Genotypen homozygot haufig (TT)
sowie heterozygot (TC) jeweils ein ahnlich groRer Anteil eine Therapie mit
Dopamin, Adrenalin, Noradrenalin bzw. Dobutamin erhielt. Dieses Resultat sollte
jedoch in Anbetracht der geringen Fallzahl des homozygot seltenen Genotyps

unter Vorbehalt gesehen werden.
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3 Ergebnisse

Tabelle 8: Endpunkte Blutdruck und Katecholamintherapie am ersten Lebenstag bei
Frihgeborenen mit dem SNP rs6481071

Dargestellt sind der Median und die Perzentile des mittleren arteriellen Drucks (MAP) sowie der
Katecholamintherapie in Abhangigkeit von den verschiedenen Genotypauspragungen bei
Frihgeborenen mit dem Polymorphismus rs6481071. Der Median des MAP bei Kindern mit dem
Genotyp CC liegt deutlich unter dem der anderen beiden Genotypen. Entsprechend kommt es bei
diesen Kindern vermehrt zum Einsatz von Katecholaminen. Man beachte die geringe Fallzahl in
dieser Gruppe. Die Gesamt-Fallzahlen zum Endpunkt MAP sind niedriger, da der Blutdruck in der
Neo-Studie nicht routinemafig dokumentiert wurde.

Genotyp TT TC cC
MAP minimal am ersten Lebenstag Median 28 27 24
[mmHg]
Perzentil 25 23 22 20
Perzentil 75 32 31 36
Anzahl der Frihgeborenen 4797 180 9
Katecholamine [n/n (%)] 1420/ 50/ 2/
7685 256 9
(18,5) (19,5) (18,2)
Dopamin [%] 10,8 11,9 18,2
Adrenalin [%] 47 47 18,2
Noradrenalin [%] 3,8 58 18,2
Dobutamin [%] 10,0 10,9 18,2

3.6.2 Endpunkte ,Schwere Komplikationen“ und ,Mortalitat®

Wie die folgende Tabelle (siehe Tabelle 9) zeigt, ist der Endpunkt ,schwere
Komplikationen®, der das Auftreten von IVH Grad Ill oder IV, PVL, OP wegen
NEC, Fokale Intestinale Perforation (FIP) bzw. ROP und Tod umfasst, in den
Tragern der von uns untersuchten Genotypen nicht signifikant vermehrt bzw.
vermindert aufgetreten. Demgegenuber erreichte der Endpunkt ,Tod“ in der
deskriptiven Statistik Signifikanz in den SNPs rs6110241 sowie rs6135128 (siehe
Tabelle 10). Da der Endpunkt ,Tod“ als sehr relevanter Outcome-Parameter bei
Tragern dieser Polymorphismen signifikant verandert ist, bieten sich an dieser

Stelle weitere Untersuchung an.
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Tabelle 9: Schwere Komplikationen

3 Ergebnisse

Betrachtet man den Endpunkt schwere Komplikationen in den vier verschiedenen Genotypen unter
Annahme eines Signifikanzniveaus von 0,05, erreichen die deskriptiven p-Werte im durchgeflhrten

Chi-Quadrat-Test nach Pearson das Signifikanzniveau nicht.

*IVH 1lI/IV, PVL, OP wegen NEC, FIP, ROP

rs12263698 rs6110241 rs6135128 rs6481071
Allel A A G G C
Allel B G A A T
Falle AA 946 619 606 972
Falle AB 34 313 275 40
Falle BB 3 40 36 3
Kontrollen AA 5929 3851 3714 6083
Kontrollen AB 160 1968 1638 195
Kontrollen BB 5 241 207 8
Schwere Komplikation* oder Tod p-Wert 0,051 0,970 0,895 0,162

Tabelle 10: Mortalitat

Im Hinblick auf den Endpunkt Tod liegen bei Kindern mit den Polymorphismen rs6110241 sowie

rs6135128 signifikante p-Werte vor.

rs12263698 rs6110241 rs6135128 rs6481071

Allel A A G G C
Allel B G A A T
Fille AA 210 125 130 212
Fille AB 7 73 69 12
Fille BB 0 15 14 0
Kontrollen AA 6663 4345 4190 6841
Kontrollen AB 187 2206 1842 223
Kontrollen BB 8 266 229 11
Tod (stationar) p-Wert 0,800 0,046 0,042 0,156
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4 Diskussion

Im Gegensatz zu Ansatzen wie dem klinischen Outcome sowie der Behandlung
der Hypotension Frihgeborener am ersten Lebenstag, die bereits in zahlreichen
Studien thematisiert wurden, ist der genetische Einfluss auf die Hypotension
bisher nur wenig untersucht worden. Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich
um eine Fall-Kontroll-Studie, in der Frihgeborene mit bzw. ohne erfolgter
Katecholamintherapie retrospektiv vergleichend auf das Vorhandensein damit
assoziierter Gene untersucht wurden. Sie zeichnet sich durch eine grole
Teilnehmerzahl von rund 8.000 genotypisierten Kindern aus. Hier liegt eine der
Starken der Studie. Auch besteht eine hohe Datenqualitat. Die GNN-Studie stellt
eine wichtige Grundlage fur genetische und pharmakogenetische Studien an sehr

kleinen Frihgeborenen dar.

Zwar resultierten aus der Analyse der an 2.257 Kindern durchgefihrten GWAS
signifikante Polymorphismen, die modglicherweise mit der Verabreichung einer
Katecholamintherapie assoziiert sind. Diese konnten jedoch in der nachfolgend
durchgefuhrten Replikation nicht bestatigt werden.

