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1 Einleitung

1.1 Fruhgeborene

Nach allgemein anerkannter Definition der World Health Organization bedeutet
Frihgeburtlichkeit eine Geburt vor der abgeschlossenen 37. Schwangerschafts-
woche (SSW). Weltweit kommen 11,1 % aller Kinder als Friilhgeborene zur Welt, wobei
ausgehend vom Geburtsgewicht (GG) eine weitere Unterteilung in Low-Birth-
Weight (LBW, GG < 2500g), Very-Low-Birth-Weight (VLBW, GG <1500g) und
Extremely-Low-Birth-Weight (ELBW, GG < 1000g) erfolgen kann (Blencowe et al., 2012;
Speer, 2013).

Die Friihgeburten-Raten weisen im weltweiten Vergleich deutliche Unterschiede auf. So
zeigen Lander mit niedrigem Einkommen héhere Frihgeburten-Raten als Lander mit hohem
Einkommen. In einigen afrikanischen Landern wie Malawi sind sie mit 18 % beispielsweise
sehr hoch, wahrend sie in mehreren Landern Europas bei circa 5 % liegen (Blencowe et al.,
2012). Deutschland zeigt dabei innerhalb Europas mit 8,9 % einen vergleichsweise hohen
Anteil Friihgeborener (Statistisches Bundesamt, 2015).

Global betrachtet nimmt der Anteil Friihgeborener zu (Blencowe et al., 2012). Die Ursachen
dafir liegen in einem Trend zu héherem mutterlichem Alter bei Geburt, einer héheren
Anzahl von Infertilitdtsbehandlungen und einer Zunahme an Mehrfachgeburten sowie
mdtterlichen Erkrankungen wie Hypertonie und Diabetes (Howson et al., 2013). In
Deutschland ist die Friihgeburten-Rate jedoch innerhalb der letzten Jahre stabil geblieben,
obwohl es auch hier zu einer Zunahme sehr kleiner und unreifer Friihgeborener kommt
(SchleuBner, 2013).

Fruhgeburtlichkeit stellt die Haupttodesursache bei Neugeborenen dar. Jéhrlich sterben
weltweit eine Million Kinder auf Grund von Friihgeburtlichkeit, und auch innerhalb der
ersten funf Lebensjahre bleibt sie die haufigste Ursache kindlicher Mortalitat (Liu et al.,
2016). Dariiber hinaus begunstigt Frihgeburtlichkeit die Entstehung weiterer Krankheiten
wie Infektionen, bronchopulmonale Dysplasien (BPD) oder intraventrikulare
Hamorrhagien (IVH; Allen, 2013).

Zudem ist die Entwicklung des Zentralen Nervensystems (ZNS) erheblich beeintréchtigt, da
sie vor allem im dritten Trimenon stattfindet (HUppi et al., 1998). So zeigen Friihgeborene

strukturelle ZNS-Veranderungen wie ein geringeres Hirnvolumen (de Kieviet et al., 2012)
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und eine verzogerte Ausreifung von Neuronen und Oligodendrozyten (Salmaso et al., 2014).
Dies wird von beeintrachtigten kognitiven und motorischen Fahigkeiten sowie von
Verhaltensauffalligkeiten ~ begleitet. ~ Zudem  weisen  Frihgeborene  haufiger
Entwicklungsverzégerungen sowie eine hohere Anfalligkeit flr Erkrankungen des ZNS wie
Cerebralparesen (CP) auf (Aarnoudse-Moens et al., 2009; Johnson und Marlow, 2017).
Frihgeborene sind somit eine Risikopopulation. Zwar konnte durch die verbesserte
Versorgung in der Neonatologie die Haufigkeit einer Vielzahl an Krankheiten wie BPD oder
Infektionen gesenkt (Allen, 2013) und ein kontinuierlicher Riickgang der Sterblichkeit in
der Neonatalperiode uber die letzten mehr als 60 Jahre beobachtet werden (Murphy et al.,
2017). Dennoch kommen durch die Zunahme sehr unreifer Friihgeborener immer mehr
Kinder zur Welt, die eine hohe Mortalitdt und Morbiditat zeigen. So Uberleben mehr
Frihgeborene mit einem besonders hohen Risiko fur die Entwicklung einer IVH (Mukerji et
al., 2015). In Folge dessen zeigt die IVH in kurzerer Vergangenheit — je nach betrachteter
Studie — unverénderte Hé&ufigkeiten oder zumindest nur einen leichten Ruckgang
(Inder et al., 2018).

1.2 Intraventrikulare Hamorrhagie

Die IVH ist die typische Hirnblutung Frihgeborener (Speer, 2013) mit einer Haufigkeit von
20 % unter VLBW-Fruhgeborenen (Robinson, 2012; Szpecht et al., 2015; Wei et al., 2016).
Sie stellt dabei eine Einblutung in die germinale Matrix dar. Bei der germinalen Matrix
handelt es sich um ein zellreiches, gut vaskularisiertes Areal zwischen Nucleus caudatus und
Thalamus auf Hohe des Foramen Monroe, aus dem wéhrend der fetalen Entwicklung des
ZNS Neuronen und Gliazellen in das restliche Gehirn migrieren (Mukerji et al., 2015). Die
germinale Matrix bildet sich dabei ab der 28. SSW kontinuierlich zurtick (Perlman, 2009).
Diese Riickbildung ist schatzungsweise in der 36. SSW abgeschlossen und die germinale
Matrix damit bei Reifgeborenen nicht mehr vorhanden (Szymonowicz et al., 1984).

Die Blutgefalie der germinalen Matrix sind besonders fragil (Milligan, 1980). Es handelt
sich um irreguldre GefaRe, die weder typische Charakteristika von Arteriolen noch von
Venolen aufweisen und eher als persistierendes, unreifes Gefélinetz bezeichnet werden
konnen (Inder et al., 2018). Veranderungen im zerebralen Blutfluss kénnen deshalb zur
Ruptur dieser Gefél3e fihren. Dabei kommt pathophysiologisch sowohl eine Hyperperfusion
mit konsekutiver mechanischer Ruptur als auch eine verminderte Perfusion mit ischdmischer

Lasion der Gefale in Frage (Speer, 2013). Dies wird insbesondere bei unreifen
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Frihgeborenen dadurch gefordert, dass die Autoregulation des zerebralen Blutflusses
weniger gut funktioniert (Milligan, 1980). Dariiber hinaus spielt bei der Entstehung einer
IVH auch eine Drucksteigerung im vendsen System eine Rolle, wie sie unter anderem bei
beatmeten Kindern oder im Falle eines Pneumothorax auftritt (Robinson, 2012;
Speer, 2013).

IVHs werden in vier Schweregrade unterteilt (siehe 2.2 Definition der Endpunkte). Grad 1
und 2 werden dabei als leichte IVH bezeichnet, wahrend Grad 3 und 4 eine schwere IVH
darstellen.

Die Mortalitat ist insbesondere bei einer schweren IVH erhoht. Sie betrdgt hier das
sechsfache im Vergleich zu Kindern ohne IVH (Mukerji et al., 2015). Als Folge der Blutung
kann zudem ein Hydrozephalus auftreten (Murphy, 2007), wéhrend langfristig die
neurologische Entwicklung beeintrachtigt ist und auch neurologische Folgeerkrankungen

wie eine CP gehauft vorkommen (Ancel et al., 2006; Mukerji et al., 2015).

Die IVH wird als multifaktorielle Erkrankung sowohl von genetischen Faktoren als auch
von Umweltfaktoren beeinflusst (McCrea und Ment, 2008; Ment et al., 2015). In zahlreichen
Studien stellten sich unter anderem das mannliche Geschlecht, ein niedriges GA, ein
niedriger Apgar, eine invasive Beatmung, ein Pneumothorax und ein Mehrlingsstatus als
Risikofaktoren heraus. Im Gegensatz dazu wirken eine antenatale Steroidgabe, eine weille
Hautfarbe sowie eine Geburt als small for gestational age (SGA) protektiv (Singh et al.,
2013; Shankaran et al., 2014; Ment et al., 2015; Waitz et al., 2016). SGA bedeutet hierbei
ein GG unterhalb der zehnten Perzentile des erwarteten GG (Voigt et al., 2012).
Die Kenntnis solcher Risikofaktoren macht eine bessere Versorgung in der Neonatologie
moglich. So konnte in Kalifornien eine Reduktion der Inzidenz der I\VH beobachtet werden,
die vor allem auf eine verminderte Intubation im Kreissaal sowie einen vermehrten
Gebrauch antenataler Steroide zuruickzufihren ist (Handley et al., 2018).

Im Gegensatz dazu gelang es trotz zahlreicher Versuche nicht, medikamentdse

Interventionen zur Beeinflussung der IVH zu etablieren (Roberts et al., 2017b).

Far die vorliegende Doktorarbeit tritt dabei folgende Fragestellung auf:
Lassen sich die bekannten Risikofaktoren fiir eine IVH in unserer Kohorte

bestatigen?
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1.3 Neonatale Sepsis

Bei der Sepsis handelt es sich um eine lebensbedrohliche Erkrankung auf Grundlage einer
fehlgeleiteten Immunantwort auf eine Infektion.

Pathophysiologisch kommt es dabei zunédchst zu einer tberschieenden Immunreaktion.
Darauf folgt eine Phase der Immunsuppression, die von Gerinnungsaktivierung,
GefaRdilatation und in Folge dessen Mikrozirkulationsstérungen begleitet wird. Im finalen
Stadium kann es dadurch zu massiven Organdysfunktionen mit hoher Letalitdt kommen.
In der Anfangsphase der Sepsis werden insbesondere von Makrophagen und Monozyten
proinflammatorische Zytokine freigesetzt, zu denen Tumornekrosefaktor o (TNF o) und
Interleukin 1B (IL 1B) zéhlen. Sekundér steigen dann die Konzentrationen von IL 6, IL 8 und
anderen Zytokinen, die zu einer generalisierten Immunantwort fiihren (Bhan et al., 2016).
Verschiedenen Endotoxine und Exotoxine kdnnen diese Zytokinausschittung triggern. Dazu
zdhlen beispielsweise auch Lipopolysaccharide (LPS) aus der Zellwand gram-negativer
Bakterien. Sie bewirken dies tber eine Bindung an Toll-like-Rezeptoren der Makrophagen

und Monozyten (Lewis et al., 2016).

Bei der neonatalen Sepsis wird in Abhangigkeit des Zeitpunktes zwischen Early-Onset-
Sepsis (EOS) und Late-Onset-Sepsis (LOS) unterschieden. Die EOS tritt per Definition
innerhalb der ersten 72 Stunden nach Geburt auf, die LOS danach.

Es zeigt sich dabei ein unterschiedliches Erregerspektrum. Bei der EOS wird es von Erregern
aus der matterlichen Vaginalflora dominiert, insbesondere von Streptokokken der Gruppe B
und E. coli (Schrag et al., 2016). Hingegen dienen bei der LOS beispielsweise Geféaltkatheter
oder Beatmungstuben als Eintrittspforten und es treten damit andere Erreger wie
koagulasenegative Staphylokokken, Staphylococcus aureus oder Enterobakterien auf
(Dong und Speer, 2015).

Die EOS tritt in Landern mit hohem medizinischen Versorgungsstandard in 0,08 % aller
Lebendgeburten auf (Schrag et al., 2016). Die LOS tritt hingegen in 0,6 % aller
Lebendgeborenen und damit deutlich haufiger auf (Didier et al., 2012).
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1.4 Apolipoprotein E

1.4.1 Genetische Grundlage von Apo E

Apolipoprotein E (Apo E) ist ein 299 Aminosdauren langes Protein, dessen Gen auf
Chromosom 19 liegt (Giau et al., 2015). Das Apo E -Gen besitzt drei wesentliche Allele:
Apo E2, Apo E3 und Apo E4 (Koch et al., 2002). Daneben sind seltenere Genvarianten wie
Apo E1, Apo E3r und Apo E5 bekannt (Ordovas et al., 1987; Seripa et al., 2011). Die drei
relevanten Apo E Allele sind lediglich auf zwei Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)
zurlickzufuhren (Seripa et al., 2011). SNPs bezeichnen Genvarianten, die sich nur in einer
Nukleinbase unterscheiden, wobei die Haufigkeit fur das seltene Allel Uber 1 % betrégt
(Wang et al., 1998). Diese SNPs stellen den GroRteil der interindividuellen genetischen
Unterschiede bei Menschen dar und haben in den letzten Jahrzehnten zunehmendes Interesse
im Rahmen genetischer Untersuchungen erlangt (Edwards et al., 2013).

Die SNPs im Apo E-Gen betreffen die Positionen 3 937 und 4 075, an denen entweder
Thymin (T) oder Cytosin (C) vorliegt. Die seltenen Allele Apo E2 und Apo E4 weisen dabei
jeweils nur eine ausgetauschte Nukleinbase im Vergleich zum héufigen Allel Apo E3 auf
(Seripa et al., 2011). Das hat im entstehenden Protein den Ersatz einer Aminosaure an den
Positionen 112 oder 158 zur Folge (Abbildung 1, Yu et al., 2014).

Trotz dieser nur geringen Unterschiede zwischen den drei Allelen haben sie folgenschwere
Konsequenzen. So zeigen Trager von zwei Apo E4 Allelen ein 15-fach erhdhtes Risiko an
Alzheimer zu erkranken. Zudem fuhrt Apo E4 zu einem erhéhten Risiko fur kardiovaskulére
Erkrankungen (Eichner et al., 2002). Apo E2 ist hingegen mit einem erhohten Risiko
verbunden, an einer Hyperlipoproteindmie Typ 3 zu erkranken (Phillips, 2014).

Ausgehend von den drei mdglichen Allelen ergeben sich sechs Haplotypen und davon
abgeleitet drei Genotypen (siehe 3.3 Verteilung der Apo E Haplotypen, Allele und
Genotypen).

Die drei Allele zeigen dabei in Europa eine Verteilung von 7 % flr Apo E2, 78 % fur Apo E3
und 15 % fir Apo E4. Die weltweite Verteilung weist insgesamt eine starke Variation auf
(Corbo und Scacchi, 1999). Zudem zeigt die Verteilung Unterschiede in Abh&ngigkeit vom
Alter. Neugeborene zeigen einen hoheren Anteil an Apo E4 auf Kosten von Apo E3,
wéhrend dieser Anteil mit zunehmendem Lebensalter abnimmt und sich Apo E4 als
Risikofaktor fiir eine kiirzere Lebensdauer erweist (Schachter et al., 1994; Becher et al.,
2005; Payami et al., 2005).
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Abbildung 1: Darstellung der drei Apo E Varianten

Es lasst sich erkennen, wie der Austausch der Aminosauren an Position 112 oder 158 zur
Entstehung dreier unterschiedlicher Proteine fihrt (Yu et al., 2014).

1.4.2 Physiologische Funktion von Apo E

Um Lipide in hydrophilen Milieus wie dem Blut zu transportieren, missen sie in Strukturen
mit hydrophiler Hulle verpackt werden. Diese Funktion Gbernehmen im menschlichen
Kdorper die Lipoproteine. Zu ihnen zdhlen Chylomikronen, Very-Low-Density-Lipo-
proteine (VLDL), Low-Density-Lipoproteine (LDL) und High-Density-Lipoproteine (HDL,
Han, 2004). Sie beinhalten in ihrem hydrophoben Kern Triglyzeride und Cholesterolester
und sind von einer hydrophilen Hulle umgeben, die von Phospholipiden und
Apolipoproteinen gebildet wird (Eichner et al., 2002). Die verschiedenen Lipoproteine
unterscheiden sich funktionell darin, welche Lipide sie transportieren und worin ihre
Ausgangs- und Zielorgane bestehen. Um diese unterschiedlichen Funktionen zu erfillen,
sind sie verschieden aufgebaut. Dabei besitzt jedes Lipoprotein eine spezifische
Zusammensetzung von Apolipoproteinen. Diese erfullen in Lipoproteinen neben der
Bildung der hydrophilen Hille auRerdem die Funktion, dass sie Kofaktoren fiir bestimmte
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Enzyme darstellen sowie einen gezielten Transport zu Organen ermdoglichen, indem sie an

Oberflachenrezeptoren der Zielzellen binden (Han, 2004).

Apo E wird hauptséchlich in der Leber synthetisiert. Daneben erfolgt seine Bildung in
zahlreichen anderen Organen wie der Milz, der Niere, den Gonaden und in Makrophagen.
Der zweithdufigste Syntheseort ist jedoch das Gehirn (Eichner et al., 2002). Apo E ist in
Chylomikronen, VLDL und HDL enthalten und sorgt fur den zielgerichteten Transport von
Phospholipiden, Cholesterolestern, Cholesterol und Triglyzeriden (Giau et al., 2015).
Insbesondere die Beteiligung am Transport der Triglyzeride wurde ausfiihrlich untersucht.
Zwei Lipoproteine sind besonders triglyzeridreich: In Chylomikronen werden Triglyzeride
aus dem Darm zur Leber transportiert, wéhrend sie in VLDL aus der Leber in die Peripherie
gebracht werden. Chylomikronen werden auf ihrem Weg aus dem Darm in die Leber von
der Lipoproteinlipase gespalten. Durch Kontakt mit HDL werden sie anschlieRend mit Apo
E angereichert und binden via Apo E an das LDL-Rezeptor-Related-Protein 1 und an den
LDL-Rezeptor auf den Hepatozyten.

Nach Internalisierung werden die Bestandteile getrennt: Wahrend Lipide und andere
Bestandteile in Lysosomen abgebaut werden, wird Apo E in frihen Endosomen
angereichert. Zudem wird Cholesterol aus zelluldaren Kompartimenten mobilisiert und
ebenfalls in die frihen Endosomen aufgenommen. HDL oder von HDL stammendes Apo
Al gelangt im n&chsten Schritt in den Hepatozyten und veranlasst eine Sekretion der frihen
Endosomen. Die sezernierten Bestandteile sind daraufhin an der Bildung von HDL beteiligt.
Das Recycling fiihrt somit einerseits zur Bereitstellung von HDL und zum Efflux von
Cholesterol aus Hepatozyten, andererseits werden Triglyzeride insbesondere postprandial
innerhalb der Chylomikronen aus der Blutbahn entfernt (Heeren et al., 2006; Phillips, 2014).
VLDL wird auf ahnliche Weise wie Chylomikronen abgebaut, allerdings wird es teilweise
auch zu LDL metabolisiert (Phillips, 2014).

Als Bestandteil von HDL ist Apo E zudem am reversen Cholesterol-Transport aus

peripheren Geweben zur Leber beteiligt (Kockx et al., 2018).
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1.4.3 Auswirkung von Apo E auf physiologische und
pathologische Ablaufe im ZNS

Das im Gehirn vorhandene Apo E wird vollstandig innerhalb des ZNS synthetisiert, wéhrend
in der Peripherie zirkulierendes Apo E die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren kann (Hauser
etal., 2011). Im Gehirn als zweithdufigstem Syntheseort wird Apo E vor allem in Astrozyten
und Mikroglia sowie unter Stress zusatzlich in Neuronen gebildet (Xu et al., 2006). Apo E
ist das vorherrschende Apolipoprotein im ZNS (Holtzman et al., 2012). Es spielt eine
wesentliche Rolle in der zentralnervosen Verteilung von Lipiden und Cholesterol und ist
damit entscheidend an axonalem Wachstum sowie an der Synthese von Synapsen,
Membranen und Myelinscheiden beteiligt (Lien et al., 2015).

Im Rahmen von Reparaturprozessen wird die Apo E Synthese im ZNS auf das 150-fache
gesteigert (Snipes et al., 1986) und tragt so tber den Transport von Lipiden zur Reparatur
von Membranen bei. Apo E4 wird allerdings im Rahmen dieser Prozesse intrazellular
vermehrt zu neurotoxischen Fragmenten abgebaut, die Schaden an Mitochondrien und am
Zytoskelett verursachen. Es ist somit weniger effektiv an der Reparatur beschéadigter Zellen
beteiligt (Mahley und Huang, 2012).