Im Rahmen des Qualitatsmanagements der Studie sind verschiedene Storfaktoren
in Betracht zu ziehen. Diese kdnnen ursachlich fur die fehlende statistische
Signifikanz sein. Eine mdgliche Verzerrung stellt die Beobachtervariabilitat dar.
Diese ergibt sich beispielweise durch den Schichtwechsel und eine generelle
Beteiligung mehrerer Pflegerinnen an der Blutdruckmessung, die die Basis fur die
Entscheidung zur Katecholamintherapie darstellte. Diese Verzerrung bestand in
verstarkter Form zwischen den verschiedenen teilnehmenden Neonatal Intensive
Care Units (NICUs), deren diagnostische und therapeutische Konzepte z.T. stark
voneinander abwichen. Darlber hinaus waren weitere Schwachen in der
Generierung der Blutdruckdaten zu finden: Dadurch, dass stabile Kinder nur
intermittierend gemessen wurden, bestand die Gefahr, hypotensive Episoden zu
Ubersehen. Zudem war die Dokumentation der Messwerte in dieser
Patientengruppe llickenhafter. Die Dokumentation des jeweils besseren Wertes
bei stabilen Kindern im Gegensatz zur bevorzugten Dokumentation des jeweils

niedrigeren Wertes bei krankeren Kindern konnte ebenfalls zu einer Verzerrung
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beigetragen haben. Des Weiteren wurden keine Aufzeichnungen zur jeweiligen
Dauer hypotensiver Episoden gemacht (Faust et al., 2015). Bedingt durch das
vorliegende Studiendesign einer reinen Beobachtungsstudie ist jedoch eine aktive
Zuordnung nach Expositionsbedingungen nicht mdglich. Nur durch generell
einheitliche Richtlinien kann man diese Form der systematischen Fehler
begrenzen.

Weitere Fehler kdnnen in einer Informationsverzerrung liegen. Diese entsteht
beispielweise bei der Datenerhebung bzw. deren Analyse. Durch die doppelte
Kontrolle der Datenerfassung wird dieser Fehler minimiert.

Darlber hinaus stellt der Genotypisierungsablauf eine Fehlerquelle dar:
Ubertragungs- bzw. Pipettierfehler sind nicht systemischer Natur, sind jedoch nicht

zU unterschatzen.

4.1 Blutdruckschwelle einer antihypotensiven Therapie

In der aktuellen Studie von Batton et al. sollte eine Blutdruckschwelle gefunden
werden, unter der eine antihypotensive Therapie sinnvoll ist. Sie beobachteten bei
behandelten Neugeborenen eine erhdhte Inzidenz von ROP sowie von IVH bei
einem insgesamt schlechteren Outcome im Vergleich zur unbehandelten Gruppe.
Daraufhin forderten sie, auf andere Entscheidungshilfen als den Blutdruck zur
antihypotensiven Therapie zurtickzugreifen (Batton et al., 2013). Auch Lightburn et
al. beobachteten in ihrer jungsten Studie nach zu starker Erhéhung des Blutdrucks
einen Anstieg von IVH, PVL, Entwicklungsverzogerung und Horverlust (Lightburn
et al.,, 2013). Dempsey und Barrington verglichen verschiedene Studien
miteinander und sahen das Problem darin, dass es artifiziell sehr viele
Frihgeborene mit dem gleichzeitigen Auftreten von Hypotension und IVH gabe,
wenn nur ein einziger Schwellenwert fur Hypotension vorliegen wurde. IVH kommt
generell bei Frihgeborenen gehauft vor. Als Losung schlugen sie eine Korrektur
mittels GA und Geburtsgewicht vor. Eine Blutdruckschwelle lehnten Dempsey und
Barrington auch insofern ab, als dass der Blutdruck viel zu individuell ware, um
daraus generelle Therapieempfehlungen abzuleiten (Dempsey und Barrington,
2007).
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Ahnlich wie Batton et al. erkannten auch Cox und Groves die schwache
Assoziation zwischen dem Blutdruck und der zerebralen Perfusion. Sie forderten
einen Parameter, der die zerebralen Flisse besser widerspiegelte (Cox und
Groves, 2012). Der Surrogatparameter Blutfluss bildete eine adaquate
Organperfusion ab. Solange der Blutfluss ausreichend war, konnte der Blutdruck
auller Acht gelassen werden (Gagliardi, 2013). Ahn et al. forderten die Akzeptanz
einer ,permissive hypotension® mit einer Therapieentscheidung nicht nach
Blutdruckwerten, sondern nach Perfusionszeichen (Hautfarbe,
Rekapillarisierungszeit, Urinproduktion, Blutlaktat und Azidose) (Ahn et al., 2012).
Denn durch eine antihypotensive Therapie steigt zwar der Blutdruck, die zerebrale

Oxygenierung bleibt jedoch unverandert (Garner und Burchfield, 2013).

4.2 Besonderheiten der antihypotensiven Therapie bei
Frihgeborenen

Die Tatsache, dass das kardiale und vaskulare System bei Neugeborenen noch
nicht vollstandig ausgereift ist, begrenzt die mdglichen Interventionen und Iasst sie
unvorhersehbarer werden (Barrington, 2013). Erschwert wird die Datenlage durch
einen Mangel an prospektiven randomisierten kontrollierten Studien, der sich aus
der Situation ergibt: Gerade im Zeitraum der Geburt eines Frihgeborenen
befinden sich die Eltern in einer kritischen Phase. Oft ist die Mutter unter
Medikamenteneinfluss nicht einwilligungsfahig. Hinzu kommt, dass das Zeitfenster
sehr kurz ist (Batton et al., 2012). Auch ethische Grunde lassen randomisierte
Studien kaum zu. Stattdessen kann nur auf retrospektive Analysen oder

Tiermodelle zurickgegriffen werden (Azhan und Wong, 2012).