Auch in anderen Prozessen im ZNS lassen sich erhebliche Unterschiede zwischen den Apo E
Genotypen feststellen, wobei Apo E4 im Vergleich zu Apo E3 zahlreiche schadliche Effekte
zeigt. Wahrend ApoE3 im ZNS eine anti-inflammatorische und anti-apoptotische
Komponente besitzt, verstarkt Apo E4 inflammatorische Prozesse und zeigt eine erhohte
Apoptoserate in Neuronen. Zudem weist Apo E4 ein beeintrachtigtes axonales Wachstum,
eine beeintrachtigte Aussprossung von Neuriten sowie eine beeintrachtigte Synapsen-
Synthese auf. Dartiber hinaus ist Apo E4 mit einem veranderten Membranpotential sowie
einem beeintrachtigten Glucose-Metabolismus assoziiert (Mahley et al., 2006; Vance und
Hayashi, 2010; Mahley und Huang, 2012).

Unterschiede zwischen den Apo E Polymorphismen haben zudem einen Einfluss auf die
Entwicklung und den Verlauf zahlreicher Erkrankungen des ZNS.

Neben dem bereits beschriebenen Einfluss auf die Entwicklung einer Alzheimer-Erkrankung
(Phillips, 2014) ist Apo E4 mit einem schlechteren Outcome nach traumatischen
Hirnschaden assoziiert (Zhou et al., 2008; Zeng et al., 2014). Des Weiteren zeigt sich auch
bei Kindern ein Einfluss von Apo E auf das Gehirn sowie auf Erkrankungen des ZNS, auch
wenn diese Zusammenhénge noch nicht vollstandig geklart sind. So soll Apo E4 bei Kindern
ebenfalls mit einem schlechteren neurologischen Outcome nach traumatischem Hirnschaden

assoziiert sein (Kurowski et al., 2012; Kassam et al., 2016). Bei Kindern, die an angeborenen
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Herzfehlern operiert wurden, zeigte sich hingegen der Apo E2 Genotyp als Risikofaktor fiir
ein schlechteres Outcome (Gaynor et al., 2003; Gaynor et al., 2014). Und im Rahmen einer
CP konnten einerseits sowohl der Apo E2 als auch der Apo E4 Genotyp mit einem erhéhten
Erkrankungsrisiko in Verbindung gebracht werden (Kuroda et al., 2007; Braga et al., 2009).
Andererseits wirkt sich Apo E4 negativ auf den Verlauf der Erkrankung aus, wie Lien et al.
zeigen konnten. Sie berichteten, dass Apo E4 h&ufiger zu Epilepsie und parenteraler
Erndhrung fihrt (Lien et al., 2013).

In einigen Studien wurde allerdings auch ein positiver Einfluss von Apo E4 angegeben. So
berichteten einige Autoren von einer besseren neurokognitiven Entwicklung gesunder
Kinder mit Apo E4 Genotyp (Wright et al., 2003; Blackman et al., 2005; Orié et al., 2005).
Blackman et al. vermuteten, dass sich Apo E4 im fortgeschrittenen Lebensalter schadlich
auswirke, bei Kindern hingegen einen gegensétzlichen, protektiven Effekt zeige (Blackman
et al., 2005). Diese Vermutung konnte jedoch in einer Metaanalyse von Ihle et al. an 11 098
Kindern nicht bestatigt werden. Hier zeigte sich keine Auswirkung des Apo E Genotyps auf

die neurokognitive Entwicklung (lhle et al., 2012).

1.4.4 Apo E und Hirnblutungen

Bei Erwachsenen wird die Erblichkeit des Risikos fur intrazerebrale Blutungen (1ZBs) auf
44 % geschéatzt (Carpenter et al., 2016). Apo E hat dabei den groBten Einfluss auf dieses
genetische Risiko (Devan et al., 2013). Zahlreiche Studien konnten Apo E2 und Apo E4 als
Risikofaktoren fur 1ZBs identifizieren. Die Studien unterschieden dabei teilweise zwischen
lobéren und nicht-lobaren Blutungen und es zeigten sich je nach Blutungstyp verschiedene
Ergebnisse.

So fanden Peck et al. an 4 907 Patienten ein erhohtes Risiko fur lobére 1ZBs bei Apo E2 und
Apo E4 (Peck et al., 2008). Biffi et al. bestatigten einen Einfluss beider Genotypen auf die
Entwicklung einer lobaren 1ZB an 6 230 Individuen (Biffi et al., 2010). Hingegen wiesen
Sudlow et al. in einer groRen Kohorte von 23 926 Patienten nur Apo E2 als Risikofaktor fiir
lobére 1ZBs aus (Sudlow et al., 2006). Zwei weitere Studien stellten dagegen ein erhdhtes
Risiko fur lobare 1ZBs bei Tragern des Apo E4 Genotyps fest (Zhang et al., 2014; Chen und
Hu, 2016). Des Weiteren berichteten Biffi et al. von einem erhohten Risiko fur nicht-lobare
I1ZBs bei Apo E4 (Biffi et al., 2010).

Eine Studie an 2 015 Individuen zeigte, dass der Apo E Genotyp aullerdem einen Einfluss
auf den langfristigen Verlauf nach einer Hirnblutung bei Erwachsenen hat. Apo E2 Trager
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zeigten durchschnittlich ein 5,3 ml héheres Blutungsvolumen, eine erhéhte Mortalitat und
ein schlechteres Outcome 90 Tage nach einer lobaren 1ZB (Biffi et al., 2011).

Wie sich Apo E hingegen auf IVHs bei Friihgeborenen auswirkt, ist bislang nicht klar. Die
genetische Beeinflussung der IVH wurde von Adén et al. untersucht, aber nur die
Methylentetrahydrofolatreduktase zeigte einen Einfluss auf die Entstehung einer IVH (Adén
et al., 2013). Allerdings soll der Einfluss von Umweltfaktoren und genetischen Faktoren bei
der IVH circa 43 % betragen (Bhandari et al., 2006). Apo E erscheint dabei als
aussichtsreicher Kandidat, denn einerseits ist es ein Einflussfaktor von Hirnblutungen bei
Erwachsenen, andererseits hat es zahlreiche schéadigende Effekte auf das Gehirn von

Kindern.

Daraus resultiert folgende Fragestellung:
Hat der Apo E Genotyp einen Einfluss auf die Entwicklung und den

Schweregrad einer IVH bei Frilhgeborenen?

1.4.5 Apo E und inflammatorische Prozesse

Die Grundlage der Untersuchungen zu Apo E und Sepsis in dieser Doktorarbeit stellt eine
Studie von Gale et al. dar. Sie zeigte den Einfluss des Apo E Genotyps auf die Inflammation
sowohl an menschlichem Blut als auch direkt an Menschen nach LPS-Injektionen und
untersuchte den Einfluss von Apo E zudem im Rattenmodell sowie bei Patienten mit Sepsis.
Gale et al. stimulierten Blut von gesunden Probanden mit Liganden von Toll-like-
Rezeptoren und stellten erhdhte Sekretionen von TNF a und weiteren proinflammatorischen
Zytokinen bei Trégern des Apo E4 Genotyps fest. Nach der intravendsen Injektion von LPS
zeigten sich bei Apo E4 Tréagern eine starker ausgeprégte Hyperthermie, hohere TNF a-
Spiegel sowie ein friherer — jedoch nicht signifikanter — Anstieg von IL 6. Des Weiteren
wiesen Mause, bei denen humanes Apo E4 ins Genom integriert wurde, eine verstarkte
Hypothermie, eine erhdhte Ausschuttung von Zytokinen wie TNF o sowie hdaufiger
Leberschéden als Mé&use mit Apo E3 auf. Bei Untersuchung einer Gruppe von Patienten mit
schwerer Sepsis konnte Apo E4 zwar mit einem vermehrten Auftreten von
Gerinnungsstérungen assoziiert werden, insgesamt zeigte sich jedoch in den meisten
untersuchten Aspekten kein signifikanter Zusammenhang und die Autoren schlussfolgerten,
dass Apo E Polymorphismen das Outcome bei schwerer Sepsis nicht bedeutend beeinflussen
(Gale et al., 2014).
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Der Zusammenhang zwischen Apo E und inflammatorischen Prozessen wurde ausfiihrlich
untersucht. So bindet Apo E LPS und transportiert es anschlieend zur Leber, wo es
abgebaut wird (Van Oosten et al., 2001). Zudem unterdriickt es die Ausschittung
proinflammatorischer Zytokine wie TNF a, Interferony sowie I 6 (Ali et al., 2005) und
induziert eine Konversion von proinflammatorischen zu anti-inflammatorischen
Makrophagen (Baitsch et al., 2011). Neben der Hemmung inflammatorischer Prozesse
bindet Apo E allerdings auch fettreiche Antigene und induziert eine Aufnahme in
dendritische Zellen oder auch B-Zellen, wo sie anschlieRend natiirlichen Killer-T-Zellen
prasentiert werden und so eine Immunantwort ausgelost werden kann (van den Elzen et al.,
2005; Allan et al., 2009).

Eine entscheidende Beteiligung von Apo E an immunologischen Prozessen zeigen zudem
Untersuchungen an Méuse, denen das Apo E-Gen fehlt. Sie sind schlechter in der Lage,
bakterielle Infektionen von Kilebsiella pneumoniae und Listeria monocytogenes zu
bekampfen und weisen hierbei im Vergleich zu M&usen mit Apo E eine erhéhte Mortalitét
auf (Roselaar und Daugherty, 1998; de Bont et al., 2000).

Zwischen den Apo E Genotypen zeigen sich — ahnlich der Ausgangsstudie von Gale et al. —
deutliche Unterschiede im Hinblick auf ihre inflammatorischen Einflisse. M&use mit
humanem Apo E4 zeigen nach LPS-Gabe sowohl im Serum als auch im Gehirn héhere
TNF a- und IL 6-Spiegel (Lynch et al., 2003; Tsoi et al., 2007). Zudem weisen sie eine

erhdhte Mortalitat im Rahmen inflammatorischer Prozesse auf (Wang et al., 2009).

Apo E beeinflusst auRerdem Infektionen beim Menschen. So erhoht Apo E4 das Risiko von
Infektionen mit Herpes-simplex-Viren (Dobson et al., 2006) und humanen Immundefizienz-
Viren (Burt et al., 2008), wahrend gegenlber Infektionen mit Hepatitis C-Viren ein
protektiver Effekt besteht (Price et al., 2006).

Studien zur Auswirkung von Apo E auf die Entwicklung einer Sepsis beim Menschen gibt
es hingegen wenige. Moretti et al. zeigten an 343 chirurgischen Patienten, dass Apo E3
Tréger signifikant seltener eine schwere Sepsis entwickelten (Moretti et al., 2005). Zudem
wiesen Drabe et al. eine erhohte systemische Inflammation bei Apo E4 Trégern nach
kardiopulmonalem Bypass nach (Drabe et al., 2001).

Bei Kindern liegen noch keine Studien vor, die den Einfluss von Apo E auf inflammatorische

Prozesse untersuchen.

Es ergibt sich somit folgende Fragestellung:
Beeinflusst der Apo E Genotyp die HAaufigkeit des Auftretens einer

neonatalen Sepsis?
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1.5 Fragestellung

e Lassen sich die bekannten Risikofaktoren fir eine IVH in unserer Kohorte
bestatigen?

e Hat der Apo E Genotyp einen Einfluss auf die Entwicklung und den Schweregrad
einer IVH bei Frihgeborenen?

e Beeinflusst der Apo E Genotyp die Haufigkeit des Auftretens einer neonatalen

Sepsis?



2 Material und Methoden

2.1 GNN-Studie

Das German Neonatal Network (GNN) — Deutsches Friihgeborenen Netzwerk — ist eine
prospektive Kohortenstudie, die seit Januar 2009 deutschlandweit an 53 teilnehmenden
neonatologischen Zentren klinische Daten Uber Frihgeborene mit einem GG unter 1500
Gramm erhebt. Nur in Ausnahmefallen betreuen die Kliniken dabei weniger als 40 VLBW-
Frihgeborene pro Jahr. Einschlusskriterium ist neben dem geringen GG ein
GA < 36+6 SSW. Ausschlusskriterium ist die Verlegung aus einer anderen Kinderklinik in
ein Studienzentrum. Erfasst werden die klinischen Daten wahrend der ersten fiinf
Lebensjahre. Die Studienzentrale ist die Klinik fir Kinder- und Jugendmedizin der
Universitat Libeck. In der vorliegenden Arbeit wird Datenmaterial von Kindern einbezogen,
die im Zeitraum von Januar 2009 bis Dezember 2014 in die Studie eingeschlossen wurden
und ein GA zwischen 22+0 SSW und 31+6 SSW aufwiesen.

Die Studie hat zum Ziel, Umweltfaktoren sowie genetische und klinische Faktoren zu
identifizieren, die sich auf die langfristige korperliche und geistige Entwicklung der
Frihgeborenen auswirken. Eine solche Identifikation kann einerseits ein prophylaktisches
Handeln sowie andererseits eine gezielte Therapie ermdglichen.

Um ein Kind in die Studie einzuschliel’en, muss eine ausfihrliche Aufklarung der Eltern
stattfinden und auf einem unterschriebenen Einverstandnisbogen (sieche Anhang A.1)
dokumentiert werden. Die klinischen Daten werden danach zu drei Zeitpunkten erhoben:
Waihrend des postnatalen Aufenthaltes in der Klinik sowie im Alter von zwei und flnf
Jahren.

Liegt der unterschriebene Einverstandnisbogen vor, werden auf dem Dokumentationsbogen
1 (siehe Anhang A.2) Angaben zum Kind, zur Mutter sowie zur Geburt erfasst. Diese
Datenerfassung erfolgt durch das behandelnde Studienzentrum. Um eine valide
Datenerhebung zu gewaéhrleisten, erfolgt eine Schulung durch die Studienzentrale nach
Einschluss der Klinik in das GNN. AulRerdem werden je zwei Mundschleimhautabstriche
von Mutter und Kind gewonnen und zusammen mit dem Dokumentationsbogen 1 nach
Libeck geschickt. Des Weiteren wird ein kurzes Stlick Nabelschnur entnommen und bei

-20°C eingefroren. Die Nabelschnire werden in regelméRigen Abstdnden gesammelt nach
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Libeck transportiert. Neben der Erfassung der klinischen Daten ist es somit moglich, aus
den Schleimhautabstrichen und Nabelschnurproben DNA zu isolieren und folglich
genetische Untersuchungen vorzunehmen.

Auf den Dokumentationsbdgen 2 und 3 (siehe Anhang A.3 und A.4) wird bei Entlassung,
Versterben oder Verlegung des Kindes der Verlauf des stationaren Aufenthaltes erfasst.
Dokumentationsbogen 4 (siehe Anhang A.5) wird im Falle einer Verlegung vom in der
Verlegungsklinik zustandigen Neonatologen bei Entlassung oder Versterben des Kindes
ausgefullt.

Um die langfristige korperliche und geistige Entwicklung erfassen zu kénnen, erfolgt
zunéchst eine ambulante Nachuntersuchung im Alter von zwei Jahren im jeweiligen
Studienzentrum.

Die erneute Nachuntersuchung im Alter von fiinf Jahren wird durch Personal der
Studienzentrale Libeck durchgefiihrt. Dabei werden einerseits klinische Daten erhoben und
andererseits verschiedene Tests — wie beispielsweise ein Entwicklungstest oder eine
Untersuchung der grob- und feinmotorischen Fahigkeiten — durchgefiihrt. Alle angewandten
Tests und Erhebungsbdgen sind standardisiert und wurden an groRen Kohorten validiert. Sie
werden zudem in internationalen Studien als Standard eingesetzt.

Die Eltern erhalten in regelmaRigen Abstdnden Fragebdgen zur Erfassung des sozialen
Umfeldes, der Ernahrung, der Bildung und des Gesundheitsverhaltens. Diese Fragebdgen
wurden bereits im Rahmen der KIGGS-Studie eingesetzt, bei der das Robert-Koch-Institut
uber 17 000 Kinder im Alter von 0 — 17 Jahren untersuchte. Die 2007 publizierte Studie
bietet somit einen groRen Pool an Vergleichsdaten.

Zur Gewahrleistung des Datenschutzes wurden zwei getrennte Datenbanken fir die
personenbezogenen und klinischen Daten angelegt. Die klinischen Daten werden
pseudonymisiert und sind mit den personenbezogenen Daten nur Uber eine
Identifikationsnummer verkniipft. Die Eingabe der Daten erfolgt doppelt kontrolliert. Die in
den Studienzentren erhobenen Daten werden halbjahrlich tGberpruft. Dabei erfolgt eine
Kontrolle auf Vollstandigkeit der klinischen Angaben. Zusétzlich werden Frihgeborene
erfasst, die zwar die Einschlusskriterien erfillen, aber nicht eingeschlossen wurden. Von

diesen Frihgeborenen werden ausgewahlte Parameter pseudonymisiert erhoben.

Die Studie wurde von den Ethikkommissionen der Studienzentrale Libeck sowie aller
teilnehmenden Studienzentren beflirwortet (Aktenzeichen der Ethikkommission Libeck
08-022, Datum: 27.06.2008).
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2.2 Definition der Endpunkte

Die Endpunkte sind durch die Studienleitung wie folgt definiert bzw. auf Grundlage der

erhobenen Daten berechnet:

Small for gestational age
(SGA):

Intraventrikuldre Hamorrhagie
(IVH):

Periventrikulare Leukomalazie
(PVL):

Antenatale Lungenreife:

Tracheale Beatmung:

Sepsis

Frihgeborenes mit einem Geburtsgewicht unter der
zehnten Perzentile der fir sein Gestationsalter
entsprechenden Normalverteilung (Voigt et al.,
2012).

Einteilung in vier Grade:

Grad 1: Subependymale Blutung

Grad 2: Ventrikel Einbruchsblutung, < 50 %
des Ventrikelvolumens

Grad 3: Ventrikel Einbruchsblutung, > 50 %
des Ventrikelvolumens

Grad 4: Periventrikuldre Hamorrhagie,

unabhéngig vom Ausmal} der
begleitenden intraventrikularen
Héamorrhagie

Parenchymale, periventrikulére zystische Lasion als
Folge einer ischamischen Hirngewebsnekrose, z.B.
im Rahmen einer perinatalen Asphyxie.

Antenatale i.m. Gabe von 2 x 12 mg Betamethason
im Abstand von 24 Stunden (alternativ
4 x 6 mg Dexamethason) an die Mutter.

Jegliche tracheale Beatmung einschliel3lich
intraoperativer Beatmung.

Alle Definitionen werden in Anlehnung an das
NEO-KISS Surveillance-Protokoll verwendet.

Sepsis (klinisch)  Klinische Zeichen einer Sepsis
(beispielsweise reduzierte
Mikrozirkulation, Atemstérung,
metabolische Stérungen).

Sepsis mit Klinische Zeichen einer Sepsis
Erregernachweis und zusatzlich Nachweis des
Erregers in der Blutkultur.

Auftreten einer Sepsis innerhalb
der ersten 72 Lebensstunden.

Early-Onset-
Sepsis
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2.3 DNA-Isolierung

Die DNA-Isolierung erfolgte bevorzugt aus den Nabelschniren, da die DNA hier hoher
konzentriert vorliegt als in den Mundschleimhautabstrichen. Die Abstriche dienten damit als
Reserve, falls keine Nabelschnire vorlagen. Allerdings ist die Isolation aus den Abstrichen

weniger aufwendig, weshalb von 2012 — 2013 ausschlieBlich Abstriche genutzt wurden.

Die Isolierung der DNA aus den Abstrichen wurde mittels QlAamp® DNA Mini Kit der
Firma QIAGEN durchgefuhrt und beruht auf dem Prinzip der Adsorptions-
Chromatographie. Hierbei wurde zunéchst ein Puffer und eine Protease zu dem Abstrich-
Tupfer gegeben, um die Zellen zu lysieren sowie die Proteine zu spalten. AnschlieRend
wurde Ethanol als Lésungsmittel hinzugefigt. Das Lysat wurde dann auf eine Saule gegeben
und zentrifugiert. Dabei fand die Adsorption der DNA an einer Membran aus Silica-Gel
statt, wahrend das Filtrat verworfen werden konnte. Dieser Arbeitsschritt wurde mehrfach
wiederholt. Es folgten zwei Waschschritte mittels Waschpuffern. Im Anschluss wurde die
DNA in Losung gebracht. Die DNA-Isolierung erfolgte nach leicht abgewandeltem
Protokoll des Herstellers (siehe Anhang A.6).

Fur die DNA-Extraktion aus Nabelschniiren wurde das Gentra® Puregene® Tissue Kit der
Firma QIAGEN verwendet. Zundchst wurde Cell Lysis Solution zur Nabelschnur
hinzugefigt, um die Zellen zu lysieren. AnschlieBend wurden mittels RNAse und Proteinase
RNA und Proteine in der Losung abgebaut. Durch Zugabe von Protein Precipitation Solution
wurden noch in Lésung befindliche Proteine ausgeféllt und lagen anschlieBend als Pellet
vor, das verworfen wurde. Dieser Arbeitsschritt wurde danach erneut durchgefiihrt. Im
Anschluss wurde die brig geblieben DNA in Isopropanol gegeben und féllte aus. Das
entstandene DNA-Pellet wurde in zwei Waschschritten mit Ethanol gereinigt und schlieBlich
mittels DNA Hydration Solution in Lésung gebracht. Die Extraktion der DNA aus den
Nabelschniiren wurde ebenfalls nach einem modifizierten Protokoll des Herstellers
durchgefihrt (siehe Anhang A.7).

Das aus den Nabelschniren gewonnene DNA-Isolat wurde anschlieBend einer
Konzentrationsmessung unterzogen. Das Isolat wurde nachfolgend soweit verdiinnt, bis die
Konzentration im Bereich von 50 — 70 ng/ul lag. Nur wenn die Konzentrationsmessung
Werte unter 35 ng/ul ergab, musste die Messung wiederholt werden. Die Konzentration der
aus den Abstrichen gewonnenen DNA musste nicht bestimmt werden, da hierbei nicht mit
zu hohen DNA-Konzentrationen zu rechnen ist.

Die so gewonnenen DNA-Isolate wurden fir die allelische Diskriminierung verwendet.



2 Material und Methoden 17

2.4 Allelische Diskriminierung

Die allelische Diskriminierung basiert auf einer qualitativen PCR. Hierbei werden

fluoreszierende Gensonden genutzt, um allelspezifische PCR-Produkte zu detektieren.

Die isolierte DNA wurde zun&chst auf 96-Well-Platten und fir die PCR mittels
Achtkanalpipette auf 384-Well-Platten tberfuhrt. Jedes Well enthielt nun 1 pl DNA-Isolat
aus Nabelschniren bzw. 2 pl DNA-Isolat aus Mundschleimhautabstrichen. Das sollte
gewadhrleisten, dass den nachfolgenden Messungen vergleichbare DNA-Konzentrationen zu
Grunde lagen, da die DNA in den Mundschleimhautabstrichen und dem daraus
resultierenden Isolat geringer konzentriert ist. Zunéchst erfolgte die Zugabe von TagMan®
Genotyping Master Mix (Applied Biosystems), Ampuwa® (Fresenius Kabi) und SNP
Genotyping Assay Mix (Applied Biosystems) mittels Multipette (Tabelle 1). AnschlieRend
wurde die Platte mittels Klebefolie luftdicht verschlossen, auf dem Rittler vermischt und

zentrifugiert.

Tabelle 1: Protokoll PCR-Reagenzien

Reagenz Hersteller / Firma Menge pro Probe [ul]
Proben DNA

Nabelschnur 1

Abstrich 2
TagMan® Genotyping Master Applied Biosystems 2,525
Mix
Ampuwa® Fresenius Kabi 2,425

SNP Genotyping Assay Mix Applied Biosystems 0,05
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Die PCR wurde im Tag Man® HT 7900 (Applied Biosystems) durchgefiihrt (Tabelle 2). Bei
dieser allelspezifischen PCR werden Gensonden verwendet, an deren 5°-Ende ein Reporter
gekoppelt ist. Dabei handelt es sich um einen fluoreszierenden Farbstoff. Eingesetzt werden
die beiden Farbstoffe VIC® und FAM™, Am 3‘-Ende der Gensonde befindet sich ein
Quencher, der das Fluoreszieren des Reporters durch Forster-Resonanzenergietransfer
unterdruckt, sofern er sich in raumlicher Nahe befindet. Sind also Reporter und Quencher
beide an die intakte Gensonde gebunden, sendet der Reporter kein Fluoreszenzsignal aus.
Bei der allelischen Diskriminierung werden zwei Gensonden verwendet, die sich lediglich
in einer Base unterscheiden. Sie stellen damit zwei Varianten des SNP dar, wobei eine
Gensonde den Wildtyp und die andere die Mutation detektiert. Die zu den Gensonden
passende Sequenz befindet sich innerhalb des Bereiches der DNA, der bei der PCR
amplifiziert wird. Wahrend der PCR bindet eine der beiden Gensonden an den exakt
komplementéaren Bereich der Proben-DNA. Im Rahmen der Elongation des DNA-
Doppelstranges trifft nun die Tag-DNA-Polymerase auf die gebundene Gensonde und trennt
diese von ihrer komplementéaren DNA-Sequenz. Dabei wird die Gensonde aufgespalten und
die raumliche Nahe von Reporter und Quencher geht verloren. Der Farbstoff sendet nun ein
spezifisches Fluoreszenzsignal bei Anregung durch Licht entsprechender Wellenldnge aus.
Die emittierte Wellenldnge zeigt an, welches Allel vorhanden ist. Homozygote
Merkmalstréager senden Licht einer Wellenldnge aus, heterozygote Merkmalstrager Licht

zweier Wellenldngen (Abbildung 2). Die PCR folgte dem Protokoll des Herstellers.

Tabelle 2: Protokoll PCR-Ablauf

Gerat: TagMan 7900 Temperatur [C°] Zeit [min]
Aktivierung der Taqg DNA- 95 10
Polymerase

Zyklen

Denaturierung 92 0:15

Annealing/ Extension 60 1
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der allelischen Diskriminierung (nach Thermo Fisher Scientific, 2010)

Die Auswertung erfolgte mittels Sequence Detection System-Software (Version 2.4) und

fand automatisiert statt (Abbildung 3), allerdings gab es eine manuelle Uberpriifung der

Negativkontrollen. Wurde hier eine starke Abweichung vom zu erwarteten Leerwert

gemessen, wurde der Durchlauf wiederholt. So konnte das Risiko einer Kontamination

minimiert werden. Zudem wurde das Risiko dieser zufélligen Fehler dadurch verringert, dass

einzelne Proben doppelt gemessen wurden.
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Abbildung 3: Cluster Plot zur allelischen Diskriminierung

Darstellung der Auswertung einer PCR: Die rote und blaue Wolke entsprechen jeweils den
Homozygoten, die griine Wolke entspricht den Heterozygoten. Die Kreuze stellen die Proben dar,
die nicht bestimmt werden konnten, die schwarzen Quadrate stellen Leerwerte dar.
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2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels SPSS-Software (Version 22). Zur
Beschreibung der kategorialen Variablen wie Geschlecht oder Herkunft der Mutter wurden
Hé&ufigkeiten verwendet. Die metrisch skalierten Variablen wie GA oder GG wurden
hingegen mit Hilfe von Mittelwert und Standardabweichung beschrieben. Zur Prufung auf
signifikante Unterschiede wurde flir metrisch skalierte Variablen der T-Test angewandt. Die
kategorialen Variablen wurden mittels exaktem Test nach Fischer und Pearson-Chi-
Quadrat-Test untersucht. Dabei wurden jeweils separate p-Werte fur Apo E2 vs. Apo E3

sowie Apo E3 vs. Apo E4 berechnet.

Zur Beurteilung eines dosisabhéngigen Effektes von der Anzahl an Apo E-Polymorphismen
auf das Auftreten einer schweren IVH wurde eine logistische Regression durchgefihrt, da
Studien bei Erwachsenen ein dosisabhangiges genetisches Modell fir den Einfluss von
Apo E auf 1ZBs angeben (Biffi et al., 2010; Biffi et al., 2011).

Um den quantitativen Einfluss verschiedener klinischer Risikofaktoren auf das Auftreten
einer schweren I1\VVH festzustellen, wurde ebenfalls eine logistische Regression angewendet.
Dabei wurde sich an einer logistischen Regression orientiert, die von Ment. et al beschrieben
wurde (Ment et al., 2015). Diese enthielt die Risikofaktoren GA, antenatale Steroidgabe,
Apgar < 3 mit 5 min, Intubation und Pneumothorax. Bei der in der vorliegenden Arbeit
durchgefuhrten logistischen Regression wurden zudem SGA, Mehrling, Geschlecht und
mitterliche Herkunft ergénzt, da diese bekannte Risikofaktoren darstellen (Handley et al.,
2018) bzw. mit Apo E assoziiert sind (Utermann, 1987).

Alle in dieser Arbeit genannten Signifikanztests sind zweiseitig. Das Signifikanzniveau
wurde auf p < 0,05 festgelegt mit Anpassungen nach Bonferroni-Holm, da zwei genetische

Varianten getestet wurden.
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3.1 Studienpopulation

Die Auswahl der Frithgeborenen verdeutlicht Abbildung 4. VVon Januar 2009 bis Dezember
2014 wurden insgesamt 10 259 Friihgeborene in das GNN eingeschlossen. Aus diesen
Friihgeborenen wurden solche mit einem GA zwischen 22+0 SSW und 31+6 SSW selektiert.
Zudem mussten einerseits zwingend Angaben zur IVH vorhanden sein, was eine Schadel-
Sonographie voraussetzte. Andererseits mussten DNA-Proben vorliegen. Das fiihrte zu einer

Auswahl von 8 694 Friihgeborenen, von denen 7 952 erfolgreich genotypisiert wurden.

Bis Dezember 2014 in das
GNN eingeschlossene
Frihgeborene:

10 259

GA zwischen 3240
SSW und 36+6 SSW

1282

\
v

v

GA zwischen 2240 SSW und
31+6 SSW:

8977

\
v

28

Angaben zur IVH vorhanden
(Schéadel-Sonographie

durchgefihrt):
8949
Keine DNA-Proben
¢ > vorhanden:

255

DNA-Proben vorhanden:
8 694

Keine erfolgreiche
Genotypisierung:

742

\4
) SR ) SR

Keine Angaben zur
IVH vorhanden:

Erfolgreiche Genotypisierung:
7952

Abbildung 4: Einschluss der Fruhgeborenen aus dem GNN in die vorliegende Arbeit
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3.2 Ergebnisse der allelischen Diskriminierung

Die SNPs im Apo E-Gen betreffen die Positionen 3 937 und 4 075 im Apo E Gen. Zur
besseren Einteilung aller vorkommenden SNPs werden ihnen eindeutige Nummern
zugewiesen, wobei der SNP an Position 3 937 als rs429358 und der SNP an Position 4 075

als rs7412 bezeichnet wird.

Die Genotypisierung war erfolgreich in 96,0 % (rs7412) bzw. 93,6 % (rs429358). Bei 7 952

Frihgeborenen konnten beide SNPs erfolgreich bestimmt werden. Dies entspricht 91,9 %.

Die Ergebnisse der allelischen Diskriminierung dieser 7 952 Friihgeborenen sind in Tabelle

3 dargestellt.

Tabelle 3: Ergebnisse der allelischen Diskriminierung

SNP-Auspragung Anzahl Verteilung [%0]
(n =7952)
c/C 6835 86,0
rs7412 CIT 1070 13,5
TIT 47 0,6
TIT 6040 76,0
rs429358 CIT 1790 22,5

c/C 122 1,5
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3.3 Verteilung der Apo E Haplotypen, Allele und
Genotypen

Aus der Genotypisierung ergeben sich die in Tabelle 4 aufgezeigten sechs Haplotypen und
ihre Haufigkeiten.

Tabelle 4: Verteilung der Apo E Haplotypen

E2/E2 E2/E3 E3/E3 E3/E4 E2/E4 E4/E4
rs7412 TIT CIT C/C C/C CIT C/ic
rs429358 TIT TIT TIT CIT CIT c/C
Anzahl 47 918 5075 1638 152 122
(n=7952)

Verteilung [%] 0,6 115 63,8 20,6 1,9 1,5

Anhand der sechs Haplotypen werden — wie in Tabelle 5 dargestellt — die drei Genotypen
Apo E2, Apo E3 und Apo E4 abgeleitet, um im nachfolgenden Teil der Arbeit drei
Vergleichsgruppen zu haben: Der Genotyp Apo E3 wird dabei gebildet aus dem
Haplotyp E3/E3, Apo E2 wird aus den Haplotypen E2/E2 und E2/E3 gebildet und Apo E4
leitet sich aus den Haplotypen E4/E4, E2/E4 und E3/E4 ab (Zannis et al., 1981;
Koch et al., 2002). Fur die drei Genotypen ergeben sich Haufigkeiten von 12,1 % (n = 965)
flr Apo E2, 63,8 % (n = 5075) fiir Apo E3 sowie 24,0 % (n = 1912) fur Apo E4.

Tabelle 5: Bildung der Apo E Genotypen aus den Apo E Haplotypen

Apo E Haplotyp E2/E2 E2/E3 E3/E3 E3/E4 E2/E4 E4/E4
Apo E Genotyp E2 E3 E4
Anzahl (n =7952) 965 5075 1912

Verteilung [%] 12,1 63,8 24,0
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Ausgehend von den Haplotypen l&sst sich die Verteilung der Apo E Allele ableiten. Diese
zeigen Haufigkeiten von 7,3 % (n = 582) fur Apo E2, 79,9 % (n = 6353) fir Apo E3 sowie
12,8 % (n = 1017) fir Apo E4.

Tabelle 6 vergleicht die Haufigkeiten der Apo E Allele aufgetrennt nach der Herkunft der
Mutter.

Dabei zeigt sich, dass Apo E3 mit 78,8 % seltener bei Friihgeborenen mit Miittern deutscher
Herkunft auftritt (nur Kinder mit Muttern afrikanischer Herkunft sind noch seltener Tréger
eines Apo E3 Allels), wahrend sich sowohl fiir Apo E2 mit 7,7 % als auch fir Apo E4 mit
13,5 % eine Haufung zeigt, die ebenfalls nur dann ausgepragter ist, wenn Miitter
afrikanischer Herkunft sind.

Bei Betrachtung der weiteren Subgruppen fallt auf, dass Apo E2 seltener bei Kindern mit
asiatischer Herkunft der Mutter auftritt. Apo E3 zeigt sich hingegen deutlich hdufiger bei
Frihgeborenen mit mitterlicher Herkunft aus dem Nahen Osten einschlieBlich der Turkei,
wéhrend sich in dieser Subgruppe zudem ein selteneres Auftreten des Apo E4 Allels
feststellen l&sst. Eine mitterliche Herkunft, die keiner der genannten Subgruppen
zuzuordnen ist, fallt unter die Kategorie Sonstige. Auf diese wird hier nicht genauer

eingegangen.

Tabelle 6: Verteilung der Apo E Allele bezogen auf die Herkunft der Mutter

Deutschland Ubriges Naher Asien Afrika Sonstige
(n =5804) Europa Osten (n=137) (n =363) (n=192)
inklusive inklusive
Russland Turkei

(N=852)  (n=604)

Apo E2 [%] 7.7 6.3 6,1 3,7 8,1 5,7
Apo E3 [%] 78,8 81,6 86,1 82,8 78,0 86,5

Apo E4 [%] 13,5 12,1 7,8 13,5 13,9 7,8
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3.4 Klinische Daten in Bezug auf den Apo E Genotyp

Die Tabelle 7 zeigt klinische Daten der Friihgeborenen.

Tabelle 7: Klinische Daten in Abhangigkeit vom Apo E Genotyp

Apo E2 Apo E3 Apo E4 p* p#

(n =965) (n =5075) (n=1912) E3 vs. E2 E3 vs. E4
Gestationsalter* 28,1/2,3 28,1/2,3 28,1/ 2,3 0,501 0,876
[Wochen]
Geburtsgewicht™ [g] 1025/ 295 1022/ 300 1024/ 297 0,754 0,814
Mannliches 51,2 52,8 52,2 0,363 0,687
Geschlecht [%]
Mehrling [%] 33,6 34,0 34,2 0,776 0,903
SGA [%] 9,5 12,1 11,2 0,024 0,307
Mutter deutscher 76,0 70,9 77,0 0,001 < 0,001

Herkunft [%)]

* Mittelwert/ Standardabweichung, # T-Test fiir Gestationsalter und Geburtsgewicht, Pearson-Chi-Quadrat-
Test fr alle anderen Variablen

Auffallig ist, dass Kinder mit dem Apo E2 Genotyp seltener als SGA geboren werden.
Wéhrend 12,1 % der Frihgeborenen mit Apo E3 eine Geburt als SGA aufweisen, sind es
unter Apo E2 nur 9,5 % (p = 0,024). Fir Apo E4 zeigt sich hingegen keine Differenz im
Vergleich zu Apo E3 (11,2 %, p = 0,307).

Es zeigt sich auBerdem ein auffalliger Unterschied in Bezug auf die Herkunft der Miitter.
76,0 % der Friihgeborenen mit Apo E2 Genotyp und 77,0 % der Frihgeborenen mit Apo E4
Genotyp haben eine Mutter deutscher Herkunft. Hingegen sind es unter Apo E3 70,9 %
(p = 0,001 fir E2 vs. E3 sowie p < 0,001 fur E3 vs. E4).

Ansonsten unterscheiden sich die Gruppen nicht signifikant.
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3.5 IVH

3.5.1 Einfluss des Apo E Genotyps auf die IVH und PVL
Hirnblutungen finden sich bei 1 456 Friihgeborenen im Gesamtkollektiv (18,3 %). Sie sind
dabei sowohl bei Apo E2 mit 20,1 % (p = 0,049) als auch bei Apo E4 mit 19,8 % (p = 0,023)
signifikant h&ufiger als bei Friihgeborenen mit Apo E3, bei denen 17,4 % eine IVH
entwickeln. Eine schwere IVH (Grad 3/4) zeigt sich mit 7,8 % unter Tragern des Apo E2
Genotyps sowie mit 7,6 % unter Tragern des Apo E4 Genotyps, wahrend sich bei 5,5 % der
Frihgeborenen mit Apo E3 eine schwere IVH ausbildet. Auch diese statistische Haufung ist
signifikant, der relative Unterschied von Apo E2 bzw. Apo E4 zu Apo E3 ist dabei noch
deutlicher. Die Odds Ratio (OR) Apo E2 verglichen mit Apo E3 betragt 1,4 (95 %-
Konfidenzintervall (Kl1): 1,1-1,9, p=0,009), die OR Apo E4 verglichen mit Apo E3
betragt ebenfalls 1,4 (95 %-KI: 1,1 - 1,7, p =0,001).

Des Weiteren lasst sich ein gehduftes Auftreten einer PVL bei Friihgeborenen mit Apo E2
Genotyp im Vergleich zu Apo E3 beobachten (5,5 % vs. 2,9 %, p < 0,001). Bei Tragern des
Apo E4 Genotyps zeigt sich eine PVL in 3,8 %, es lasst sich jedoch kein Unterschied
feststellen (p = 0,065).

Vergleicht man die drei Genotypen auf das Auftreten einer IVH Grad 2 — 4 oder PVL, so
findet sich unter Apo E2 bei 16,0 % der Friihgeborenen eine entsprechende Erkrankung des
kindlichen Gehirns im Vergleich zu 11,3 % unter Apo E3 (p < 0,001). Und auch bei Apo E4
zeigt sich mit 13,7 % eine signifikante Haufung (p = 0,009, Tabelle 8).

Tabelle 8: 1IVH und PVL in Abhéngigkeit vom Apo E Genotyp

Apo E2 Apo E3 Apo E4 p# p#

(n =965) (n =5075) (n=1912) E3 vs. E2 E3vs. E4
IVH [%] 20,1 17,4 198 0,049 0,023
IVH Grad 3/4 [%] 7,8 55 7,6 0,009 0,001
PVL [%] 55 2,9 38 < 0,001 0,065
IVH Grad 2 — 4 oder 16,0 11,3 13,7 <0,001 0,009

PVL [%]

# exakter Test nach Fisher
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In Abbildung 5 wurde untersucht, ob ein dosisabhéngiger Effekt zwischen der Anzahl an
Apo E-Polymorphismen und dem Auftreten einer schweren IVH besteht. Hierbei wurde
nicht zwischen Apo E2 und Apo E4 unterschieden, sondern nur festgestellt, wie viele
Apo E2- und Apo E4-Allele vorhanden sind. Die Gruppe ohne Apo E-Polymorphismen wird
dabei nur vom Haplotyp E3/E3 gebildet, zur Gruppe mit einem Polymorphismus z&hlen die
Haplotypen E2/E3 und E3/E4, wéhrend die Gruppe mit zwei Polymorphismen die
Haplotypen E2/E2, E2/E4 und E4/E4 einschliel3t. Die dargestellten Daten wurden mittels

logistischer Regression gewonnen.