Bei der Therapieentscheidung muss man sich vor Augen fuhren, dass die
Medikamente in anderen Kreislaufverhaltnissen als beim Reifgeborenen bzw.
Erwachsenen wirken. Frihgeborene haben aufgrund ihres physiologisch erhdhten
Ruheherzschlages  deutlich  weniger kardiale  Reserven, die durch
Frequenzsteigerungen mobilisiert werden koénnen. Die Dichte der kardialen
adrenergen Rezeptoren sowie die generelle kardiale Innervation ist vermindert,

was zur Folge hat, dass das Herz weniger auf eine positiv inotrope Intervention
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reagiert (Kluckow, 2005). Dies wird durch den Sachverhalt der reduzierten
Mitochondrienzahl sowie einen verringerten Energiespeicher verstarkt (Takahashi
et al., 1997; Osborn et al., 2007). Durch ein Uberwiegen der konstriktorischen -
Uber die dilatatorischen [:-Rezeptoren in der Peripherie weisen Frihgeborene
einen erhdhten Ruhetonus auf (Whitsett et al., 1982). Bei einer gleichzeitig
bestehenden verstarkten Sensibilitat des Myokards fur einen erhéhten Afterload
sinkt die Kontraktilitat des Herzens, wahrend die Resistance steigt (Takahashi et
al., 1997; Cox und Groves, 2012). Azhan und Wong zeigten in Untersuchungen an
neugeborenen Lammern einen Anstieg des systemischen Metabolismus sowie
des Sauerstoffverbrauchs nach Dobutamingabe. Dieser Effekt war bei den ein bis
zwei Tage alten Lammern um das 7 bis 10fache starker ausgepragt als bei ihren
alteren Artgenossen. Dies spiegelt die divergierenden Verhaltnisse im
frihgeborenen Kreislauf wider (Azhan und Wong, 2012).

Aber auch in ihrer zerebralen Wirkung lassen sich deutliche Unterschiede der
Pharmaka bei Anwendung an Friuhgeborenen im Vergleich zu Reifgeborenen
feststellen. In ihrer aktuellen Studie formulierten Azhan und Wong das Problem,
dass die meisten Medikamente am kardialen System ansetzen, wahrend die
Wirkung auf das zerebrale System in der Anwendung am Fruhgeborenen oft
unbekannt ist. Monoamine, zu denen auch die Katecholamine z&hlen, sind beim
Erwachsenen nicht in der Lage, die Bluthirnschranke zu passieren, sodass sie den
zerebralen Metabolismus kaum beeinflussen. In Tierversuchen konnte jedoch
gezeigt werden, dass durch Umgehen der Bluthirnschranke bei direkter zerebraler
Applikation ein Anstieg des zerebralen Metabolismus sowie des CBF zu messen
war. Da die Bluthirnschranke bei Fruhgeborenen noch nicht vollstéandig
ausgebildet ist, konnte dies einen mdglichen zerebralen Wirkmechanismus der

Katecholamine darstellen (Azhan und Wong, 2012).

Die Arbeitsgruppe um Lightburn untersuchte bei ELBW-Friuhgeborenen die
zerebrale Hamodynamik nach Dopamingabe am ersten Lebenstag. Die
Ergebnisse zeigen sowohl einen Anstieg des CBF als auch des MAP durch das
Dopamin. Jedoch war der CO ,-Druck vor und nach Gabe unverandert. Lightburn
et al. befurchteten bei einem zu abrupten Blutdruckanstieg in hypotensiven
Frihgeborenen mit einer gestdrten zerebralen Autoregulation durch Zunahme des

CBF eine erhdhte Inzidenz von IVH. Sie kritisierten den Einsatz von Dopamin
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ohne belegten Nutzen (Lightburn et al., 2013). Verschiedene Forschungsgruppen
beschrieben ein vermehrtes Auftreten von IVH, PVL, ROP, NEC, BPD sowie
neurologischer Entwicklungsstorungen in Folge einer frihen antihypotensiven
Therapie. Zudem wurden ein gesteigerter Gebrauch von Surfactant und eine
erhdohte Beatmungspflichtigkeit in der Gruppe der mit Inotropika behandelten
Frihgeborenen beobachtet (Martens et al., 2003; Fanaroff et al., 2006; Wong et
al., 2015). Eine Erklarung bot die Pulsatilitdtstheorie, nach der auch ein zu hoher
Blutdruck in Bezug auf die IVH gefahrlich ist. Sie stutzte sich auf beobachtete
Assoziationen zwischen Blutdruck, CBF, dem Pulsatilitatsindex und dem IVH-
Risiko (Al-Aweel et al., 2001). Alternativ kommt jedoch auch der vorbestehende
niedrige Blutdruck als Ursache der neurologischen Entwicklungsstérung in Frage.
Aktuelle Ergebnisse der eigenen Arbeitsgruppe (Faust et al., 2015) zeigten an
VLBW-Kindern eine erhohte Inzidenz von IVH bei Ausbleiben einer Therapie eines
niedrigen MAP in den ersten 24 Lebensstunden. Diese Ergebnisse wurden gegen
das Prinzip der ,permissive hypotension® sprechen. Bereits altere Studien
verwiesen auf eine eindeutige Korrelation zwischen einer IVH und Perioden der
Hypotension (Watkins et al., 1989).

Batton et al. berichteten, dass bei sehr unreifen Frihgeborenen trotz Therapie das
Kurz- und Langzeitoutcome bei hypotensiven Kindern im Vergleich zu
normotensiven Kindern schlechter war (Batton et al., 2009). Sie beobachteten kein
verbessertes Outcome durch eine Therapie. Stattdessen konnten sie einen
Anstieg des MAP bei den unbehandelten Friahgeborenen um 0,3 mmHg pro
Stunde in den ersten 24 Stunden sowie eine etwas verlangsamte stundliche
Zunahme des Druckes um 0,1 mmHg in den darauffolgenden 25 bis 48 Stunden
messen. Im Anschluss daran stabilisierte sich der Blutdruck bis ans Ende der
ersten Lebenswoche (Batton et al., 2007).

In der jungsten Studie von Garner und Burchfield wurde beobachtet, dass bei
einer antihypotensiven Therapie ab einem Blutdruck unter 30 mmHg der Blutdruck
zwar anstieg, die zerebrale Oxygenierung jedoch konstant blieb. Sie erklarten dies
mit einer mdglichen Autoregulation des CBF (Garner und Burchfield, 2013).
Ebenso kritisch diskutiert wird der Einsatz einer Volumentherapie, die oft bei
schlechter Perfusion erfolgt. In einer aktuellen Studie der Arbeitsgruppe um Kooi
et al. wurde die Cerebral Fractional Tissue Oxygen Extraction (CFTOE)

untersucht. Im Gegensatz zum MAP, der nach Volumengabe anstieg, blieb die

46



4 Diskussion

CFTOE von dieser jedoch unbeeinflusst. Auch hier wird deutlich, dass der
Blutdruck als Perfusionsmal} kritisch zu hinterfragen ist. An dieser Stelle sei noch
einmal auf den beschriebenen Ansatz der ,permissive hypotension hingewiesen.
Es stellt sich die Frage, ob der Effizienz dieses Ansatzes nicht ein Hawthorne-
Effekt, bedingt durch die erhdohte Aufmerksamkeit im Rahmen der gesteigerten

Beobachtungsfrequenz, zugrunde liegt (Kooi et al., 2013).