Wihrend in der Gruppe ohne Polymorphismus nur 5,5 % schwere 1VHs vorkommen, sind
es in der Gruppe mit einem Polymorphismus 7,6 %. Dieser Unterschied ist signifikant
(p =0,001), die OR betragt 1,4 (KI: 1,2 — 1,7). Friihgeborene mit 2 Polymorphismen tragen
das hochste Risiko fur eine schwere IVH, hier betragt die Haufigkeit 8,7 %. Diese Differenz
ist ebenfalls statistisch signifikant (p = 0,018), die OR betragt 1,6 (KI: 1,1 — 2,5).

0 (n=5075) 1 (n=2556) 2 (n=321)
Anzahl Apo E - Polymorphismen

= IVH Grad 3/ 4 [%]

Abbildung 5: IVH Grad 3/4 in Abhéngigkeit von der Anzahl der Apo E-Polymorphismen

Es wurde bereits beschrieben, dass Frilhgeborene mit einem Apo E2 Genotyp signifikant
h&ufiger an einer PVL erkranken (Tabelle 8). Um zu untersuchen, ob diese Haufung
tatsachlich vorliegt oder lediglich mit dem gehduften Auftreten der IVH assoziiert ist, wurde
sich die Subgruppe der Kinder ohne IVH angeschaut. In dieser Subgruppe weisen
Frihgeborene mit dem Apo E3 Genotyp eine PVL-Rate von 1,2 % (49/ 4187) auf, wéahrend
bei Friihgeborenen mit dem Apo E2 Genotyp in 2,3 % (18/ 771) eine PVL auftritt. Der
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Unterschied zwischen den beiden Genotypen bleibt dabei statistisch signifikant
(p = 0,016, exakter Test nach Fisher).

Die nachfolgende Abbildung 6 zeigt die Verteilung der IVH-Grade. In der gesamten Kohorte
finden sich 1 456 Hirnblutungen. Dabei tritt IVH Grad 1 mit 40,4 % am haufigsten auf,
wahrend IVH Grad 2 in 25,1 %, IVH Grad 3 in 16,4 % und IVH Grad 4 in 18,1 % aller
Hirnblutungen in der Kohorte vorliegen.

40,4

IVH Grad 1 IVH Grad 2 IVH Grad 3 IVH Grad 4

m Anteil der jeweiligen IVH-Grade an allen Hirnblutungen in der Kohorte [%] (h=1456)

Abbildung 6: Verteilung der IVH-Grade in Bezug auf alle Hirnblutungen in der Kohorte

In Abbildung 7 ist dargestellt, wie sich die Verteilung der IVH-Grade unter Betrachtung der
drei Genotypen verhalt. Bei Apo E2 treten 38,7 % schwere Hirnblutungen auf, wahrend sich
bei Apo E3 31,8 % schwere Hirnblutungen zeigen. Dabei handelt es sich jedoch nicht um
einen statistisch signifikanten Unterschied (p = 0,076, exakter Test nach Fisher).

Bei Apo E4 hingegen lassen sich 38,6 % schwere Hirnblutungen feststellen und der

Unterschied zu Apo E3 ist signifikant (p = 0,020, exakter Test nach Fisher).
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68,2

Apo E2 (n=194) Apo E3 (n=884) Apo E4 (n=378)

m Anteil IVH Grad 1/ 2 an allen Hirnblutungen beim jeweiligen Genotyp [%]
m Anteil IVH Grad 3/ 4 an allen Hirnblutungen beim jeweiligen Genotyp [%]

Abbildung 7: Verteilung der IVH-Grade in Abhéngigkeit vom Apo E Genotyp

3.5.2 Risikofaktoren fur eine IVH

Um den Einfluss verschiedener klinischer Risikofaktoren auf das Auftreten einer IVH zu
beurteilen, wurde eine logistische Regression durchgefihrt (Abbildung 8, siehe auch
Tabelle 10 im Anhang A.8).

Frihgeborene mit einer schweren 1VH sind durchschnittlich zwei Wochen friiher geboren
als Friihgeborene ohne schwere IVH. Ein niedriges GA ist ein statistisch signifikanter
Klinischer Risikofaktor (p <0,001) fir eine schwere IVH mit einer OR von
0,75 (KI: 0,71 - 0,78).

Bei weiterer Betrachtung stellen sich zudem ein mannliches Geschlecht (OR: 1,27,
KI: 1,04 - 1,55, p=0,016), ein Mehrlingsstatus (OR: 1,51, KI: 1,24 -1,85, p<0,001)
sowie ein Pneumothorax (OR: 2,06, KI:1,55-2,73, p<0,001) als signifikante
Risikofaktoren fiir schwere Hirnblutungen heraus.

Den starksten Einfluss auf die Entwicklung einer schweren IVH hat in unserer Kohorte
jedoch die tracheale Beatmung mit einer OR von 7,01 (KI: 4,74 -10,38, p <0,001),
wéhrend ein Apgar < 3 nach 5 Minuten den zweitstérksten Einflussfaktor darstellt und dabei
eine OR von 2,67 aufweist (KI: 1,49 — 4,81, p = 0,001).

Hingegen werden Frihgeborene mit schwerer 1VH seltener als SGA geboren, SGA stellt
somit einen protektiven Faktor fiir eine schwere IVH dar (OR: 0,64, KI: 0,47 -0,88,
p = 0,006).
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Des Weiteren erweist sich eine antenatale Steroidgabe als protektiv gegenliber schweren
Hirnblutungen. Folglich zeigen Friihgeborene, die keine antenatale Steroidgabe erhalten, ein
erhdhtes Risiko fur schwere Hirnblutungen mit einer OR von 2,23 (KI: 1,73 -2,87,
p <0,001).

Eine Mutter deutscher Herkunft ist dagegen kein eigenstandiger Risikofaktor (OR: 1,15,
KI: 0,92 - 1,43, p = 0,216).

Ferner zeigt sich, dass auch Apo E2 und Apo E4 unter Beriicksichtigung der anderen
Einflussfaktoren als eigenstdndige Risikofaktoren bestehen bleiben. Die OR fir Apo E2
betragt 1,33 (KI: 1,00 -1,76, p=0,049), wahrend die OR fur ApoE4 bei 1,39
(KI: 1,12 - 1,74, p = 0,003) liegt. Dabei kommt der Apo E2 Genotyp mit einer Haufigkeit
von 14,9 % unter Frihgeborenen mit schwerer IVH vor. Er findet sich jedoch nurin 11,4 %
unter Friihgeborenen, die keine schwere IVH entwickelten. Der Apo E4 Genotyp zeigt dabei
in &hnlicher Weise Haufigkeiten von 29,1 % im Rahmen einer schweren IVH und 23,7 %

bei Frihgeborenen ohne schwere IVH.

Gestationsalter - e
Mannliches Geschlecht - —e—
Mehrling —e—i
SGA{ +——e——1
Mutter deutscher Herkunft - l—-—0—|
Keine antenatale Steroidgabe - ——i

APGAR < 3 mit 5 min A - .

Tracheale Beatmung - =
Pneumothorax - ——
Apo E2- .—.—.
Apo E4- D o——
04 1 10
OR

Abbildung 8: ORs der klinischen Risikofaktoren fiir eine schwere IVH

Die Punkte stellen die ORs dar, die Balken jeweils das 95 %-KI (n = 7952).
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3.5.3 Einfluss von antenataler Steroidgabe und Apo E Genotyp
auf die IVH

Im vorangehenden Abschnitt wurde bereits dargestellt, dass die antenatale Steroidgabe zur
Induktion der Lungenreife sich in unserem Kollektiv protektiv gegenuber Hirnblutungen
zeigte. Dieser Aspekt soll nun genauer beleuchtet werden. In Abbildung 9 wird deshalb
untersucht, ob die unterschiedlichen Apo E Genotypen einen Einfluss auf den Effekt der

vorgeburtlichen Steroidgabe haben.

Bei Frihgeborenen mit Apo E4 Genotyp, die keine antenatale Steroidgabe erhielten, treten
17,5 % schwere Hirnblutungen auf. Hingegen zeigen Kinder ohne antenatale Steroidgabe
mit Apo E3 Genotyp in 12,7 % schwere Hirnblutungen. Dabei findet sich allerdings kein
statistisch signifikanter Unterschied (p = 0,127, exakter Test nach Fisher). Bei Apo E4 lasst
sich die grofite absolute Risikoreduktion (ARR) erkennen. Durch antenatale
Lungenreifeinduktion verringert sich der Anteil schwerer Hirnblutungen von 17,5 % auf
6,6 %. Die ARR betragt somit 10,9 %, wéhrend Apo E3 eine ARR von lediglich 7,9 %
aufweist.

Bei Apo E2 betragt der Anteil schwerer IVHs 14,0 %. Allerdings zeigt sich im Vergleich zu
Apo E3 ebenfalls keine signifikante Differenz und die ARR fallt zudem nicht groRer aus
(6,9 %).

IVH
Grad 3/4
[%0]

Apo E2 Apo E3 Apo E4

® Antenatale Steroidgabe (Apo E2 n=865, Apo E3 n=4609, Apo E4 n=1735)
m Keine antenatale Steroidgabe (Apo E2 n=100, Apo E3 n=466, Apo E4 n=177)

Abbildung 9: IVH Grad 3/4 in Abhangigkeit von antenataler Steroidgabe und Apo E Genotyp
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3.6 Zusammenhang von Sepsis und Apo E Genotyp

Tabelle 9 untersucht, ob der Apo E Genotyp einen Einfluss auf die Ausbildung einer

neonatalen Sepsis hat.

Nach Anpassungen des Signifikanzniveaus nach Bonferroni-Holm zeigen sich keine
statistisch signifikanten Unterschiede im Auftreten einer neonatalen Sepsis in Abhéngigkeit

vom Apo E Genotyp.

Frihgeborene mit dem Apo E4 Genotyp entwickeln in 34,1 % eine klinische Sepsis,
wahrend es unter Frilhgeborenen mit Apo E3 Genotyp 31,4 % sind. Dabei handelt es sich
jedoch nicht um einen signifikanten Unterschied (nominal: p = 0,036, adjustiert: p = 0,072).
Auch Apo E2 zeigt mit 33,6 % kein signifikant gehduftes Auftreten im Vergleich zu Apo E3
(p = 0,200).

Eine Early-Onset-Sepsis findet sich bei Apo E4 mit 1,5 % im Vergleich zu Apo E3 mit
0,9 %. Dabei zeigt sich jedoch ebenfalls keine statistisch signifikante Differenz
(nominal: p = 0,047, adjustiert: p = 0,094). Zudem weist auch Apo E2 keinen Unterschied
zu Apo E3 auf (p = 0,852).

Des Weiteren tritt eine Sepsis mit Erregernachweis in 14,0 % der Friihgeborenen mit Apo E2
sowie 13,6 % der Fruhgeborenen mit Apo E4 auf und findet sich im Vergleich dazu bei
12,8 % der Trager des Apo E3 Genotyps. Auch hier zeigen sich allerdings keine
signifikanten Unterschiede (p = 0,294 fur E2 vs. E3, p = 0,379 fiir E3 vs. E4).

Zudem zeigt sich eine gram-negative Sepsis nicht haufiger unter Apo E2 (3,0 % vs. 2,5 %,
p =0,377) und Apo E4 (2,9 % vs. 2,5 %, p = 0,450) verglichen mit Apo E3.

Eine gram-positive Sepsis tritt bei Apo E2 in 11,9 % auf, wahrend sie mit 10,5 % bei
Frihgeborenen mit Apo E3 auftritt. Dennoch handelt es sich auch hierbei nicht um eine
signifikante Differenz (p = 0,211) und gleichermaBen zeigt sich auch fur Apo E4 im
Vergleich zu Apo E3 keine Haufung (p = 0,663).

Daruiber hinaus lassen sich in den weiteren Subgruppen (gram positive Sepsis (ohne Staph.

epi.) sowie Candida-Sepsis) ebenfalls keine Unterschiede feststellen.
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Tabelle 9: Sepsis in Abhangigkeit vom Apo E Genotyp

Apo E2 Apo E3 Apo E4 p# p#
(n =965) (n =5075) (n=1912) E3 vs. E2 E3 vs. E4
Sepsis (klinisch) 33,6 31,4 34,1 0,200 0,036
[%] (n =965) (n =5069) (n=1911)
Sepsis mit 14,0 12,8 13,6 0,294 0,379
Erregernachweis (n =956) (n =5036) (n =1903)
[%]
Early-Onset- 0,9 0,9 1,5 0,852 0,047
Sepsis [%] (n =955) (n =5035) (n=1901)
Gram-negative 3,0 2,5 2,9 0,377 0,450
Sepsis [%] (n =956) (n =5036) (n =1903)
Gram-positive 11,9 10,5 10,9 0,211 0,663
Sepsis [%] (n =956) (n=5036) (n=1903)
Gram-positive 2,7 2,9 2,9 0,833 > 0,999
Sepsis (ohne (n =956) (n =5036) (n =1903)
Staph. epi.) [%]
Candida-Sepsis 0,5 0,4 0,3 0,573 0,647
[%6] (n = 956) (n =5036) (n =1903)

# exakter Test nach Fisher
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Prospektive Kohortenstudien besitzen auf Grund der Verwendung standardisierter Tests und
Fragebdgen sowie der Festlegung Kklar definierter Endpunkte eine hohe Reproduzierbarkeit.
Im GNN wird eine hohe Qualitdt der Daten durch die Schulung der Mitarbeiter der
teilnehmenden Kliniken gewahrleistet. Zudem tragt auch die doppelt kontrollierte
Dateneingabe und die halbjahrliche Uberpriifung durch die Studienzentrale zu einer hohen
Gute der erhobenen Daten bei. Da im GNN Kinder aus 53 Kliniken aus ganz Deutschland
eingeschlossen  werden, konnen geographische Schwankungen in Bezug auf
Krankheitshaufigkeiten und Therapieunterschiede ausgeglichen werden. Eine der Stérken
der vorliegenden Arbeit besteht auRerdem in der groRen Kohorte von 7 952 Frilhgeborenen.
Dennoch kénnen Kohortenstudien keine kausalen Zusammenhénge aufdecken, sondern
beschreiben lediglich Assoziationen. Zudem bezieht sich die vorliegende Arbeit zu einem
GroRteil auf Kinder mit einer mutterlichen Herkunft aus Deutschland (73 %). Es ist somit
nicht sicher, inwiefern die Ergebnisse auf Gruppen anderer ethnischer Herkunft Ubertragbar
sind. Insbesondere Angaben zur Verteilung genetischer Merkmale missen deshalb vor

diesem Hintergrund interpretiert werden.

Bei der DNA-Isolierung und Genotypisierung kann es zu Ubertragungs- und Pipettierfehlern
kommen, die das Ergebnis verféalschen konnen. Die doppelte Bestimmung einzelner Werte
minimiert allerdings solche zufalligen Fehler bei der Genotypisierung. Und auch die
Bestimmung von Leerwerten bietet die Mdglichkeit, Kontaminationen zu erkennen. Zudem
ermdoglichen die im Labor etablierten und standardisiert durchgefiihrten Methoden eine gute
Reproduzierbarkeit.
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4.1 Verteilung der Apo E Allele

Die vorliegende Arbeit konnte bei 7 952 Friihgeborenen Haufigkeiten der Apo E Allele von
7,3 % fur Apo E2, 79,9 % fir Apo E3 sowie 12,8 % fur Apo E4 zeigen.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der weltweiten Verteilung von Apo E. Corbo und
Scacchi beschrieben Haufigkeiten von 7 % bei Apo E2, 78 % bei Apo E3 und 15 % bei
Apo E4 an einer groRen Kohorte von 30 148 Individuen (Corbo und Scacchi, 1999). Andere
Studien ermittelten &hnliche Ergebnisse und machten Angaben von 7 —8 % fir Apo E2,
77 —79 % fir Apo E3 und 13 — 15 % flr Apo E4 (Wilson et al., 1994; Roses, 1996; Singh
et al., 2006; Eisenberg et al., 2010; Kern et al., 2015).

Beim Vergleich der von uns ermittelten Haufigkeiten mit der Verteilung von Apo E bei
Hundertjahrigen zeigen sich jedoch deutliche Unterschiede. So trat Apo E4 bei
Hundertjdhrigen mit 5 — 11 % seltener auf. Hingegen ergab sich sowohl fur Apo E2 mit
7 — 11 % als auch fir Apo E3 mit 79 — 88 % ein gleich hdufiges oder h&ufigeres Auftreten
(Gondo et al., 2006; Robine et al., 2010; Sonnega et al., 2014; Sebastiani et al., 2019).

Ob Neugeborene eine andere Verteilung als hohere Altersgruppen zeigen, war Gegenstand
zahlreicher Studien. Becher et al. untersuchten die Verteilung von Apo E bei Neugeborenen
und Kindern und verglichen sie mit den Haufigkeiten fir Apo E bei Erwachsenen. Es zeigten
sich signifikante Unterschiede fur Apo E3 und Apo E4. Wahrend Apo E3 bei Erwachsenen
mit 77 % angegeben war, trat dieses Allel bei Kindern mit 72 % seltener auf. Gleichzeitig
zeigten sie mit 19 % ein vermehrtes Auftreten des Apo E4 Allels, das bei Erwachsenen in
15 % der Falle auftrat. Haufigkeiten fiir Apo E2 unterschieden sich zwischen den beiden
Gruppen nicht und lagen jeweils bei 8 % (Becher et al., 2005). Zu dhnlichen Ergebnissen
kam auch eine andere Forschungsgruppe, die eine Zunahme des Apo E3 Allels bei
gleichzeitiger Abnahme von Apo E4 mit dem Alter feststellte (Payami et al., 2005).
Allerdings gibt es auch Studien, die eine &hnliche Verteilung von Apo E bei Neugeborenen
im Vergleich zu Erwachsenen berichteten (McMichael et al., 2008). Insgesamt reichen die
Angaben der Allelfrequenzen bei Kindern fir Apo E2 von 310 %, fur Apo E3 von
58 —88 % und fir Apo E4 von 8 — 35 %. Dabei ist allerdings zu bedenken, dass eine
Vielzahl dieser Angaben auf die Untersuchung Kkleiner Studienkohorten zuriickzufiihren ist
(Descamps et al., 2004; Becher et al., 2005; Payami et al., 2005; Kuroda et al., 2007,
McMuichael et al., 2008; Korja et al., 2013; Lavenex et al., 2016). In zahlreichen Studien mit
groBen Fallzahlen konnte hingegen gezeigt werden, dass Apo E4 mit einer Kkiirzeren
Lebensdauer assoziiert ist (Schachter et al., 1994; Garatachea et al., 2014; Broer et al., 2015;
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Garatachea et al., 2015; Deelen et al., 2019; Sebastiani et al., 2019). Es wird dabei eine um
mehr als sechs Jahre verringerte Lebenserwartung fir Apo E4 angegeben
(Raichlen und Alexander, 2014).

Insgesamt ist das von uns gefundene haufigere Auftreten von Apo E4 bei Neugeborenen im
Vergleich zu Hundertjhrigen — unter Betrachtung der kiirzeren Lebensdauer bei Apo E4 —
wahrscheinlich. Zur erhthten Mortalitat von Tragern des Apo E4 Allels kénnte in diesem
Zusammenhang das erhohte Risiko fur Hirnblutungen bei Friihgeborenen beitragen, das in
der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden konnte.

Allerdings konnten wir eine abweichende Verteilung von Apo E bei Neugeborenen im
Vergleich zur Gesamtheit der Erwachsenen nicht bestatigen. Zum besseren Verstandnis
werden deshalb weitere Studien mit grofRen Fallzahlen bendtigt, die die Haufigkeiten der
Apo E Allele bei Neugeborenen untersuchen. Zudem schliel3t die vorliegende Arbeit zu
einem GroRteil Daten von Kindern deutscher Herkunft ein, wahrend als Vergleich Studien
zur weltweiten Verteilung dienten. Um die in der vorliegenden Arbeit ermittelten
Héufigkeiten besser vergleichen zu konnen, werden deshalb Studien zur Verteilung von

Apo E in héheren Altersgruppen in Deutschland benétigt.