Eine Messmethode der kontinuierlichen lokalen zerebralen Gewebeoxygenierung
stellt beispielweise die Near Infrared Spectroscopy (NIRS) dar. Sie eignet sich
zum kontinuierlichen nicht invasiven Monitoring. Gemessen wird die vendse
Sattigung (Garner und Burchfield, 2013). Auch Shah et al. beleuchteten in ihrer
Studie an Zwillingen die Problematik einer adaquaten Perfusionsvariablen.
Wahrend ein untersuchter Zwilling unter normalem Blutdruck eine schwere IVH
entwickelte und an deren Folgen verstarb, blieb der hypotensive Zwilling klinisch
unauffallig. Letzterer wies einen normalen Vena-cava-Flow auf, der beim

verstorbenen Zwilling erniedrigt war (Shah et al., 2012).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Blutfluss als wichtige Variable in der
Entscheidung zur antihypotensiven Therapie anzusehen ist. Eine individuelle
Betrachtung jedes kleinen Patienten unter Einbeziehen weiterer klinischer
Perfusionszeichen vermeidet Uberflussige Medikation (Ahn et al., 2012). Die
Evidenzbasis der ,permissive hypotension® im Hinblick auf seine
Empfehlungsstarke ist bisher jedoch gering. Entsprechende Interventionen sollten
in randomisierten kontrollierten Studien vermehrt auf ihr Langzeit-Outcome
untersucht werden. Die vorliegende Studie leistet dazu einen Beitrag, da im
Rahmen des GNN-Projektes explorative Analysen von genetischen Faktoren bei
Frihgeborenen stattfanden und erste Schritte fur eine Reihe weiterer Follow-Up-
Untersuchungen im hdheren Lebensalter ehemaliger Frihgeborener eingeleitet

wurden.
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4.3 Ausstreichen der Nabelschnire — mogliche Pravention
der Hypotension

Wie in randomisierten kontrollierten Studien gezeigt werden konnte, ist das
Ausstreichen von Nabelschniren sowie das verzogerte Abklemmen der
Nabelschnur eine mogliche Therapie, um das Blutvolumen des Neugeborenen zu
erhdhen. Dem zugrunde liegt die Beobachtung, dass das Blutvolumen des
Neugeborenen innerhalb der ersten 5 bis 15 Sekunden nach der Geburt durch
uterine Kontraktionen um 5 bis 15 ml=+ kg ~* ansteigt (March et al., 2013). Durch
dieses zusatzliche Blutvolumen kann der Bedarf an Erythrozytenkonzentraten bei
einem dann signifikant selteneren Auftreten von Anamien gesenkt werden. Da
schon ein milder Eisenmangel mit damit einhergehender Anamie zu kognitiven
Defiziten fuhrt, kann dem somit entgegengewirkt werden. Auch IVH, NEC und
Sepsis treten seltener bei langer bestehender Verbindung zur Plazenta auf.
Stattdessen verbessert diese einfach durchfihrbare Therapie den Hamatokrit zur
Geburt und fuhrt mit 96 vs. 107 g/l zu einer deutlich hdheren
Hamoglobinkonzentration nach 10 Wochen im Vergleich zu den sofort
Abgenabelten (Ultee et al., 2008).

Im Hinblick auf diese Arbeit ist der signifikant hohere systemische Blutdruck bei
Frihgeborenen in den ersten 12 Stunden nach Ausstreichen der Nabelschnur
besonders interessant. Auch der Gradient des mittleren systemischen Blutdrucks
war in den Neugeborenen nach Ausstreichen der Nabelschnur signifikant geringer
(1,3 vs. 6,3 mmHg) (Hosono et al., 2009).

Da Frihgeborene postnatal oft in einem kritischen Zustand sind, bleibt keine Zeit,
3 Minuten bis zum verspateten Abklemmen zu warten. Stattdessen muss das
Neugeborene mdglichst schnell den Neonatologen Ubergeben werden, um zum
Beispiel sofort mit der Reanimation zu beginnen. Um die Zeit beim verzogerten
Abklemmen zu verkilrzen, kann die Nabelschnur stattdessen ausgestrichen
werden. Dazu wird die Nabelschnur distal des Nabels dreimal hintereinander in
Richtung Neugeborenen ausgestrichen. Das Abklemmen der Nabelschnur erfolgt
direkt im Anschluss ohne Verzdgerung. Dieser Vorgang nimmt kaum mehr Zeit in
Anspruch als das alleinige Abklemmen.

Im Hinblick auf einen ggf. kritischen postnatalen Kreislauf stellt diese Form der
Autotransfusion eine Therapie zur schnellen und einfachen Stabilisierung dar

(Katheria et al., 2014*). Durch das Ausstreichen konnten ein signifikant hoherer
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SVC sowie ein erhohter rechtsventrikularer Output nach 6 und 30 Stunden
gemessen werden. Zudem sank der Anteil der Kinder, die eine Sauerstofftherapie
bendtigten (Katheria et al., 2014"). Auch eine Stabilisierung von zerebraler
Oxygenierung und Perfusion konnte gezeigt werden, denn durch Erhéhung der
linksventrikuldaren Vorlast steigt nach dem Frank-Starling-Mechanismus die
linksventrikulare Funktion (Takami et al., 2012).

Die einzelnen Studien wichen untereinander z.T. stark in ihrer zeitlichen Definition
von frihem bzw. verzdogertem Abklemmen ab. Wahrend beim frihen Abklemmen
meist von einer Zeit von 5 bis 15 Sekunden ausgegangen wurde, reichte der
Zeitraum des untersuchten verzdgerten Anlegens der Nabelschnurklammer von
30 Sekunden bis zu 2 Minuten. In einer Studie uUber am Termin geborene
Neugeborene wurden sogar erst in der Kohorte, deren Nabelschnur nach 3
Minuten abgeklemmt wurde, signifikante Anstiege des Serumferritins im Vergleich
zu den anderen beiden Gruppen, in denen das Abklemmen schon nach 15
Sekunden bzw. 1 Minute erfolgte, gemessen (Ceriani et al., 2010).

In Bezug auf das verzogerte Abklemmen kann in diesem Zusammenhang
festgehalten werden, dass sowohl bei Frih- als auch bei Reifgeborenen ein
verbessertes Outcome zu verzeichnen war. Fir einen signifikanten Effekt musste
die Verzdgerung beim Reifgeborenen jedoch deutlich langer sein. Die Number
Needed To Treat (NNT) lag in einer Studie an 400 reifgeborenen Kindern bei 20
(Andersson et al., 2011).

Bei einer generellen Empfehlung zur postnatalen Anwendung des verzdgerten
Abklemmens bzw. Ausstreichens der Nabelschnur muss allerdings sichergestellt
sein, dass die Mdoglichkeit zur Phototherapie zur Behandlung eines lkterus
vorhanden ist. Denn durch das zugefuhrte Blutvolumen steigt die
Hamoglobinkonzentration und infolgedessen fallt mehr Bilirubin an. Insgesamt
bestand bei den Frihgeborenen, die eine der beiden Formen der Autotransfusion
erhielten, haufiger die Notwendigkeit einer Phototherapie bei lkterus (McDonald et
al., 2013).

Als Therapie der Hypotension bei Frihgeborenen ist die Autotransfusion im
Vergleich zur Gabe von Erythrozytenkonzentraten mit den damit einhergehenden
Risiken eine sichere Form zur temporaren Kreislaufstabilisation. Dabei handelt es

sich jedoch im Grunde genommen um eine Form von Volumentherapie, die wie
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oben bereits dargestellt einen nur maRigen Einfluss auf den Blutfluss als
eigentlichen Parameter der Sauerstoffversorgung nimmt. Die Arbeitsgruppe um

Katheria et al. konnte allerdings erhdhte Blutflisse verbunden mit einer

verbesserten zerebralen Oxygenisierung nachweisen (Katheria et al., 2014F),

4.4 Fruhgeborene und Hypertension im Erwachsenenalter

Wahrend Frihgeborene an ihren ersten Tagen zur Hypotension neigen, entwickelt
die gleiche Patientengruppe im Erwachsenenalter paradoxerweise oft ein
metabolisches Syndrom mit signifikant hdheren Blutdruckwerten als ihre
reifgeborenen Gleichaltrigen. In ihrem systematischen Review, in dem Parkinson
et al. ehemalige Frihgeborene (GA < 37 SSW) Reifgeborenen in einem Alter von
mindestens 18 Jahren in Bezug auf verschiedene metabolische Parameter
gegenuberstellten, beobachteten sie signifikant hdhere Werte bei den ehemaligen
Frahgeborenen sowohl im Systolischen Blutdruck (SBP) (Differenz von 4,2 mmHg)
und im 24-Stunden-SBP (3,1 mmHg) als auch im Diastolischen Blutdruck (DBP)
(2,6 mmHg). Letzterer Unterschied war jedoch nur bei den Frauen signifikant. Das
Durchschnittsalter betrug 32,1 Wochen bzw. 19,6 Jahre (Parkinson et al., 2013).

Da bei Fruhgeborenen durch eine verbesserte perinatale Versorgung und den
medizinischen Fortschritt ein gesteigertes Outcome mit verminderter Mortalitat zu
verzeichnen ist, steigt die Zahl der adulten ehemaligen Frihgeborenen (Parkinson
et al., 2013). In der Analyse von Parkinson et al. war auffallig, dass fur die meisten
Parameter, die mit dem metabolischen Syndrom assoziiert sind, keine
Unterschiede zwischen Frih- und Reifgeborenen im Erwachsenenalter bestanden.
Sowohl im body mass index (BMI), in der waist-to-hip-ratio (WHR) und der
prozentualen Fettmasse (%-FM) als auch im Glukosestoffwechsel wichen die
Werte nicht signifikant voneinander ab. Auch der Fettstoffwechsel zeigte keine
Abhangigkeit vom Geburtszeitpunkt. Lediglich die Konzentration von LDL war in
ehemaligen Fruhgeborenen signifikant erhoht, was mit einem gesteigerten
Atheroskleroserisiko  einherging. Alle Beobachtungen blieben auch in
genderspezifischen Analysen bestehen. Generell wiesen Frauen einen grof3eren

Unterschied als Manner auf. Subgruppenanalysen zeigten, dass der gemessene
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Blutdruckanstieg im Erwachsenenalter bei ehemaligen Frihgeborenen
unabhangig vom sozio6konomischen Status war.

Dieser von Parkinson et al. publizierte Zusammenhang zwischen
Frihgeburtlichkeit und spaterem Auftreten erhohter Blutdruckwerte ist insofern
relevant, als dass Hypertension ein Risikofaktor fur Koronare Herzkrankheit,
Schlaganfall sowie renales Versagen darstellt. Schon eine Verminderung des
Blutdrucks um 2 mmHg senkt das Risiko, eine Hypertension zu entwickeln um
17%. Gleichzeitig sinkt die Herzinfarktrate um 6%, wahrend ein Schlaganfall bis zu
15% seltener auftritt (Parkinson et al., 2013).