Um den Zusammenhang der Apo E Allelfrequenz und der ethnischen Herkunft genauer zu
erforschen, unterteilten wir unsere Kohorte nach der Herkunft der Mutter. Es zeigte sich,
dass 73 % der Kinder Mutter deutscher Herkunft haben und diese Kinder haufiger als andere
Gruppen Trager des Apo E2 oder Apo E4 Allels sind sowie seltener Apo E3 aufweisen. Die
Héufigkeiten in dieser Subgruppe lagen bei 7,7 % fur Apo E2, 78,8 % fur Apo E3 und
13,5 % flr Apo E4. Bestatigt werden unsere Ergebnisse von Koch et al., die dhnliche
Haufigkeiten bei 2 349 Deutschen fanden, wobei sich die Allele mit 7,3 % auf Apo E2,
78,4 % auf Apo E3 und 14,3 % auf Apo E4 verteilten (Koch et al., 2002). Und auch Corbo
und Scacchi gaben in ihrer Studie mit 7,7 % fur Apo E2, 77,8 % fiir Apo E3 sowie 14,5 %
fur Apo E4 ahnliche Haufigkeiten an (Corbo und Scacchi, 1999).

Beim Vergleich der Verteilung der Apo E Allele im Hinblick auf die weiteren Subgruppen
zeigen sich in der Literatur vergleichbare Ergebnisse im Rahmen einer mutterlichen
Herkunft aus Europa oder dem Nahen Osten, wéhrend deutliche Abweichungen bei Kindern
mit afrikanischer und asiatischer mditterlicher Herkunft beobachtet werden.

So fanden sich in unseren Kohorte Allelfrequenzen von 6,3 % fur Apo E2, 81,6 % fir
Apo E3 und 12,1 % fir Apo E4 bei Frihgeborenen mit mitterlicher Herkunft aus dem
restlichen Europa einschliel3lich Russland. In der Literatur bewegen sich die Haufigkeiten
in Bereichen von 7 — 8 % flr Apo E2, 79 — 81 % fir Apo E3 und 12 — 13 % flr Apo E4 und
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unterstltzen damit unsere Ergebnisse.

Auch eine Verteilung von 6,1 % fiir Apo E2, 86,1 % fur Apo E3 und 7,8 % fur Apo E4 bei
Kindern mit einer mtterlichen Herkunft aus dem Nahen Osten wird in Studien bestatigt.
Hier liegen die Allelfrequenzen bei 6 — 8 % flr Apo E2, 86 % fur Apo E3 und 6 — 8 % fiir
Apo EA4.

Bei einer mutterlichen Herkunft aus Asien zeigten sich in unserer Population mit
3,7 % Apo E2, 82,8 % Apo E3 und 13,5 % Apo E4. Wahrend Apo E3 mit 82 — 85 % eine
vergleichbare Allelfrequenz in der Literatur aufweist, kann das seltene Auftreten des Apo E2
Allels und eine Haufung des Apo E4 Allels nicht bestatigt werden. So gaben Corbo und
Scacchi Allelfrequenzen von 7,5 % fir Apo E2 und 10,9 % fiir Apo E4 unter Asiaten an.
Singh et al. bezifferten die Haufigkeiten auf 6,3 % fir Apo E2 und 9,0 % fir Apo E4.

Im Rahmen einer afrikanischen Herkunft trat in unserer Kohorte mit 8,1 % Apo E2,
78,0 % Apo E3 und 13,9 % Apo E4 auf. Die Haufigkeit von Apo E2 findet sich in der
Literatur wieder und ist hier mit 7 —10 % angegeben. Die anderen beiden Allele zeigen
jedoch abweichende Verteilungen. Singh et al. beschrieben dabei Haufigkeiten von 69,0 %
fir Apo E3 und 20,9 % fir Apo E4. Und auch Corbo und Scacchi machten Angaben von
68,5 % flr Apo E3 und 24,0 % fur Apo E4 (Corbo und Scacchi, 1999; Singh et al., 2006).

Wahrend sich bei Kindern mit einer mitterlichen Herkunft aus Deutschland, Europa oder
dem Nahen Osten also vergleichbare Verteilungen zeigen, weichen die von uns gefundenen
Verteilungen bei asiatischer oder afrikanischer Herkunft der Mutter deutlich von den in der
Literatur gefundenen ab. Diese Abweichungen kdnnten dabei auf die geringeren Fallzahlen
in diesen Subgruppen zuriickgefuhrt werden. Wahrend die ersten drei Subgruppen 5 804,
852 bzw. 604 Fruhgeborene beinhalten, wurden lediglich 363 Friihgeborenen mit
afrikanischer Herkunft der Mutter und 173 Kinder mit Miittern asiatischer Herkunft
eingeschlossen.

Zum besseren Verstandnis bedarf es Untersuchungen an Studienpopulationen verschiedener

ethnischer Herkunft mit groi3eren Fallzahlen.



4 Diskussion 39

4.2 Klinische Daten in Bezug auf den Apo E Genotyp

Der Zusammenhang des Apo E Genotyps mit dem Auftreten eines beeintrachtigten
intrauterinen Wachstums und einer Geburt als SGA stellt sich in der Literatur kontrovers
dar.

Wir konnten in unseren Untersuchungen zeigen, dass Frihgeborene mit dem Apo E2
Genotyp seltener als SGA geboren werden. Unsere Untersuchungen werden von einer Studie
von Infante-Rivard et al. an 449 Neugeborenen unterstitzt, die ebenfalls einen protektiven
Effekt von Apo E2 gegenlber einem beeintrdchtigtem intrauterinem Wachstum feststellten
(Infante-Rivard et al., 2003).

In einer anderen Studie unserer Arbeitsgruppe an 4 885 VLBW-Frihgeborenen konnten wir
hingegen keinen Einfluss des Apo E Genotyps auf ein beeintrachtigtes Wachstum bei Geburt
feststellen (Norda et al.,, 2017). Und auch Akisu et al. fanden Kkeinen solchen
Zusammenhang. Allerdings wurden in dieser Studie nur Reifgeborene untersucht und die
Kohorte war mit 80 Kindern sehr klein (Akisu et al., 2004). Eine weitere Studie an 139
Kindern fand ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen Apo E und einem niedrigen GG,
allerdings fehlten in dieser Studie Angaben zu SGA (Szitanyi et al., 2008).

Eine mdgliche Erklarung fiir einen Einfluss des Apo E Genotyps kdnnte ein veranderter
Fettstoffwechsel in Abh&ngigkeit des Apo Genotyps mit in der Folge beeintrachtigtem
intrauterinem Wachstum darstellen (Norda et al., 2017). Wéhrend einerseits ein gestortes
intrauterines Wachstum mit erniedrigtem HDL und erhéhtem LDL assoziiert ist (Pecks et
al., 2012), zeigt andererseits Apo E2 einen gegenteiligen, vorteilhaften Effekt mit erhohtem
HDL und erniedrigtem LDL im Nabelschnurblut (Descamps et al.,, 2004). Dieser
Zusammenhang konnte einen protektiven Effekt von Apo E2 gegenlber einer Geburt als
SGA erklaren.
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4.3 IVH

4.3.1 Einfluss des Apo E Genotyps auf die IVH

In der von uns untersuchten Population trat eine IVH mit einer Haufigkeit von 18,3 % auf.
Damit liegt die Haufigkeit in einem Bereich, der in anderen Studien berichtet wurde. Je nach
Studie zeigten sich dabei Haufigkeiten von 15 — 25 % fir VLBW-Fruhgeborene (Robinson,
2012; Szpecht et al., 2015; Wei et al., 2016; Handley et al., 2018). Eine weitere Studie an
Frihgeborenen in Deutschland gab ebenfalls eine Inzidenz der IVH unter VLBW-

Frihgeborenen von 20 % an (Vogtmann et al., 2012).

Die Hirnblutungen in unserer Kohorte verteilten sich mit 40,4 % auf Grad 1, 25,1 % auf
Grad 2, 16,4 % auf Grad 3 und 18,1 % auf Grad 4. Diese Verteilung findet sich in &hnlicher
Weise in der Literatur wieder. Christian et al. gaben 49 % fir Grad 1, 20 % fur Grad 2, 15 %
fir Grad 3 und 16 % fir Grad 4 an (Christian et al., 2015). Und auch in einer deutschen
Kohorte fand sich mit 32 % fur Grad 1, 26 % fir Grad 2 und 42 % fir Grad 3 und 4
zusammen eine vergleichbare Verteilung, auch wenn in dieser Vergleichskohorte vermehrt

schwere Hirnblutungen auftraten (Vogtmann et al., 2012).

Sowohl Trager von Apo E2 als auch von Apo E4 erkrankten in unserer Studienpopulation
signifikant haufiger an einer IVH. Insbesondere schwere IVHs traten gehauft auf. Die OR
flr das Vorkommen einer schweren IVH bei Apo E2 und Apo E4 betrug dabei jeweils 1,4.
In der Literatur wurde bisher nicht Uber einen Zusammenhang zwischen den Apo E
Polymorphismen und dem Risiko flr eine IVH berichtet. 43 % des IVH-Risikos sollen
jedoch auf Umweltfaktoren und genetische Faktoren entfallen (Bhandari et al., 2006). Adén
et al. untersuchten dabei den genetischen Einfluss, allerdings zeigte sich nur die

Methylentetrahydrofolatreduktase als signifikanter Einflussfaktor (Adén et al., 2013).

Der Einfluss von Apo E auf 1ZBs bei Erwachsenen war hingegen Gegenstand zahlreicher
Untersuchungen. In Abhédngigkeit des Blutungstyps — lobére oder nicht-lobéare Blutung —
zeigten sich dabei verschiedene Ergebnisse.

Die Betrachtung é&lterer Studien mit kleinen Fallzahlen ergibt inkonsistente Resultate.
Wahrend einige Studien keine Assoziationen zwischen dem Apo E Genotyp und dem Risiko
flr die Entwicklung einer 1ZB fanden (Catto et al., 2000; Chowdhury et al., 2001; Duzenli
etal., 2004), zeigten Kokubo et al. an 201 Patienten ein erhthtes Risiko fir 1ZBs bei Apo E2
und Apo E4 (Kokubo et al., 2000). Hingegen konnten Tzourio et al. nur Apo E2 mit einem
erhohten Risiko flr eine 1ZB in Verbindung bringen (Tzourio et al., 2008), Woo et al. fanden
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wiederum eine Assoziation zwischen Apo E4 und lobéren Blutungen (Woo et al., 2005).
Funf Studien mit groRen Fallzahlen wiesen schédliche Effekte fur Apo E2 und Apo E4 im
Hinblick auf lobére 1ZBs nach, allerdings zeigten auch sie keine vollstandig einheitlichen
Ergebnisse. In einer Metaanalyse von Sudlow et al. stellte sich bei 23 926 eingeschlossenen
Fallen Apo E2 als Risikofaktor fiir die Entwicklung einer lobaren 1ZB heraus. Flr Apo E4
konnte ebenfalls eine Risikoerhohung gefunden werden, diese war allerdings nicht
signifikant (Sudlow et al., 2006).

Zhang et al. konnten dagegen in einer Metaanalyse von 4 813 Fallen Apo E4 mit einem
erhohten Risiko fir lobére 1ZBs in Verbindung bringen, wéhrend Apo E2 zwar ein erhhtes
Risiko aufwies, dieses aber nicht signifikant war (Zhang et al., 2014). Zu einem &hnlichen
Ergebnis kamen Chen et al., die an 4 161 Féllen ebenfalls ein erhéhtes Risiko fir Apo E4,
nicht jedoch fur Apo E2 fanden (Chen und Hu, 2016).

Hingegen zeigte sich in einer Studie von Peck et al. an 4 907 Individuen, dass sowohl
Apo E2 als auch Apo E4 mit einem erhohten Risiko flr eine lobare 1ZB assoziiert ist (Peck
et al., 2008). Auch Biffi et al. konnten einen Effekt beider Genotypen auf das Risiko einer
lobéren 1ZB an 6 230 Patienten nachweisen. Zudem wurde in dieser Studie auch ein erhohtes
Risiko fur nicht-lobare 1ZBs bei Apo E4 gefunden (Biffi et al., 2010).

Die OR fir das Auftreten einer schweren IVH betrug sowohl fur Apo E2 als auch fir Apo E4
1,4. Der Vergleich mit den ORs bei I1ZBs im Erwachsenenalter wird dadurch erschwert, dass
entweder ORs als Vergleich dienen kdnnen, die sich auf die Gesamtheit der 1ZBs beziehen
oder solche, die Subgruppen der lobéren und nicht-lobéren 1ZBs betrachten. Werden die ORs
verwendet, die nicht zwischen den Subgruppen unterscheiden, so zeigen sich mit unseren
Ergebnissen vergleichbare ORs. Sie liegen im Bereich von 1,3 — 1,4, lediglich eine Studie
gab eine OR von 2,1 fur das erhohte Risiko einer 1ZB bei Apo E4 an. Bei Betrachtung der
ORs bezogen auf die Subgruppen zeigen sich allerdings ORs von 1,8 — 2,4 flr die
Assoziation von Apo E2 mit lobéaren 1ZBs, 1,5 — 2,2 fur die Assoziation von Apo E4 mit
lobaren 1ZBs und 1,2 fur die Assoziation von Apo E4 mit nicht-lobéren 1ZBs. Die zum
Vergleich verwendeten ORs wurden dabei den flinf Studien zu 1ZBs mit grol3en Fallzahlen
entnommen, kleinere Studien wurden nicht berticksichtigt (Sudlow et al., 2006; Peck et al.,
2008; Biffi et al., 2010; Zhang et al., 2014; Chen und Hu, 2016).

Wir konnten in der vorliegenden Arbeit zeigen, dass der Apo E Genotyp nicht nur mit einem
haufigeren Auftreten einer IVH, sondern auch mit einem schlechteren Verlauf assoziiert ist.
Schwere IVVHs machten 38,7 % der IVHs unter Apo E2 Trégern und 38,6 % der IVHs unter

Apo E4 Tréagern aus, wahrend sich bei Apo E3 nur in 31,8 % eine schwere I\VVH entwickelte.
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Dieser Unterschied war lediglich fir Apo E4, nicht jedoch fir Apo E2 signifikant.
Allerdings lasst sich dieser Zusammenhang auf die geringere Zahl Friihgeborener mit
Apo E2 Genotyp zurlickfuhren, die zu einer geringeren absoluten Zahl der IVHs in dieser
Gruppe fuhrt. Wahrend sich unter Frihgeborenen mit dem Apo E2 Genotyp 194 Kinder mit
IVH zeigten, waren es unter Friihgeborenen mit Apo E4 Genotyp 378 Félle.

In einer Studie an 2 015 Erwachsenen war der Apo E2 Genotyp mit einem schlechteren
Verlauf nach lobérer 1ZB assoziiert. Apo E2 Trager zeigten durchschnittlich ein 5,3 mi
hoheres Blutungsvolumen, eine erhéhte Mortalitat und ein schlechteres Outcome 90 Tage
nach der Blutung. Im Gegensatz dazu konnte fir Apo E4 kein Effekt festgestellt werden
(Biffi et al., 2011). Brouwers et al. stellten in einer weiteren Studie ebenfalls eine groliere
Ausdehnung des entstehenden Hamatoms bei Patienten mit Apo E2 und lobarer 1ZB fest
(Brouwers et al., 2012). Biffi et al. beschrieben hingegen einen deutlich stérkeren
langfristigen neurologischen Abbau nach einer Hirnblutung bei Trégern des Apo E4
Genotyps (Biffi et al., 2016). Altere Studien hatten zudem Apo E4 mit einer héheren
Mortalitdt nach 1ZB in Verbindung gebracht, wahrend jedoch andere Studien kein
signifikantes Ergebnis zeigten. Alle diese Studien hatten allerdings gemeinsam, dass sie an
kleinen Kohorten durchgefiihrt wurden (McCarron et al., 1999; Catto et al., 2000; McCarron
et al., 2003; Martinez-Gonzalez und Sudlow, 2006).

Insgesamt ist der Einfluss des Apo E Genotyps auf 1ZBs noch nicht vollstandig geklart,
dennoch lassen zahlreiche Studien auf einen schédlichen Einfluss sowohl von Apo E2 als

auch von Apo E4 schlielRen.

Wéhrend der Zusammenhang von IVH und Apo E noch unbekannt ist, wurde die
Auswirkung von Apo E auf das kindliche Gehirn sowie die Beeinflussung zentralnervoser
Erkrankungen des Kindes in zahlreichen Studien untersucht.

So wurde der Frage nachgegangen, ob der Apo E Genotyp das neurologische Outcome nach
traumatischem Hirnschaden beeinflusst. Auf der einen Seite fanden Quinn et al. keinen
Zusammenhang zwischen Apo E und postmortaler Hirschwellung bei 106 Kindern (Quinn
et al., 2004). Und auch Reuter-Rice et al. konnten unter 60 Kindern keine Assoziation von
Apo E mit dem Outcome nach traumatischem Hirnschaden feststellen (Reuter-Rice et al.,
2018). In weiteren Studien wurde zudem kein eindeutiges Ergebnis fur einen Effekt von
Apo E gefunden (Lo et al., 2009; Moran et al., 2009; Treble-Barna et al., 2016). Eine nicht
publizierte Studie an 71 Kindern zeigte sogar ein besseres neurologisches Outcome fir
Kinder mit Apo E4, allerdings lag die Haufigkeit von Apo E4 in dieser Studie nur bei 4 %,
was die Aussagekraft limitiert (Blackman et al., 2005).
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Dagegen wurde in einer Studie an einer groRen Kohorte von 1 094 Teilnehmern im Alter
von 0 — 93 Jahren in der Subgruppe der Kinder unter 15 Jahren ein schlechteres Outcome
flr Tréger des Apo E4 Genotyps gefunden (Teasdale et al., 2005). Zudem berichteten auch
Brichtova und Kozak in einer Studie an 70 Kindern von einem schlechteren Outcome
(Brichtova und Kozak, 2008).

Zwei Metaanalysen zeigten ebenfalls einen schadlichen Effekt fir den Apo E4 Genotyp. Die
neuere von Kassam et al. schloss sechs Studien und 358 Kinder ein und fand ein schlechteres
neurologisches Outcome sechs Monate nach dem Trauma (Kassam et al., 2016). Und auch
Kurowski et al. kamen in ihrer Metaanalyse, die 347 Kinder einbezog, zu dem gleichen
Ergebnis (Kurowski et al., 2012).

Ein Einfluss von Apo E auf das neurologische Outcome wurde auflerdem bei Kindern
festgestellt, die an angeborenen Herzfehlern operiert wurden. Allerdings zeigte sich hier ein

schlechteres Outcome fir den Apo E2 Genotyp (Gaynor et al., 2003; Gaynor et al., 2014).

Der Apo E Genotyp hat zudem einen Einfluss auf das Risiko fir eine CP. So fanden Kuroda
et al. sowohl fir Apo E2 als auch fur Apo E4 ein erhohtes CP-Risiko (Kuroda et al., 2007).
Und auch Braga et al. zeigten, dass Apo E2 ein Risikofaktor fir die Entwicklung einer CP
ist, fir Apo E4 wurde jedoch kein solcher Zusammenhang gefunden (Braga et al., 2009).
Allerdings konnte an einer groRen Kohorte mit 1 741 Kindern kein SNP, auch kein Apo E
betreffender SNP, mit einer CP assoziiert werden (O’Callaghan et al., 2012).
Die Auswirkung des Apo E Genotyps auf den Verlauf der Erkrankung ist ebenfalls nicht
eindeutig. So zeigten Blackman et al., dass Apo E4 mit einem besseren motorischen
Outcome assoziiert ist, allerdings ohne Signifikanz (Blackman et al., 2009), wéhrend Lien
et al. unter 255 Kindern mit CP feststellten, dass Apo E4 signifikant haufiger zu Epilepsie
und parenteraler Erndhrung fuhrt (Lien et al., 2013).