Die Ursache fur diese Entwicklung von einem besonders kleinen, leichten
Korperbau der Frihgeborenen mit geringem BMI in Kindheit und Adoleszenz zu
hdoheren Werten als bei gleichaltrigen Reifgeborenen ist bisher noch ungeklart.
Eine Erklarung konnten Stérungen in der endothelialen Funktion darstellen. In
Ermangelung an Studien mit ausreichender Fallzahl konnte dies jedoch bisher
nicht validiert werden. Ein weiterer Erklarungsansatz geht davon aus, dass das
dritte Trimester in utero durch die zu fruhe Geburt unter untypischen Bedingungen
ablauft. Das letzte Trimester ist jedoch besonders wichtig flr die Nephrogenese,
die erst mit einem GA von 36 SSW endet. Dadurch kdnnte eine veranderte renale
Morphologie und Funktion bedingt sein, was Einfluss auf den Blutdruck nehmen

kann. Auch hier fehlen bisher aussagekraftige Studien (Parkinson et al., 2013).

4.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Trotz einer vergleichsweise grolen Kohorte Fruhgeborener mit einem sehr
niedrigen Geburtsgewicht (< 1.500 Gramm) konnten die in der GWAS gefundenen
Polymorphismen, die mit einer Katecholamintherapie assoziiert waren, in der
darauffolgenden Replikation nicht bestatigt werden. Dies schlie3t jedoch eine
genetische Komponente nicht aus. Vielmehr sollten in der Zukunft mit wachsender
Zahl der GNN-Studienteilnehmer weitere Untersuchungen auf Assoziationen
bestimmter Polymorphismen mit dem Hypotonus am ersten Tag unternommen
werden. Dabei wird sich zeigen, ob die hier berichteten Regionen im grof3eren

Kollektiv eine signifikante Assoziation zeigen.
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Weitere Ansatzpunkte fur Folgearbeiten stellen die Ergebnisse der GWAS3D-
Analyse dar. In diesem Zusammenhang kénnte der Bereich der ,intergenischen
Wiste“ weiter beleuchtet und ein Augenmerk auf die Bedeutung der
regulatorischen Bereiche gelegt werden. Neben genetischen Faktoren spielen
jedoch v.a. Umweltfaktoren eine Rolle. Deshalb sind Modelle zu betrachten, die
Gen-Umwelt-Interaktionen berucksichtigen.

Eine Beobachtung war zudem die Assoziation einiger der von uns gefundenen
Polymorphismen mit einer erhdhten Mortalitdt. In Bezug darauf ware es
interessant, die Relevanz der Polymorphismen auf das Langzeitoutcome zu
berechnen. Bisher liegen im Rahmen der GNN- sowie der Neo-Studie nur Daten
zum kurzfristigen Outcome vor. In Kirze wird jedoch im Rahmen der Funfjahres-

Untersuchung der GNN-Studie eine weitere Evaluation von Daten erfolgen.
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5 Zusammenfassung

VLBW-Fruhgeborene weisen im Vergleich zu Reifgeborenen am ersten Lebenstag
signifikant haufiger einen niedrigen Blutdruck auf. Diese Hypotension ist assoziiert
mit einem kritischen Outcome. Ein niedriger Blutdruck am ersten Lebenstag gilt als
unabhangiger Risikofaktor fur IVH, BPD und Mortalitat.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die genetische Grundlage fir das Auftreten
des niedrigen Blutdrucks am ersten Lebenstag sehr kleiner Frihgeborener zu
untersuchen.

Zu diesem Zweck wurden von September 2003 bis Ende 2013 10.547 Kinder mit
einem Geburtsgewicht unter 1.500 Gramm und einem Gestationsalter = 36+6
SSW aus insgesamt 54 teilnehmenden Kliniken in unsere Studie eingeschlossen.
Mithilfe von drei standardisierten Fragebdgen sowie arztlich durchgefihrten
Untersuchungen wurden praklinische und therapeutische Daten gesammelt.
Zusatzlich  erhielt die  Studienzentrale  vom Neugeborenen  zwei
Mundschleimhautabstriche sowie ein kurzes Stlck gefrorener Nabelschnur. Mit
der daraus isolierten DNS erfolgte eine GWAS mit anschlieRender Imputation. Es
resultierte eine Assoziation der SNPs rs12263698, rs6481071, rs6110241 und
rs6135128 mit dem Surrogatparameter ,Katecholamintherapie®. Zusatzlich wurden
im Rahmen des Online-Servers GWAS3D weitere assoziierte Polymorphismen
gesucht. Die dabei gefundenen SNPs rs213561 und rs10137975 stellen signifikant
regulatorische intergenische Varianten dar. In der nachfolgenden Replikation
konnten jedoch weder die in der GWAS noch die in der GWAS3D gefundenen
SNPs bestatigt werden. Sekundaranalysen zeigten eine Haufung der Todesfalle in
der Gruppe der Frihgeborenen mit den Polymorphismen rs6110241 sowie
rs6135128. Hier ricken die bald erfolgenden Follow-up-Untersuchungen der nun
Funfjahrigen in den Fokus. Auch wenn Umweltfaktoren einen groRen Einfluss auf
die Entstehung des niedrigen Blutdrucks bei sehr kleinen Frihgeborenen
ausuben, sind genetische Ursachen nicht ausgeschlossen. Zu ihrem Nachweis
bedarf es nachfolgender Studien mit groRerer Fallzahl. Ziel ist es, weitere
diagnostische und therapeutische Malinhahmen zu etablieren, um sehr kleine

Frihgeborene in ihren ersten Lebensstunden noch besser zu stabilisieren.
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7.1 Anhang 1: Protokoll zur Isolierung von DNS aus

10.

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

18.