SchlieBlich wurde Apo E auch im Hinblick auf die neurokognitive Entwicklung gesunder
Kinder untersucht. Einige Autoren schlugen dabei einen positiven Einfluss von Apo E4 auf
die neurokognitive Entwicklung vor (Wright et al., 2003; Blackman et al., 2005; Orié et al.,
2005). Blackman et al. stellten die Hypothese auf, dass Apo E4 zwar bei Alteren einen
schadlichen Effekt habe, in jungen Jahren aber protektiv sei (Blackman et al., 2005). Dies
wurde bereits in einer Arbeit von Corbo und Scacchi vorgeschlagen (Corbo und Scacchi,
1999). Allerdings lagen den Studien, die einen protektiven Effekt von Apo E4 aufzeigten,
kleine Studienkohorten zu Grunde. Zudem konnte die These in Folgestudien nicht bestétigt
werden. Unter ELBW-Friihgeborenen konnten keine entwicklungsneurologischen

Unterschiede zwischen den Apo E Genotypen festgestellt werden (Blackman et al., 2014).
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Auch eine Studie von Korja et al. unter 322 Kindern wies keine Assoziation zwischen Apo E
und der neurokognitiven Entwicklung nach (Korja et al., 2013). Des Weiteren konnte eine
Metaanalyse von 11 098 Kindern zeigen, dass Apo E4 keinen Einfluss auf die Entwicklung
kognitiver Fahigkeiten hat (Ihle et al., 2012).

Das erhohte Risiko fur eine IVH in Abhangigkeit des Apo E Genotyps kdnnte durch einen
schadlichen Effekt von Apo E4 auf zahlreiche Abldufe im ZNS bedingt sein. So zeigt sich
bei Apo E4 — wie bereits in der Einleitung beschrieben — verglichen mit Apo E3 eine
Verstarkung inflammatorischer Prozesse, eine erhdhte Apoptoserate, ein beeintrachtigtes
axonales Wachstum, eine beeintréchtigte Aussprossung von Neuriten, eine beeintrachtigte
Synapsen-Synthese sowie ein beeintrachtigter Glucose-Metabolismus und eine
mitochondriale Dysfunktion (Mahley et al., 2006; Vance und Hayashi, 2010; Mahley und
Huang, 2012). Zudem lassen sich eine Schadigung von Mitochondrien und Zytoskelett im
Rahmen einer ineffektiven Reparatur beschadigter Zellen durch Apo E4 finden. Apo E tragt
bei Zellschaddigung Uber den Transport von Lipiden zur Reparatur von Membranen bei.
Apo E4 wird hierbei allerdings intrazellular vermehrt zu neurotoxischen Fragmenten
abgebaut, die die Zelle schadigen (Snipes et al., 1986; Mahley und Huang, 2012).

Die Mechanismen, die das erhohte Hirnblutungs-Risiko von Apo E2 und Apo E4 bei
Erwachsenen bedingen, sind noch nicht eindeutig geklart. Je nach Blutungstyp spielen
degenerative GefélRschaden wie die Ablagerungen von Amyloid B bzw. eine arterielle
Hypertonie eine Rolle (Carpenter et al., 2016), wobei insbesondere Apo E4 eine verstarkte
Ablagerung und einen verminderten Abbau des Amyloid  begiinstigen soll (Rannikmae et
al., 2014). Zudem ist Apo E4 mit einem erhohten Risiko fiir eine arterielle Hypertonie
assoziiert (Niu et al., 2009).

Degenerative Gefallschaden durch Amyloid 8 Ablagerung — die bei Erwachsenen nicht nur
im Rahmen eines erhohten Risikos fur 1ZBs, sondern auch im Rahmen der Alzheimer
Erkrankung durch Apo E2 und Apo E4 gefunden wurden — spielen bei Kindern zwar eine
eher untergeordnete Rolle, dennoch konnten die Mechanismen, die zu IVHs bzw.
degenerativen GefaRschaden und deren Folgeerscheinungen fuhren, ahnlich sein. So wiesen
2—-6 Monate alte Kinder mit ApoE4 in Magnetresonanztomographie (MRT) -
Untersuchungen einen geringeren Myelin Gehalt der weiRen Substanz sowie ein geringeres
Volumen an grauer Substanz in Bereichen auf, in denen sich Verdnderungen bei der

Alzheimer Erkrankung zeigen (Dean et al., 2014).

Apo E ist am Transport von fettloslichem Vitamin K beteiligt. Neugeborene weisen einen

Mangel an Vitamin K auf und erhalten deshalb nach der Geburt Vitamin K verabreicht, da
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ein Mangel dieses Vitamins das Blutungsrisiko erhoht. Eine beeintrachtigte Funktion von
Apo E2 und Apo E4 konnte sich in einem verdnderten Transport von Vitamin K auRRern und
damit das erhdhte Hirnblutungs-Risiko dieser Apo E Genotypen erkléaren. Falcone et al.
berichteten allerdings, dass die Apo E Genotypen und eine Behandlung mit Warfarin —
welches als Vitamin K Antagonist zu einem Vitamin K Mangel fiihren kann — das Risiko fur
Hirnblutungen unabh&ngig voneinander erhéhen (Falcone et al., 2014).

Insgesamt ist der von uns gefundene negative Einfluss der Apo E2 und Apo E4 Genotypen
auf die Entwicklung einer IVH wahrscheinlich, auch wenn der molekulare Mechanismus der
Risikoerh6hung unklar ist. Einerseits beeinflusst der Apo E Genotyp das Hirnblutungs-
Risiko bei Erwachsenen, andererseits spielen Apo E2 und Apo E4 eine schadigende Rolle
im ZNS von Kindern. Allerdings bedarf es sowohl bei der Untersuchung des Einflusses von
Apo E auf eine IVH als auch auf andere neurologische Erkrankungen im Kindesalter weitere
Studien.

Die Identifikation genetischer Einflussfaktoren bietet dabei auf lange Sicht die Mdéglichkeit,
sowohl Krankheiten friihzeitig zu erkennen und préventiv behandeln zu kénnen als auch eine
gezielte Therapie auf genetischer Grundlage zu entwickeln (Namath und Patterson, 2009;
Grimm et al., 2011). Es konnte bereits gezeigt werden, dass ein von Apo E abgeleitetes
Peptid den frihen Hirnschaden im Mausmodell verringert (Wu et al., 2016). Ein weiteres
von Apo E abgeleitetes Peptid wurde erfolgreich in einer Phase-1-Studie an gesunden
Probanden getestet und eine Therapie von 1ZBs bei Erwachsenen auf Grundlage von Apo E
scheint moglich (Guptill et al., 2017).

Zwischen der Anzahl an Apo E-Polymorphismen und dem Auftreten einer schweren IVH
zeigte sich ein dosisabhédngiger Effekt. Je mehr Apo E2- und Apo E4-Allele vorhanden
waren, desto haufiger trat eine schwere IVH auf. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit
Studien bei Erwachsenen, die ebenfalls ein dosisabhéngiges genetisches Modell flr die
Beziehung zwischen Apo E und 1ZBs vorschlagen, wéhrend ein dominantes sowie ein
rezessives Modell abgelehnt werden (Biffi et al., 2010; Biffi et al., 2011).

4.3.2 Einfluss des Apo E Genotyps auf die PVL

In unserer Studienpopulation erkrankten Kinder mit Apo E2 Genotyp signifikant haufiger
an einer PVL. Zudem zeigte sich auch ein gehduftes Auftreten einer PVL bei Apo E4,
allerdings ohne Signifikanz. Wir konnten zeigen, dass das haufigere Auftreten der PVL nicht

auf die vermehrte Anzahl an IVHs zuriickzufihren ist, denn auch in der Subgruppe der
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Kinder ohne IVH trat eine PVL signifikant haufiger bei Apo E2 auf.

Die Studienlage zum Zusammenhang von Apo E und PVL ist rar. Lediglich Galli et al.
untersuchten 98 Kinder, konnten aber keine Assoziation zwischen dem Apo E Genotyp und
dem Auftreten einer PVL feststellen. Allerdings begrenzt die kleine Studienkohorte die
Aussagekraft der Studie (Galli et al., 2004).

Bei der PVL wird die weille Substanz lateral der Ventrikel beschadigt. Betrachtet man
Studien bei Erwachsenen, so zeigen einige einen Zusammenhang zwischen einer
Schédigung der weillen Substanz und Apo E. Bei nicht-dementen Erwachsenen zwischen 65
und 80 Jahren konnten vermehrte Lasionen der weillen Substanz — auch der periventri-
kuldren — bei Tragern des Apo E4 Genotyps festgestellt werden (Godin et al., 2009). Und
auch Wen et al. konnten bei Patienten mit lakunadren Infarkten Verédnderungen der weil3en
Substanz bei Apo E4 nachweisen (Wen et al., 2006). Hingegen fanden Lemmens et al.
verstarkte Schaden der weilRen Substanz bei Patienten mit Schlaganfall, die den Apo E2
Genotyp aufwiesen (Lemmens et al., 2007). Darlber hinaus zeigten Westlye et al. in MRT
Untersuchungen, dass unter Apo E2 und Apo E4 Veranderungen an der weillen Substanz im
Vergleich zu Apo E3 vorliegen. Diese Verdanderungen zeigten keine Assoziation mit dem
Alter, bestehen also schon in jungeren Jahren und zeigen mogliche frihe Veranderungen der
weilRen Substanz in Abhéngigkeit der Apo E Polymorphismen (Westlye et al., 2012). Friihe
Veranderungen der weiBen Substanz berichteten auch Dean et al., die bei Kindern mit
Apo E4 einen geringeren Myelin Gehalt in einzelnen Hirnarealen nachwiesen
(Dean et al., 2014).

Ein gehduftes Auftreten der PVL in Bezug auf den Apo E2 oder Apo E4 Genotyp scheint
auch unter Betrachtung der schadlichen zentralnervdsen Einflisse bei Kindern plausibel, wie
sie im vorherigen Abschnitt beschrieben wurden (siehe 4.3.1 Einfluss des Apo E Genotyps
auf die VH). Dennoch werden auf Grund der spérlichen Datenlage in Bezug auf die PVL

kinftige Studien zeigen mussen, ob sich der von uns gefundene Zusammenhang bestéatigt.

4.3.3 Risikofaktoren fir eine IVH

In der vorliegenden Arbeit konnten wir das mannliche Geschlecht, ein niedriges GA, einen
niedrigen Apgar, eine tracheale Beatmung, einen Pneumothorax und einen Mehrlingsstatus
als Risikofaktoren fir eine schwere IVH bestétigen. Eine antenatale Steroidgabe sowie eine
Geburt als SGA stellte sich als protektiv heraus, wéhrend ein Einfluss der Herkunft der
Mutter nicht festgestellt werden konnte. AufRerdem zeigte sich, dass Apo E2 und Apo E4
auch nach der logistischen Regression als Risikofaktoren bestehen bleiben.
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Diese Zusammenhange lassen sich in der vorhandenen Literatur gréf3tenteils bestatigen. So
wurde ein niedriges GA in zahlreichen Studien als Risikofaktor identifiziert (Singh et al.,
2013; Shankaran et al., 2014; Ment et al., 2015). Uberraschenderweise blieb das GA in einer
Studie von Waitz et al. nach logistischer Regression nicht als signifikanter Einflussfaktor
bestehen. Die Studie wurde allerdings an einer kleinen Studienpopulation von 279 Kindern
erhoben. Zudem wurden Frihgeborenen mit einem GA <28 SSW eingeschlossen und die
Autoren diskutierten, ob bei sehr unreifen Frihgeborenen andere Risikofaktoren eine
stérkere Rolle spielen als bei reiferen Kindern und somit den Einfluss des GA Uberwiegen
(Waitz et al., 2016). In zukinftigen Studien wére es somit interessant, zu untersuchen, ob
das GA — und auch andere Faktoren — in Abhangigkeit der Unreife des Kindes einen
verdanderten Einfluss zeigen. Ein niedriges GA ist als Risikofaktor dennoch
pathophysiologisch plausibel, da sich die germinale Matrix mit zunehmendem GA
zuruckbildet und bei Reifgeborenen nicht mehr vorhanden ist (Szymonowicz et al., 1984;
Perlman, 2009).

Die Studienlage zum mannlichen Geschlecht als Risikofaktor ist nicht eindeutig. So zeigten
einige Studien ein erhéhtes 1IVH-Risiko beim mannlichen Geschlecht (Shankaran et al.,
1996; Cuestas et al., 2009; Mohamed und Aly, 2010), wahrend Singh et al. in einer
Untersuchung an 2 917 Neugeborenen keinen Unterschied des Vorkommens mannlicher
Neugeborener zwischen den Subgruppen mit oder ohne schwere 1VH fanden (Singh et al.,
2013). Dariuiber hinaus zeigte sich bei Ment et al. sowie bei Shankaran et al. zwar eine
H&ufung ménnlicher Friihgeborener im Rahmen einer schweren 1VH, diese war jedoch nicht
signifikant (Shankaran et al., 2014; Ment et al., 2015).

Ein Apgar < 3 mit 5 Minuten war in der vorliegenden Arbeit mit einer Risikoerhdhung ver-
bunden und auch bei Betrachtung der aktuellen Literatur zeigt sich ein niedriger Apgar als
Risikofaktor (Singh et al., 2013; Shankaran et al., 2014; Ment et al., 2015; Waitz et al., 2016).
Ein von uns gefundenes erhthtes 1VH-Risiko bei Mehrlingen berichteten auch vorherige
Studien (O’Shea et al., 1992; Waitz et al., 2016), wahrend sich diese Risikoerh6hung bei
Ment et al. als nicht signifikant herausstellte (Ment et al., 2015). In einer weiteren Studie
zeigte sich zwar ein erhohtes IVH-Risiko bei Mehrlingen, allerdings blieb dies bei
Betrachtung der Subgruppen nur fiir Patienten weil3er Hautfarbe bestehen, wahrend sich in
der Gruppe der Kinder mit afrikanischer Herkunft kein Unterschied mehr zeigte
(Shankaran et al., 2014).

Ein Pneumothorax zeigte sich in unserer Arbeit als Risikofaktor fur eine IVH. Einige Studien

bestatigten diesen Zusammenhang (Shankaran et al., 2014; Ment et al., 2015), jedoch blieb
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ein Pneumothorax in einer Studie von Waitz et al. nach logistischer Regression nicht als
signifikanter Risikofaktor bestehen. Die Studie wurde allerdings nur an 279 Kindern
durchgefuhrt und das Einschlusskriterium lag bei einem GA <28 SSW (siehe oben,
Waitz et al., 2016).

Das erhohte Risiko im Rahmen einer trachealen Beatmung wird in der aktuellen Literatur
bestatigt (Shankaran et al., 2014; Ment et al., 2015; Handley et al., 2018). Die tracheale
Beatmung stellte sich in der vorliegenden Arbeit auBerdem als stérkster Einflussfaktor des
IVH-Risikos heraus. Ment et al. konnten eine endotracheale Beatmung ebenfalls —
zusammen mit einem niedrigen Apgar — als bedeutendsten Einflussfaktor identifizieren
(Ment et al., 2015). Handley et al. berichteten zudem, dass der Riickgang der Inzidenz der
IVH in Kalifornien zu 46 % auf Patientenfaktoren zuriickzufiihren sei, wobei eine
verminderte Intubation unter den Einflussfaktoren den grofiten Anteil an diesem Riickgang
hatte (Handley et al., 2018). Eine endotracheale Beatmung soll — wie auch ein Pneumothorax
— zu einer Drucksteigerung im vendsen System flhren und so die Entwicklung einer 1IVH
beginstigen (Robinson, 2012; Speer, 2013).

Eine Geburt als SGA stellte sich als protektiv gegenuber einer Hirnblutung heraus. Heuchan
et al. konnten ebenfalls eine intrauterine Wachstumsverzogerung mit einem geringeren
Risiko fir eine IVH assoziieren (Heuchan et al., 2002). Und auch Waitz et al. stellten ein
signifikant geringeres Auftreten einer Geburt als SGA unter Neugeborenen mit einer IVH
fest (Waitz et al., 2016).

Die Herkunft der Mutter hatte in unserer Kohorte keinen Einfluss auf das Risiko fir eine
IVH. In verschiedenen Studien erwies sich die Herkunft dagegen als Einflussfaktor. So
gaben Shankaran et al. eine weille Hautfarbe als protektiven Faktor an (Shankaran et al.,
2014). Ment et al. wiesen weiller Hautfarbe ebenfalls eine protektive Komponente zu,
allerdings ohne Signifikanz (Ment et al., 2015), wahrend Shankaran et al. in einer alteren

Studie von einem erhdhten Risiko fiir Weil3e berichteten (Shankaran et al., 1996).

Wéhrend bei einigen Einflussfaktoren in der Literatur Einigkeit tiber ihre Auswirkung auf
die IVH herrscht, ist die Studienlage bei anderen Einflussfaktoren kontrovers. Um ein

besseres Verstandnis zu erlangen, sind deshalb weitere Studien notwendig.

4.3.4 Einfluss von antenataler Steroidgabe und Apo E Genotyp
auf die IVH

Eine antenatale Steroidgabe erweist sich — wie auch in der vorliegenden Arbeit festgestellt

— als protektiv gegentiber Hirnblutungen bei Frihgeborenen. Dieser vorteilhafte Effekt
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wurde zundchst in Studien beobachtet, die die Anwendung von Glukokortikoiden zur
antenatalen Lungenreifeinduktion untersuchten (Roberts und Morrison, 1991). Der
Zusammenhang wurde seitdem in zahlreichen Studien bestatigt (Crowley, 1995; Shankaran
et al., 1995; Wright et al., 1995; Blickstein et al., 2006; Wei et al., 2016; Roberts et al.,
2017a). Die pathophysiologischen Hintergrinde sind jedoch noch nicht vollstandig
verstanden. Eine mogliche Erklarung konnte eine verbesserte kardiovaskuldre Stabilitét
unter Glukokortikoiden darstellen, denn die antenatale Steroidgabe ist mit einer geringeren
Neigung zu arterieller Hypotonie nach der Geburt assoziiert (Garland et al., 1995; Moise et
al., 1995; Padbury et al., 1996). Andere Autoren vermuteten einen verbesserten plazentaren
Blutfluss mit in der Folge geringerer Beeintrachtigung der zerebralen Autoregulation
(Wallace und Baker, 1999), und auch eine verbesserte mikrostrukturelle Reifung der

Kapillaren im Plexus choroideus konnte eine Rolle spielen (Liu et al., 2008).

Wir untersuchten in der vorliegenden Arbeit, ob eine Interaktion zwischen dem Apo E
Genotyp und der antenatalen Steroidgabe bei der Reduktion des Hirnblutungs-Risikos
besteht und stellten fest, dass auffallend mehr schwere Hirnblutungen bei Frihgeborenen
mit Apo E4 auftraten, die keine antenatale Steroidgabe erhielten. Dieser Unterschied war
allerdings nicht signifikant. Zudem lag bei Apo E4 die groRte ARR bei antenataler
Steroidgabe vor. Eine Interaktion von Glukokortikoiden und Apo E untersuchten ebenfalls
Trusca et al. Sie stellten fest, dass Glukokortikoide die Apo E Expression in Makrophagen
erhéhen und formulierten die Hypothese, dass Glukokortikoide ihre anti-inflammatorische
Wirkung tber die Erhéhung von Apo E erreichen (Trusca et al., 2017). Dass Apo E4 von
den drei Genotypen auf Grund eines beschleunigten Abbaus die niedrigsten Konzentrationen
im Blut aufweist und gleichzeitig weniger anti-inflammatorisch ist, unterstiitzt diese
Hypothese (Zhang et al., 2010). Ferner kénnte deshalb die Wirkung von Glukokortikoiden
bei Tragern des Apo E4 Genotyps besonders ausgepragt sein. Auch bei der Reduktion des
IVH-Risikos konnten Glukokortikoide ihre Wirkung Uber eine Erhéhung von Apo E
entfalten. Apo E4 zeigt zahlreiche schadliche Effekte im ZNS und weist dabei auch in den
Zellen des ZNS einen schnelleren Abbau auf (Vance und Hayashi, 2010). Tréger des Apo E4
Genotyps koénnten in Folge dessen mdoglicherweise starker von der Wirkung der
Glukokortikoide im ZNS profitieren.

Schlussendlich bleibt allerdings offen, ob und inwiefern die Reduktion der IVH durch
antenatale Steroidgabe in Abhangigkeit des Apo E Genotyps beeinflusst wird.
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4.4 Zusammenhang von Sepsis und Apo E Genotyp

In der vorliegenden Arbeit konnten wir keine statistisch signifikanten Unterschiede im
Auftreten einer neonatalen Sepsis in Abhangigkeit des Apo E Genotyps nachweisen.