Nabelschnur mit dem Gentra® Puregene®
Tissue Kit

Nabelschnur ca. 100 mg kleingeschnitten

+ 3 ml Cell Lysis Solution — auf Eis pipettieren

+ 30 pl Puregene Proteinase K — vortexen

Uber Nacht bei 55°C im Thermoschuttler inkubieren, Speed 600

+ 15 pl RNase A Solution — vortexen

fur 1 Stunde bei 37°C im Thermoschuttler inkubieren, Speed 600

Fir 3 Minuten im Eis runterkihlen
+ 1 ml Protein Precipitation Solution und sofort 20 Sekunden hochtourig vortexen

10 Min bei 5.000 rpm zentrifugieren: Die Proteine sollten jetzt in Form eines festen
Pellets am Boden des Réhrchens sein
DNS-Uberstand in ein neues Réhrchen mit 1 ml Protein Precipitation Solution Gberfiihren
und die Proteinfallung wiederholen — auf Eis pipettieren

3 ml Isopropanol 100% in ein neues Réhrchen pipettieren

DNS-Uberstand dazugeben und das Réhrchen vorsichtig tiber Kopf schwenken

5 Minuten bei 5.000 rpm zentrifugieren: DNS sollte jetzt als Pellet am Boden des
Roéhrchens sein
Uberstand vorsichtig abgieRen und das Réhrchen kopfilber auf sauberes Papier abtropfen
lassen, dabei auf Pellet achten
+ 3 ml Ethanol 70%, Probe vorsichtig durchspilen, um das DNS-Pellet zu waschen
5 Minuten bei 5.000 rpm zentrifugieren
Alkohol vorsichtig abgielen, Réhrchen kopfliber auf Papier abtropfen lassen
Ethanolwaschschritt wiederholen (11.-13.)
Réhrchen kopfiiber auf sauberem Papier flr ca. 2 Stunden lufttrocknen lassen
+ 150 pl DNS Hydration Solution, vorsichtig mit Pipette durchspllen
Uber Nacht bei 25°C im Thermoschiittler inkubieren, Speed 300
Alternativ bei Raumtemperatur auch langer stehen lassen, hin und wieder vorsichtig

bewegen, da die langen DNS-Strange sonst zerbrechen

DNS-Konzentrationsmessung: Einstellung auf 50 — 70 g fpl

Zentrifuge: Heraeus Megafuge 2
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7.2 Anhang 2: TagMan® Prinzip

1. Assay Components and DNA Template
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et Probe ot . .
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Abbildung 4: TagMan® Prinzip
(nach Life Technologies Corporation:

http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb_marketing/documents/generaldocuments/cm
s_085696.pdf?ICID=mp-tagman-gex-0910)
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7.3 Anhang 3: Cluster Plot zur allelischen Diskriminierung

rs764063 (AX-11635561)
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Abbildung 5: Cluster Plot zur allelischen Diskriminierung

Darstellung eines SNPs mit guter Qualitat: Separate Abbildung von drei Wolken in der raumlichen
Auftrennung. Rote und blaue Wolke Homozygote, griine Wolke Heterozygote
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7.4 Anhang 4: Manhattanplots der GWAS zur
Katecholamintherapie — weitere Modelle

mmmmmmmmmmmmm

Abbildung 6: Manhattanplot der GWAS zur Katecholamintherapie - dominantes Modell.

Auch hier stellt sich ein SNP mit genomweiter Signifikanz in Chromosom 10 dar.

mmmmmmmmmmm

Abbildung 7: Manhattanplot der GWAS zur Katecholamintherapie - rezessives Modell.

Kein SNP erreicht genomweite Signifikanz. Es liegen lediglich einige SNPs im genomweit
verdachtigen Bereich.
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Katechol Heterazygote

Abbildung 8: Manhattanplot der GWAS zur Katecholamintherapie - heterozygotes Modell.

Auch hier stellt sich ein SNP mit genomweiter Signifikanz in Chromosom 10 dar.
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7.5 Anhang 5: Deskriptive und klinische Daten in
Abhangigkeit vom Genotyp

Tabelle 11: Deskriptive Daten des Gesamtkollektivs in den verschiedenen Genotypen

Ant. LR: Antenatale Lungenreife.

7 Anhang

rs12263698 rs6110241 rs6135128 rs6481071
Genotyp AA | AG | GG |GG | GA | AA| GG | GA | A AjCC|CT | TT
Geschlecht Madchen | 50,3 | 50,7 | 62,5| 49,9| 51,1| 47,9| 50,4| 50,8 | 49,2| 50,3 | 50,4 | 54,5
[%]
Junge [%] | 49,7 | 49,3| 37,5| 50,1 | 48,9 52,1| 49,6| 49,2| 50,8 | 49,7| 49,6 | 45,5
Gestations- Median 28,7| 28,4| 26,9| 28,9| 28,7| 28,4| 28,7| 28,7| 28,3| 28,7 | 28,6 | 28,9
alter [Wo] Perzentil 26,7| 26,1| 24,2| 26,7| 26,7| 26,6| 26,7 | 26,7| 26,6 | 26,7 | 26,3| 26,1
25
Perzentil 30,7| 30,9| 28,9| 30,7| 30,6| 30,3| 30,7| 30,6| 30,1| 30,7| 30,4| 30,9
75
Geburts- Median 1100 | 990| 850 1100 | 1100 | 1065| 1100 | 1093 | 1053 | 1100 | 1028 | 990
gewicht [g] Perzentil 830| 740| 665| 835| 825| 810| 830| 830| 830| 833| 773| 830
25
Perzentil 1330 | 1325 | 1043 | 1330 | 1340 | 1285| 1330 | 1340 | 1280 | 1330 | 1310 | 1190
75
Mehrling 36,0| 37,4| 12,5| 36,4| 36,1| 25,7| 36,5| 356| 26,5| 358 | 37,1| 18,2
[%]
Entbindung Spontan 12,3| 11,8| 42,9 12,1 | 13,2| 14,5| 12,1| 12,0| 13,8| 12,4| 11,5| 30,0
[%] Sectio 80,7| 77,8| 429| 809 79,4| 789| 81,1| 80,6| 80,6| 80,6 | 79,9| 60,0
Notsectio 70| 103| 143| 70| 74| 65| 69| 74| 56| 70| 86| 10,0
APGAR Median 8 8 6 8 8 8 8 8 8 8 8 8
Perzentil 7 7 5 7 7 7 7 7 7 7 7 6
25
Perzentil 9 9 8 9 9 9 9 9 9 9 9 9
75
Ant. LR [%] 89,2| 87,6| 87,5| 88,8| 89,3| 90,4| 89,0| 89,9| 89,2| 89,2| 87,3| 90,9
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7 Anhang

Tabelle 12: Klinische Daten des Gesamtkollektivs in den verschiedenen Genotypen

Haufigkeiten der klinischen Endpunkte in den verschiedenen Genotypen. Aufschlisselung in
Kinder der GNN- und der Neo-Studie. Teilnehmer in absoluten Zahlen. Rest prozentuale Werte.