Eine genetische Beeinflussung von Infektionen im Kindesalter berichteten Sgrensen et al.
hingegen schon 1988. Sie zeigten in ihrer Studie ein sechsfach erhdhtes Risiko an einer
Infektion zu sterben fiir Kinder, deren Eltern vor dem 50. Lebensjahr an einer Infektion
verstarben (Serensen et al., 1988). Eine Vielzahl an Genen wurde seitdem mit
Infektionskrankheiten in Verbindung gebracht (Burgner et al., 2006), allerdings gibt es
bisher noch keine Studien zum Einfluss von Apo E auf eine Sepsis bei Neugeborenen oder
alteren Kindern. Auch bei Erwachsenen gibt es nur wenige Studien zu diesem
Zusammenhang. Gale et al. fanden bei Patienten mit schwerer Sepsis zwar vermehrt
Gerinnungsstorungen bei  Apo E4, konnten jedoch ansonsten keine signifikanten
Unterschiede im Hinblick auf das Outcome zwischen den Apo E Genotypen feststellen,
sodass sie vermuteten, dass diese den Verlauf einer schweren Sepsis nicht bedeutend
beeinflussen (Gale et al., 2014). Hingegen zeigten Moretti et al. an 343 chirurgischen
Patienten, dass Tréger des Apo E3 Genotyps seltener eine schwere Sepsis entwickelten
(Moretti et al., 2005). Drabe et al. stellten auBerdem eine erhohte systemische Inflammation
— gemessen an erhdhtem IL 8 und TNF a — bei Apo E4 Trégern nach kardiopulmonalem
Bypass fest (Drabe et al., 2001). Gale et al. fanden des Weiteren eine erhdhte systemische
Inflammation bei gesunden Probanden, denen sie intravends LPS injizierten. Sie berichteten
dabei von ausgepragterer Hyperthermie, htheren TNF a-Spiegeln sowie einem friiheren —
allerdings nicht signifikanten — Anstieg von IL 6 bei Apo E4. Dartiber hinaus wiesen sie
nach Stimulation von Blut gesunder Probanden mit Liganden von Toll-Like-Rezeptoren eine
erhohte Sekretion von TNF a und weiteren proinflammatorischen Zytokinen bei Trégern des
Apo E4 Genotyps nach. Sie stellten dabei eine Verbindung zum Cholesterol-Stoffwechsel
her, denn unter Apo E4 zeigten sich erhohte Ansammlungen von LipidfloRen in Monozyten.
Dabei handelt es sich um cholesterolreiche Areale von Membranen, die bei Apo E4 auf
Grund des weniger effektiven Cholesterol-Effluxes vermindert abgebaut werden. Von
diesen LipidfloRen gehen inflammatorische Zellkaskaden aus, die bei ApoE4 in Folge des
geringeren Abbaus der LipidfloRe ausgepragter sind. Demgegeniiber vermuteten die
Autoren, dass die LPS Neutralisation keinen Ansatz fur ein unterschiedliches Verhalten der
Apo E Genotypen bei inflammatorischen Prozessen darstellt. Makrophagen, die mit Serum
von Trégern des Apo E4 oder Apo E3 Genotyps kultiviert wurden, wurden mit LPS in

Kontakt gebracht, dabei konnte jedoch in anschlieBenden Messungen kein Unterschied der
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LPS-Spiegel zwischen den Genotypen festgestellt werden (Gale et al., 2014).

In zahlreichen Versuchen an Mdusen konnte der Apo E4 Genotyp ebenfalls mit einer
inflammatorischen Wirkung assoziiert werden. So stellten Gale et al. bei Mé&usen, die das
humane Apo E4 Gen ins Genom eingesetzt bekamen, nach LPS Injektion starkere
Hypothermie, hohere Sekretionen von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF o sowie
haufiger Leberschéden als bei Mausen mit Apo E3 fest (Gale et al., 2014). Diese Ergebnisse
finden sich ebenfalls bei Lynch et al., die bei M&usen mit humanem Apo E4 nach LPS-Gabe
sowohl im Serum als auch im Gehirn hohere Raten an TNF o und IL 6 fanden (Lynch et al.,
2003). Insgesamt bestétigten zahlreiche Studien den Zusammenhang des Apo E4 Genotyps
mit erhohten proinflammatorischen Zytokinspiegeln (Maezawa et al., 2006; Tsoi et al.,
2007). Dartber hinaus zeigen Mdause mit Apo E4 eine erhohte Mortalitdt im Rahmen
inflammatorischer Prozesse, die von Wang et al. durch eine Ligatur und Punktion des
Zbkums provoziert wurden (Wang et al., 2009). Apo E4 zeigt geringere Plasma-Spiegel als
die anderen beiden Genotypen und Zhang et al. stellten die Hypothese auf, dass die
geringeren Konzentrationen die reduzierte anti-inflammatorische Komponente von Apo E4
erklaren kénnten (Zhang et al., 2010). Leung und Harris vermuteten, dass die starkere
Bindung von Apo E4 an den LDL-Rezeptor zu einer verstarkten Antigenprasentation fiihren
und dartiber zur schadlichen Wirkung von Apo E4 beitragen koénnte (Leung und Harris,
2011). Apo E bindet dabei physiologischerweise Antigene und fiihrt mittels LDL-Rezeptor
zu einer Aufnahme in dendritische Zellen und B-Zellen mit anschlielender Présentation der
Antigene an naturliche Killer-T-Zellen (van den Elzen et al., 2005; Allan et al., 2009).

Obwonhl in der vorliegenden Arbeit kein signifikanter Einfluss des Apo E Genotyps auf die
Entwicklung einer neonatalen Sepsis nachgewiesen werden konnte, gibt es in der Literatur
zahlreiche Hinweise auf eine Assoziation des Apo E4 Genotyps mit verstarkter
Inflammation. Ob dieser Zusammenhang Bestand hat und ob ein Einfluss des Apo E
Genotyps auf inflammatorische Prozesse Neugeborener oder Kinder besteht, muss in
kiinftigen Studien 0berpruft werden. Langfristig bietet die Kenntnis genetischer
Einflussfaktoren die Mdoglichkeit der Entwicklung einer gezielten Therapie. So konnte ein
von Apo E abgeleitetes Peptid im Mausmodell bereits erhthte TNF a- und IL 6-Spiegel im
Serum und im Gehirn von Apo E4 Méusen riickgangig machen (Lynch et al., 2003). Wang
et al. demonstrierten ebenfalls, dass ein von Apo E abgeleitetes Peptid die erhthte Mortalitét
unter Apo E4 im Rahmen inflammatorischer Prozesse reduziert (Wang et al., 2009). Pane et
al. untersuchten die Wirkung eines von Apo E abgeleiteten Peptides auf Bakterienkulturen

und stellten fest, dass es sowohl gram-positive Zellen wie Staphylococcus aureus als auch
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gram-negative Zellen wie Klebsiella pneumoniae, E. coli oder Pseudomonas aeruginosa
totete, wahrend es gegenuber Zellkulturen von humanen Hepatozyten keine Toxizitét zeigte
(Pane et al., 2016).
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4.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Apo E ist der wichtigste genetische Risikofaktor intrazerebraler Blutungen Erwachsener.
Wir konnten diesen Risikofaktor in einer Multicenterstudie an einer grof’en Kohorte
Frihgeborener mit einem erhdhten Risiko fir IVHs assoziieren. Insbesondere schwere IVHs
traten dabei gehauft auf. Zudem zeigte sich fur Tréger des Apo E2 Genotyps ein erhohtes
Risiko, eine PVL zu entwickeln. Weitere Studien an grofRen Populationen sind nétig, um
unsere Ergebnisse zu tberpriifen. AulRerdem stellt auch das langfristige Outcome nach IVH
einen interessanten Untersuchungsaspekt zukinftiger Studien dar, da Studien bei
Erwachsenen ein schlechteres langfristiges Outcome bei Apo E2 und Apo E4 ergaben (Biffi
etal., 2011; Brouwers et al., 2012; Biffi et al., 2016).

In der vorliegenden Arbeit bestatigten wir das méannliche Geschlecht, ein niedriges GA,
einen niedrigen Apgar, eine tracheale Beatmung, einen Pneumothorax und einen
Mehrlingsstatus als Risikofaktoren fiir eine schwere IVH, wahrend eine antenatale
Steroidgabe sowie eine Geburt als SGA sich als protektive Faktoren zeigten.

Auf Grundlage dieser genetischen Einflussfaktoren und Umweltfaktoren kdnnen
Risikogruppen identifiziert werden. Das ist flr die IVH von besonderem Interesse, da sie zu
90 % innerhalb der ersten drei Lebenstage und damit in einem sehr engen Zeitfenster auftritt
(Szpecht et al., 2016). Gefahrdete Neugeborene kdnnten besonders aufmerksam beobachtet
werden, wobei beispielsweise eine engere Uberwachung des Blutdruckes und der Gerinnung
vorstellbar wére. Dies erscheint realisierbar, da Friihgeborene nach der Geburt regelhaft

intensivmedizinisch betreut werden.

Der Apo E Genotyp hatte in unserer Kohorte keinen Einfluss auf das Auftreten einer
neonatalen Sepsis. Da es sich bei der vorliegenden Untersuchung jedoch um die erste
handelt, die eine Auswirkung des Apo E Genotyps auf die Entwicklung einer neonatalen
Sepsis erforschte, sind weitere Studien nétig, um diesen Zusammenhang zu untersuchen.
Zudem spielen inflammatorische Prozesse auch in anderen Erkrankungen eine Rolle. Dies
konnte bei der zukunftigen Untersuchung der Hintergriinde neonatologischer Krankheiten

beriicksichtigt werden und zu einem besseren Verstandnis dieser Erkrankungen beitragen.

Eine Erforschung genetischer Komponenten von Erkrankungen kann Grundlage von
praventiven oder therapeutischen Interventionen sein. Es gibt dabei sowohl fir
Hirnblutungen als auch zur Einddmmung inflammatorischer Prozesse bereits therapeutische
Ansétze auf Basis von Apo E (Lynch et al., 2003; Wang et al., 2009; Pane et al., 2016; Wu
et al., 2016; Guptill et al., 2017).



5 Zusammenfassung

Frihgeborene tragen ein besonders hohes Risiko fiir die Entwicklung intraventrikuldrer
Hé&morrhagien. Polymorphismen im Apolipoprotein E Gen sind die wichtigsten genetischen
Risikofaktoren flr intrazerebrale Blutungen Erwachsener, bei Kindern gibt es hingegen noch
keine Studien zum Einfluss von Apolipoprotein E auf Hirnblutungen. Allerdings zeigen die
Apolipoprotein E2 und Apolipoprotein E4 Genotypen schadliche Effekte auf die
Entwicklung und den Verlauf zentralnerviser Erkrankungen des Kindes. Ziel dieser Arbeit
war es, den Einfluss von Apolipoprotein E auf die Entwicklung intraventrikuldrer
H&morrhagien sowie den Effekt weiterer Einflussfaktoren zu untersuchen. Zudem
uberpriften wir die Auswirkung von Apolipoprotein E auf die Pravalenz einer neonatalen
Sepsis, da Studien eine verstéarkte Inflammation bei Apolipoprotein E4 zeigen.

Daftr wurden von Januar 2009 bis Dezember 2014 7 952 Friihgeborene mit einem
Gestationsalter < 32 Schwangerschaftswochen und einem Geburtsgewicht <1 500 g aus den
Kliniken des deutschen Friihgeborenen-Netzwerkes eingeschlossen. Mittels standardisierter
Fragebdgen wurde der klinische Verlauf erfasst. Zudem wurde aus Nabelschnurproben und
Mundschleimhautabstrichen kindliche DNA isoliert und in der PCR auf den Apolipoprotein
E Genotyp untersucht. Mit Hilfe einer logistischen Regression wurden des Weiteren die
Einflussfaktoren der intraventrikularen Hamorrhagie in unserer Kohorte ermittelt.
Frihgeborene mit Apolipoprotein E2 Genotyp wurden signifikant seltener als small for
gestational age geboren. Wir konnten zudem Apolipoprotein E2 und Apolipoprotein E4 als
Risikofaktoren fir das Auftreten und flr einen schweren Verlauf intraventrikulérer
Hamorrhagien nachweisen. Es zeigte sich dabei ein dosisabhangiger Effekt zwischen der
Anzahl der Apolipoprotein E Allele und dem Risiko fir eine intraventrikuldre Hdmorrhagie.
Darlber hinaus war Apolipoprotein E2 mit dem hdufigeren Auftreten einer periventrikuléren
Leukomalazie assoziiert. Wir bestétigten in unserer Kohorte das mannliche Geschlecht, ein
niedriges GA, einen niedrigen Apgar, eine tracheale Beatmung, einen Pneumothorax und
einen Mehrlingsstatus als Risikofaktoren fir intraventrikulare H&morrhagien. Eine
antenatale Steroidgabe und eine Geburt als small for gestational age konnten wir dagegen
als protektive Faktoren nachweisen. Ein Einfluss des Apo E Genotyps auf die Entwicklung
einer neonatalen Sepsis konnte nicht festgestellt werden.

Unsere Ergebnisse missen in zukinftigen Studien noch bestéatigt werden, kdénnten jedoch

langfristig eine bessere klinische Versorgung und neue Therapiemdglichkeiten ergeben.
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A  Anhang

A.1 Einverstandniserklarung der Eltern

Studie ,Deutsches Friihgeborenen-Netzwerk (German Neonatal Network, GNN)“

Einverstandniserklarung

Hiermit erklare/n ich/wir mein/unser Einverstandnis zur Teilnahme meines(r)/unseres(r)
Kindes(r)

geb. am

an der Studie ,Deutsches Friihgeborenen-Netzwerk (German Neonatal Network)*

Ich habe die schriftliche Patienteninformation zur oben genannten Studie erhalten, gelesen und
verstanden. Ich wurde ausfuhrlich — mindlich und schriftlich — tGber das Ziel und den Verlauf der
Studie aufgeklart.

Ich wurde darauf hingewiesen, dass die Teilnahme meines Kindes freiwillig ist und dass ich das
Recht habe, diese jederzeit ohne Angabe von Griinden zu beenden, ohne das mir oder meinem Kind
dadurch Nachteile entstehen.

Ich bin dartber aufgeklart und einverstanden, dass die klinischen Verlaufsdaten meines Kindes und
meine Anschrift an die Studienzentrale (Kinderklinik der Universitat Libeck) weitergeleitet werden
und dass meine Anschriftendaten (z.B. im Fall eines Wohnortwechsels) mit der mein Kind
behandelnden Klinik oder dem Einwohnermelderegister abgeglichen werden.

Ich bin daruber informiert, dass die entnommenen Proben ausschlie3lich in anonymisierter Form zur
Erforschung von Einflussfaktoren fur Erkrankungen des Frihgeborenen und Frihgeburtlichkeit
genutzt werden und dass eine Befundmitteilung der genetischen Daten weder an mich noch an die
mein Kind behandelnden Arzte erfolgen kann.

Ich/wir hatte/n Gelegenheit, alle meine/unsere Fragen zu stellen, diese wurden zufriedenstellend und

vollstandig beantwortet.

Ort, Datum Unterschrift des/der Erziehungsberechtigten

Ort, Datum Aufklarender Arzt/Arztin (Name) Aufklarender Arzt/Arztin (Unterschrift)
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A.2 Dokumentationsbogen 1 der GNN-Studie

W 11. Lungenreifebeh. v. Geburt nein [ ja O
Nabelschnurrest eingefroren?  [] []  Einschluss nur bei Betamethason O
Outborn? og- Ubernahme am 1. LT! Dexamethason O
2. Geschlecht: weiblich [J méannlich [J Vollstandiger Zyklus (2 Dosen + 12h nach 2. Dosis) O
3. Mehrling nein O ja O 12. Tokolysebehandlung v. Geburt nein [0 ja D|
Nr. des Mehrlings: von Mehrlingen Magnesium intravenés |:| . Nifedipin (Adalat®) |:|
Sonstiges
Fetofetales Transfusionssyn.?  nein [] ja [] ja, mitLaser [] Fenoterol (Partusisten®)  []
4. Informationen zur Geburt nein ja i Atosiban (Tractotile®) O
Blasensprung vor Wehen? D ¢ D E
fg;[‘]i:‘]’:: . . | ‘ Uhrzeit: { . . ; Tokolyse seit (Datum): ‘ |
Geburtsmodus: é
Spontangeburt O Sectio [] Notsectio [] g 13. Weitere Mallnahmen? nein O ja O
; Cerclage O in SSW:
APGAR 5 Minuten ?; Pessar O inssw:
APGAR 10 Minuten P Progesteron | seit SSW:
Nabelarterien-ph: = 5 stationarer Aufenthalt der Mutter [0 seitssw:
Nabelarterien BE (+/-): ‘ L é & >1Woche
(+1-) s 14. Antenat. Antibiotische Therapie nein [0 ja Dl
5. Geburtsdaten / Gestationsalter (GA) : ‘f Cephalosporine |:|
GG: g Kérpertemp.: Cc f Metronidazol (Clont®) D
KL cm GA: + ‘% Ampicillin und andere Penicilline |:|
KU: cm % Imipenem/Meropenem I:l
6. Erstversorgung - Uhrzeit Geburt: ‘ ‘ ‘ ‘ 5? O ‘ ‘ | I ‘ | ‘ | ‘ ‘ ‘ ‘
Maskenbeatmung D Intubation D 15. ' Ursache der zu frilhen Gaburt o .
CPAP O Adrenalin O unhemmbare Wehen []  patholog. CTG O
Pufferung O Herzdruckmassage O V.a. Amnioninfektion  []  Wachstumsretard /patholog. Doppler O
Volumensubstitution ~ [] Keine dieser Manahmen O EPH-Gestose [0 Placentaldsung O
Lactat in - HELLP [0 Anhydramnie/BS>5Tage [
erster Blutentnahme [:] - mmoll Fruchtblasenprolaps [:]
Uhrzeit erste Blutentnahme: = EI | | | I ‘ | ‘ | ‘ \
7. CRIB-Score (erste 12h) 16. Alter und Herkunft der Mutter Alter: Jahre
Nladrigster BE (+.) min. 02: e, 02; Deutschland O Asien O
[ mmol/l | I I ‘% % tibriges Europa O Afrika O
Wenn "N.-BE" > 0, dann eine "98" dokumentieren. einschl. Russland Naher Osten,
8. Angeborene Fehlbildungen: nein O ja O einschl. Tarkei u. Nordafrka L]
nchtlebensbedr. L] o | ] ] ] BN
akut lebensbedr. O 17. Vorausgegangene Geburten? nein [ ja O
letal D Wenn ja: keine rémischen Zahlan
9. Niedrigster MAD (innerhalb der ersten 24 h) Gravida:  (ohne diese Geburt) T
Manschette O Arterie [] ‘ mmHg Para: (ohne diese Geburt)
10. Katecholamine in d. ersten 24h? nein O ja O Frihgeburten vor 37 + 0 SSW?: nein_ﬁ ja O
(ohne diese Geburt)
Scann Eingabe ontor korr Eingave vHiermit bestatige ich die Richtigkeit der Angaben:
it s 2wl Mandschiemnauiabrichen von Muter und Kind an de Stuclenzentale senden. I |
Klinik for Kinder und Jugendmedizin, Prof. Dr. W. Gopel, 23538 Lubeck :N.a."i.ﬁ LUnterschrifi (dokum Arzt/ Arztin) . . :

F é NN Name Kind: | I T A B A L
2 01-V5
R Geburtstag: I | | | I
slan_n‘ Version 5 31.10.2014 .
Einschluss 1/3 Name Mutter: I I O [
Strage;HausNr: | | | | | || | I A L]
PLZ; Wohnort: L L] ] I A | 111
Eingang Im Labor (Datum); EV7.  Kinik
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A.3 Dokumentationsbogen 2 der GNN-Studie

B 02-v5 Name Kind:
{GNN  Behandiung 2/3 LU L L]
EEE—— Geburtstag: e o
1 L] L ]
[1.  Prophylaktische Medikamente nein  [] ia [ [10. Sonstige Medikamente nein [ ja [
Vitamin K: nein  ja oral im. v s.c. Acetylcystein ]  Hydrocortison [ Omeprazol O
O a - O O O O Ambroxol O  ibuprofen [0  Phosphat O
Teicoplanin/Vanco zur Sepsis-Prophylaxe O Ca-Gluconat O Indomethacin [ Prednisolon O
Fluconazol zur Pilzsepsis-Prophylaxe O Ca-Glycerolph. []  Insulin O Ranitidin O
Indomethacin zur Prophylaxe der IVH O Calcium O  L_Thyroxin O Sildenafil O
Erythropoeitin zur Anamie-Prophylaxe O Ca-Phosph. [0 Na-Gluconat [ uUrsodesoxych.saure []
O ‘ ‘ ‘ | I | | | | | Dexamethason []  Na-Glyceroph. [ Vitamine-nict 0[]
Eisen O Na-bicarbonat [ Zink O
[2. Antibiotische Therapie nein O  ja 0O Glucose O nNacl O
Amikacin O Clarithromycin ] Meropenem O Dl ‘ ‘ ‘ ‘ | ‘ ‘ | | ‘ |
AmphotericinB [ Erythromycin [ |Metronidazol a
Ampi/Amoxicillin - [] Flocloxacill. O Mezlocillin O = |11. Probiotika nein [ jia O
Ampi/Sulbactam [ Fluconazol O  |Piperacillin O @  Lactobacillus + Bifidobacterium (z.B.Infloran®) O
Cefazolin O Fosfomycin [0  |Tazobactam [0 - Lactobacillus GG (z.B. Infectopharm LGG®) O
Cefotaxim O Gentamicin O |Teicoplanin O E-coli (z.B. Mutaflor®) O
Ceftazidim a !milgtni‘nfm O Tobramycin O [:ll [ [ ‘ J I J J I I J |
Cefuroxim O Linezolid O Vancomycin O
[12. Impfungen (stationr) nein [ ja O
o | L L L L L [ | | | 8" efachImpfstoff (TOP;HiB,IPV,HB) O
|3. Katecholamin-Therapie nein [ ja Dl Pneumokokken-Konjugat O
Dopamin O Dobutamin [ RSV passiv (Palivizumab) O
Noradrenalin O Adrenalin O ] Rotaviren: - Rotarix O
[4. Anaigetika u. Sedativa nein O  ja O : - RotaTeq O
Paracetamol [ Midazolam O |piritramid O g D' } ‘ ‘ ‘ ‘ | ‘ } | | ‘ |
Morphin O Fentanyl O |[sulfentanit [J ‘:
Thiopental O Phenobarbital O  |Propofol O £ [13. Medik. Wg. NW abgesetzt? nein O ja O
Pentobarbital  [] Chloralhydrat [0 [Diazepam [J | [ [ ‘ ‘ l ‘wg. I I ] |
Andere O 14, Zentr.-vendse Katheter nein O ja O
-] | RN Katheterar:  zvK L] ] Silastik []
|5. Surfactantgabe nein [ ja Dl [ Komplikationen?: I ‘ ‘ I J | |
Wenn ja, bitte Anzahl und Darreichungsform angeben: X |15. Arterielle Katheter nein O ja O
mit Sonde / Spontanatmung O Nabel-Arterienkatheter O
mit Tubus O periphere Arterienkatheter O
|B. Diuretika nein [ ja O = Extremititennekrosen? nein O ja O
Furosemid (Lasix) O [16. Nahrungsaufbau
Hydrochlorothiazid O Beginn Nahrungsaufbau am N
Spironolacton (Aldactone) D Erstmals vollstandig oral (150 ml/kg) o
|7. Inhalative Medikamente nein [] ja g Anzahl der Tage mit iv-Zugang Tage
Salbutamol O Budesonid [] Atrovent O
Furosemid O Sultanol ] Flutide O Nahrung bei Entlassung  wihrend des Aufenth.
NO O Pulmicort O Muttermilch O O
o | L] | | | Spenderinnenmilch O O
[8. Transfusionen “itte komp i nein  [J ja O FG-Nahrung (z.B. HuO) [ [}
Keine 1x  2x 3x  Anzahlbei>3x: Pre-Nahrung | O
Blut (EK): O O O O X Nahrungs-Zusitze : O [
FFP: - 0O O () O Zusétze auf Station:
TK: - 34 O O O X Zusitze bei Entlassung:
Wenn "ja", dann auch "Keine" angeb., da freie Felder als "keine Angabe™ gefiihrt werden = Felder frei lassen, wenn keine Zusatze !
|9. Atemanalept. Medikamente nein [ ja Dl
M korr. Eingabe
Coffein [ Theophyllin [ Doxapram [ ‘

Datenbogen des Kindes bitte ausfillen und zusammen mit dem Bogen 3 (griin)

nach Entlassung/Verlegung ohne wieder Aufnahme des Kindes an die Studienzentrale senden.:

Klinik fiir Kinder und Jugendmedizin, Prof. Dr. W. Gopel, 23538 Liibeck

ifiiermit bestatige foh die Richiigheit der Angaben:

Unterschrift (dokum Arzt/ A

rztin)
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23 -V5s Name Kind:
GNN Verlauf 3/3 HEEEEEE RN
~_Jereen Neorwm Nrwark Stand: Version 5 _31.10.2014
Geburtstag: Klinik: Nr.:
[1. Sauerstoffzufuhr nein  [] ja
Beginn : : Wenn das Kind mit 02-Bedarf entlassen wurde, dann
Endg. Beendigung: < - i entspricht "Endg. Beendigung” dem Entlassungsdatum. !
. » ) .
Sauerstoffbedarf bei Entlassung? nein [ ja O 7. Preumonie | NEC (xnterion NEGHISS) |
[2. cPaP nein [ ja [ nein ja vor72h nach72h
CPAP O O Pneumonie: og O O
CPAP mit Beatmungshiiben (nasal/pharyngeal) O O NEC 11/ 1l auehohneor): ] [
HFO-CPAP | Endg. Beendigng. dieser Atemhifen | L1 O 8. Schidelsonogramm nein O ja O
Highﬂow ! bitte unten bei Punkt 4 anaeben D D nein ia Grad: | n m %
[3. Beatmungsmodus nein [ ja O vi O 0O - 0O O O 0O
Konventionelle Beatmung (IMV; SIMV; etc.) O O pve O O
Hochfrequenzoszillation (HFO) O O 9. Hiiftsono nein [ ja |:||
|4. Tracheale Beatmungszeiten (+ Beatmng. bei oP) nein [] ja D| Hftgelenksdyspl. >= 2 nach Graf nein [ ja O
1. Beatmg. vom bis 10. Ophthalmol. Untersuchung nein [ ja I:Il
2. Beatmg. vom bis max. ROP-Stadium: u = Ziffern 0 bis 5; @ entspricht 0
3. Beatmg. vom bis nein ja Datum: links rechts bds.
4. Beatmg. vom bis (BEeV?QCiZ.UTab og O O 0O
sp.: Avastin
5. Beatmg. vom bis Laser og O O 0O
6. Beatmg. vom bis Kryo (m| O O 0O
7. Beatmg. vom bis 11. Apparatives Horscreening nein O ja O
A
Endg. Beendigung jegl. Langzeit-Atemhilfe s Al
(CPAP / tr. Beatmung / u. a.) L1 ] | unauftslig - [ auftalig - [
Beatmung bei Entlassung? nein [ ja O 12. Operationen nein [ ja I:Il
[5. Pneumothorax / PIE nein [ ja [ nein  ja  Datum
nein ja PDA-OP O O4d
PIE o0 NEC-OP o d
Pneumothorax mit Drainage OO Lebenstag FIP-OP O O
- unter trachealer Beatmung OO VP-Shunt O Od
- unter CPAP O O Herniotomie [ O
- Spontanatmung O a0 sonstops? O O
6. Sepsis/SIRS (Kriterien NEO-KISS) nein [ ja D| Art der OP (Freitext in Druckbuchstaben):
Beginn innerhalb 72h ? O O
Il Erreger in Blutkultur? a O
Erreger-Nr.: Datum Erregernachweis: 13. BPD (nach Walsh, 35+0 bls 36+6 SSW) nen 0 ja 0|
1. Sepsis: - 02-Bedarf < 30% (moderat) O
2. Sepsis: - 02-Bedarf > 30%, CPAP od. Beatmung (schwer) O
3. Sepsis: -
Andere Sepsiserreger: d 14. Entl g/Verlegung (ohne Wiederaufnahme!) |
Erregerkatalog:
|ke‘n Kermachres 00 00 N Datum Entlassung: | ‘ ‘ | | |
|Enterokokken ENT 34 Gewicht: } |Gramm
Enterobacter ENB 39 KU: u cm KL: cm
Pseudomonas aeruginosa PAE 42
Staphyl. epidermidis KNS 32 nach Hause [
Staphyl. aureus SAU 31
Staphyl. Aureus Oxacillin resist. MRSA 51 Verlegt D - Grund:
E. coli ESBL bildend ESBL.ECO |50
|Klebsialla ESBL bildend ESBL_KLE 53 TodinKlinik [ = Grund:
E. feacium/ E. feacalis Vancomycin resist. VRE 52
Serratia SER 40
Listeria monocytogenese LMO 43
Candida CAN 46 Scann Eingabe Monitor korr. Eingabe
P Gruppe B BST 33 Aszul

Datenbogen des Kindes bitte ausfullen und zusammen mit dem Bogen 2 (gelb)

nach Entlassung/Verlegung ohne wieder Aufnahme des Kindes an die Studienzentrale senden.

Klinik fiir Kinder und Jugendmedizin, Prof. Dr. W. Gopel, 23538 Liibeck

sHiermit bestétige ich die Richtigkeit der Angaben: [
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. 04-V5 Name Kind:
’GNN Verlauf nach Verlegung (4) | [ ]| | HEEEEEN
W Snin s Stand: Version 5 31.10.2014 B B B - _
Geburtstag: Klinik: Nr.:
1. Sauerstoffzufuhr nein  [] ja [
Beginn : Wenn das Kind mit O2-Bedarf entlassen wurde, dann
Endg. Beendigung: € entspricht "Endg. Beendigung" dem Entlassungsdatum
Sauerstoffbedarf bei Entlassung? nein  [J ja O [
2. CPAP nein [0 ja O -
CPAP O O
CPAP mit Beatmungshiiben (nasal/pharyngeal) O o :
HFO - CPAP Endg. Beendigng. dieser Atemhilfen O O - [a- Schidelsonogramm nein [ ja O
Highﬂow bitte unten bei Punkt 4 anaeben D D_ ,; nein ja Grad: 1 I m v
3. Beatmungsmodus nen O ja O[® wi O O - 0O O 0O O
Konventionelle Beatmung (IMV; SIMV; etc.) O O pvL O O
Hochfrequenzaszillation (HFO) O O {
4. Tracheale Beatmungszeiten (+ Beatmng.beioP) nein []  ja [J
1. Beatmg. vom bis [10. Ophthalmol. Untersuchung nein O ja O
2. Beatmg. vom bis max. ROP-Stadium: = Zitfern 0 bis 5; @ entspricht 0
3. Beatmg. vom bis nein ja Datum: links rechts bds.
4. Beatmg. vom bis (Baevepl\cizlugnab og O O O
5p.: Avastin|
5. Beatmg. vom bis Laser og O O O4d
6. Beatmg. vom bis Kryo a0 O O O
7. Beatmg. vom bis 't mApparatives Hérscreening nein [ ja O
Endg. Beendigung jegl. Langzeit-Atemhilfe <11 , allis
(CPAP / tr. Beatmung / u. a.) | [ 1 | | unauffallig o auffallig H
Beatmung bei Entlassung? nein [ ja O [12. Operationen nein O ja O
nein ja Datum
PDA-OP d O
NEC-OP O O
FIP-OP o O4d
VP-Shunt o 0O
Hemictomie [ O
Sonst. OPs? O O
6. Sepsis/SIRS (Kriterien NEO-KISS) nein [0 ja O Art der OP (Freitext in Druckbuchstaben):
Beginn innerhalb 72h ? O O
' Erreger in Blutkultur? O O
Erreger-Nr.: Datum Erregernachweis: [13. BPD (nach Walsh, 35+0 bis 36+6 SSW) nein [ ja O
1. Sepsis: - 02-Bedarf < 30% (moderat) O
2. Sepsis: - 02-Bedarf > 30%, CPAP od. Beatmung (schwer) []
3. Sepsis: -
Andere Sepsiserreger: - 14. Entlassung/Verlegung (ohne Wiederaufnahme!)
Brregerkatalog: | ——
kein Keimnachweis 00 00 ' Datum Entlassung: ‘ ‘ | ‘ | | I
Enterokokken ENT 34 Gewicht: Gramm
Enterobacter ENB |39 KU: o em KL: cm
Pseudomonas aeruginosa PAE 42 o
Staphyl. epidermidis KNS 32 nach Hause O
Staphyl. aureus SAU 31
Staphyl. Aureus Oxacillin resist. MRSA 51
E. coli ESBL bildend ESBL_ECO |50 Tod in Klinik O - Grund:
Klebsialla ESBL bildend ESBL_KLE ‘53
E. feacium/ E. feacalis Vancomycin resist. VRE 52
Serratia SER 40
Listeria monocytogenese LMO A43 Scann Eingabe Monitor korr. Eingabe
Candida CAN 48
Strepokoko Gruppe B BST 33

Datenbogen des Kindes bitte ausflllen und zusammen mit dem Bogen 2 (gelb)
nach Entlassung/Verlegung ohne wieder Aufnahme des Kindes an die Studienzentrale senden.:
Klinik fiir Kinder und Jugendmedizin, Prof. Dr. W. Gopel, 23538 Liibeck

THiermit bestatiae ich die  Richiiakell der Anaaben:
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A.6 Protokoll zur DNA-Isolierung aus Mundschleimhaut-

Abstrichen

Die in diesem Protokoll beschriebene DNA-Isolierung aus Nabelschniren erfolgt mittels
QlAamp® DNA Mini Kit der Firma QIAGEN.

Protease auftauen, Thermoschittler auf 56°C vorheizen und

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Eppendorf ReaktionsgefalRe (Eppis) beschriften und Abstrichtupfer kurz hinein

brechen (mit Deckel festhalten)
+ 400 pl PBS

+ 400 ul AL-Puffer und + 20 ul Protease (jeweils nur 2 Eppis zurzeit) — sofort
15 Sekunden vortexen

1 Stunde (maximal 1,5 Stunden) bei 56°C im Thermoschuttler inkubieren, Speed 500
in der Zeit Sdulen-Tubes und Eppis beschriften

+ 400 pl absolut Ethanol — vortexen

1 Minute bei 8000 rpm zentrifugieren

600 pl Probe auf identisch beschriftete Sdulen-Tubes geben

1 Minute bei 8000 rpm zentrifugieren

Sédulen in neue 2 ml-Eppis setzen und restliches Material riiber pipettieren (Tupfer
ausdriicken)

1 Minute bei 8000 rpm zentrifugieren
Sdulen in neue 2 ml-Eppis setzen

+ 500 pl Waschpuffer 1

1 Minute bei 8000 rpm zentrifugieren
Sdulen in neue 2 ml-Eppis setzen

+ 500 pl Waschpuffer 2

3 Minuten bei 13200 rpm zentrifugieren
Sdulen in beschriftete Eppis setzen

+ 200 pl AE-Puffer

1,5 Minuten bei 9600 rpm zentrifugieren (DNA ist nun im Eppi)
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21.

22.

23.

24.

25.

erneut + 200 pl AE-Puffer

5 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren
1,5 Minuten bei 9600 rpm zentrifugieren
Séaulen verwerfen

Eppis mit DNA einfrieren
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A.7 Protokoll zur DNA-Isolierung aus Nabelschntiren
Die in diesem Protokoll beschriebene DNA-Isolierung aus Nabelschniiren erfolgt mittels
Gentra® Puregene® Tissue Kit der Firma QIAGEN.

1. Nabelschnur ca. 100 mg kleingeschnitten - + 3 ml Cell Lysis Solution > + 15 pl
Puregene Proteinase K — VORTEXEN (Gewebe muss komplett in der Losung sein)
—> Uber Nacht bei 55°C im Thermoschiittler inkubieren, Speed 600

2. + 13 pl RNAse A Solution — VORTEXEN; fur 1 Stunde bei 37°C im
Thermoschdttler inkubieren, Speed 600

3. Fir ca. 3 Minuten ins Gefrierfach

4. +1 ml Protein Precipitation Solution und 20 Sekunden gut vortexen (alles auf Eis

pipettieren)

5. 10 Minuten bei 5000 rpm zentrifugieren: Die Proteine sollten jetzt in Form eines
Pellets am Boden des Réhrchens sein, die DNA im Uberstand

6. DNA-Uberstand in ein neues Réhrchen mit 1 ml Protein Precipitation Solution
uberflhren, vortexen und die Proteinfallung wiederholen (10 Minuten bei 5000 rpm)

— auf Eis pipettieren
7. 3 ml Isopropanol 100 % in ein neues Rohrchen pipettieren

8. DNA-Uberstand dazugeben und das Rohrchen vorsichtig tiber Kopf schwenken, bis
DNA komplett ausgefillt ist in Form von einem ,,DNA-Faden*

Q. 5 Minuten bei 5000 rpm zentrifugieren DNA sollte jetzt als Pellet am Boden des

R6hrchens sein

10.  Uberstand vorsichtig in den Abfall abgieRen und das Réhrchen kopfiiber auf ein

sauberes Papier abtupfen

11.  + 3 ml Ethanol 70% (700 ml ETOH absolut + 300 ml Aqua dest.), Probe

durchspilen, um das DNA-Pellet zu waschen
12. 5 Minuten bei 5000 rpm zentrifugieren
13.  Alkohol vorsichtig in den Abfall abgieRRen, Rohrchen tiber Kopf auf Papier abtupfen
14.  Ethanolwaschschritt wiederholen - 5 Minuten, 5000rpm zentrifugieren

15.  Rohrchen Uber Kopf auf sauberem Papier fur ca. 2 Stunden lufttrocknen lassen
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16. + 150 - 1000 pl DNA Hydration Solution Kleines Pellet: 150ul, ansonsten 300-
1000ul DNA Hydration Solution; vorsichtig mit Pipette durchspulen

17.  Uber Nacht bei 25°C im Thermoschiittler inkubieren, Speed 300

18. DNA-LOsung in ein beschriftetes 1,5 ml Eppi pipettieren, eventuell noch
verdinnen mit DNA Hydration Solution, wenn zu dickflussig; im Kduhlschrank

lagern

19. DNA-Konzentrationsmessung Konzentration < 35ng/pl muss wiederholt werden
Verhaltnis 260/280 muss zwischen 1,65 - 2,1 liegen (Einstellung auf 50 — 70 ng)
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A.8 Tabelle zur logistischen Regression klinischer
Risikofaktoren der IVH

Tabelle 10: Logistische Regression der klinischen Risikofaktoren fiir eine schwere IVH

Keine IVH, IVH IVH Grad 3/4 Multivariates p OR (95 % KIl)

Grad 1/2 (n=502)

(n =7450)
Gestationsalter™ 28,3/ 2,2 26,1/ 2,0 <0,001 0,75 (0,71 -0,78)
[Wochen]
Maénnliches 51,9 61,2 0,016 1,27 (1,04 — 1,55)
Geschlecht [%]
Mehrling [%] 33,7 38,4 < 0,001 1,51 (1,24 - 1,85)
SGA [%] 11,7 10,2 0,006 0,64 (0,47 - 0,88)
Mutter deutscher 72,9 74,1 0,216 1,15 (0,92 - 1,43)
Herkunft [%)]
Keine antenatale 8,6 20,7 < 0,001 2,23 (1,73-2,87)
Steroidgabe [%)]
APGAR < 3 mit 0,6 3.8 0,001 2,67 (1,49 — 4,81)
5 min [%]
Tracheale 50,6 94,0 < 0,001 7,01 (4,74 - 10,38)
Beatmung [%]
Pneumothorax [%] 4,7 14.9 < 0,001 2,06 (1,55 -2,73)
Apo E3 [%] 64,3 56,0 Referenz
Apo E2 [%] 11,4 14,9 0,049 1,33 (1,00 - 1,76)
Apo E4 [%] 23,7 29,1 0,003 1,39 (1,12 — 1,74)

* Mittelwert/ Standardabweichung
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