* definiert als ,Sepsis mit Erregernachweis (early- oder late-onset)”
IVH: Intraventrikuldre Hamorrhagie, PVL: Periventrikuldre Leukomalazie, PDA: Persistierender
Ductus Arteriosus, ROP: Retinopathia Praematurorum, NEC: Nekrotisierende Enterokolitis, FIP:
Fokale Intestinale Perforation, BPD: Bronchopulmonale Dysplasie
#p: p-Werte des Chi-Quadrat-Tests nach Pearson.

rs12263698 rs6110241 rs6135128 rs6481071

Genotyp AA AG |GG | GG | GA AM | GG | GA | AA | CC cT | 17T

GNN GNN | 4400 | 134 | 7 | 2873 | 1473 | 190 | 2712|1185 | 159 | 4526 | 170 | 9
Neo [ 2532 64 1 | 1636 | 822 97 |[1645| 737 | 89 | 2591 69 2

Beatmung 457 | 497 | 75 | 453 | 46,0 | 50,0 | 453 | 46,3 | 51,0 | 456 | 485 |54,5

[%] p# 0,133 0,295 0,191 0,567

Sepsis* [%] 13,5 ‘ 12,4 ‘12,5 13,7 ‘ 13,3 ‘ 13,0 | 13,9 ‘ 13,6 ‘ 12,9 | 13,5 ‘ 13,2 ‘ 0
p# 0,998 0,769 0,727 0,428

Hirnblutung [%] 17,1 ‘ 17,4 ‘25,0 17,3 ‘ 17,4 ‘ 17,9 | 16,9 ‘ 17,6 ‘ 182 | 171 ‘ 17,0 ‘18,2
p# 0,818 0,962 0,851 0,993

IVH-Grad 0 83,0 | 829 [750] 829 | 828 [ 82,1 | 833|826 81,8 | 830 | 833 [81,8

[%] 1 6,9 69 [00]| 71 7.1 8,0 6,9 | 68 | 8,1 7,0 6,6 |00
2 4,0 41 [00] 38 45 33 | 38 | 45 | 31 4,0 39 |91
3 2,8 37 [125] 30 2,4 33 | 29 | 24 | 35 | 28 35 | 91
4 32 23 |125]| 32 3.2 33 | 32 | 37 | 35 | 32 27 |00
p# 0,554 0,756 0,672 0,840

PVL 0,0342‘0,0321‘ 0 0,0336‘0,0326‘0,0365 0,034‘0,033‘0,039 0,0339‘0,0347‘ 0
p# 0,856 0,872 0,878 0,755

OP PDA 4,6 ‘ 7.4 ‘12,5 48 ‘ 43 ‘ 54 5,0 ‘ 47 ‘ 3,1 46 ‘ 54 ‘9,1

[%] p# 0,188 0,444 0,178 0,553

OP ROP 3,2 ‘ 3,8 ‘25,0 3,2 ‘ 3.2 ‘ 3,1 3,3 ‘ 3,0 ‘ 2,7 3,2 ‘ 3.9 ‘9,1

[%] p#t 0,001 0,839 0,574 0,289

OP NEC oder 4,0 ‘ 6,9 ‘25,0 4.1 ‘ 4,0 ‘ 40 | 42 ‘ 43 ‘ 43 | 40 ‘ 6,2 ‘27,3

FIP [%] p# 0,001 0,999 0,995 0

BPD 15,6 ‘ 20,6 ‘37,5 15,7 ‘ 15,4 ‘ 19,3 | 15,6 ‘ 16,2 ‘ 159 | 155 ‘ 17,8 ‘27,3

[%] p# 0,034 0,102 0,980 0,205
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7.6 Anhang 6: Haufigkeiten der Endpunkte Blutdruck und
Katecholamintherapie

Tabelle 13: Endpunkte Blutdruck und Katecholamintherapie am ersten Lebenstag bei
Frihgeborenen mit den SNPs rs12263698, rs6110241 und rs6135128

Dargestellt sind der Median und die Perzentile des mittleren arteriellen Drucks (MAP) sowie der
Katecholamintherapie in Abhangigkeit von den verschiedenen Genotypauspragungen bei
Frihgeborenen mit den Polymorphismen rs12263698, rs6110241 und rs6135128. Auch hier
bestehen Unterschiede zwischen den homozygot h&ufigen und heterozygoten in
Gegeniberstellung zu den homozygot seltenen. Diese sind jedoch sehr gering und vermutlich auf
die vergleichsweise niedrige Fallzahl zurickzufuhren.

rs12263698 rs6110241 rs6135128
Genotyp GG GA AA AA AG GG AA AG GG
MAP Median 28 27 25 28 28 27 27 28 27
minimal am
ersten
Lebenstag
[mmHg]
Perzentil 25 23 22 21 23 23 23 23 23 23
Perzentil 75 32 31 36 32 32 32 32 32 32
Anzahl der 4684 | 143 7 3020 | 1594 | 193 2877 | 1321 | 162
Frihgeborenen
Katecholamine 1386 | 45 0 887 467 72 875 404 59
[n/n (%)] / / / / / / / / /
7502 | 214 8 4843 | 2514 | 296 | 4703 | 2144 | 254
(18,5)|(21,0)| (0) | (18,3) |(18,6)|(24,3)| (18,6) |(18,8)|(23,2)
Dopamin 10,8 | 13,6 0 10,7 10,8 | 14,3 10,9 11,2 | 15,5
[%]
Adrenalin 4,7 5,5 0 4,3 5,0 9,7 4.5 52 7,8
[%]
Noradrenalin 3,8 6,9 0 3,6 41 57 3,8 3,9 5,4
[%]
Dobutamin 10,1 | 10,1 0 10,0 9,6 10,3 10,1 10,4 | 9,3
[%]
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