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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Fruhgeburtlichkeit

Uber 1 von 10 Neugeborenen wurde 2010 weltweit zu frith geboren, somit waren etwa 15
Millionen Kinder Frithgeborene. Mehr als 1 Millionen Kinder starben an den Folgen ihrer
Frithgeburtlichkeit [1,2]. Sie sind fiir etwa ein Drittel aller neonatalen Todesfdlle
verantwortlich [3]. In den westlichen entwickelten Nationen stieg in den letzten zwei

Jahrzehnten die Rate an Frithgeburten stetig an. [4]

Als Friihgeburt gilt die Geburt vor der vollendeten 37. Schwangerschaftswoche (SSW)
post menstruationem. Innerhalb des Patientenkollektivs der Friihgeborenen existieren
weitere Unterteilungen zur besseren Prognosebestimmung. Anhand des Gestationsalters
(GA) lassen sich die Kinder einteilen in friihgeboren (<37. SSW), sehr friihgeboren (<32.
SSW) und extrem frithgeboren (<28. SSW).

PREGNANCY
First Trimester Second Trimester Third Trimester
Months // 4 5 6 7 8 9 10
28
weeks
TOTAL BURDEN OF RRETERM BIRTH

Preterm birth (<37 weeks gestation) Term
Very Moderate or

Extramely preterm preterm Late preterm 37 - <42

<28 weeks 28 - <32 32 - <37 weeks
weeks weeks

Abbildung 1: Ubersicht der Definitionen fiir Friihgeburtlichkeit

modifiziert nach Howson et al. [74]

Richtet man sich hingegen nach dem Geburtsgewicht (GG), so unterscheidet man

untergewichtige Frithgeborene mit einem GG <2500g (low birth weight, LBW), sehr

untergewichtige (very low birth weight, VLBW) <1500 g sowie extrem untergewichtige

Frithgeborene (extremely low birth weight, ELBW) <1000 g. Von dieser Einteilung

abzugrenzen ist die Gruppe der Kinder, die als zu klein fiir ihr GA klassifiziert werden,
bezeichnet als ,,small for gestational age* (SGA). Dies sind Feten oder Neugeborene, die

ein Schitz- oder Geburtsgewicht unterhalb der 10. Perzentile haben [5]. Dieser Terminus

1
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kann sowohl auf frith- als auch auf reifgeborene Séduglinge angewendet werden. Die

Einteilung erfolgt anhand aktueller deutscher Perzentilenkurven [6].

Die Ursachen fiir die wachsende Zahl Friihgeborener sind vielfdltig. Die Raten an
kiinstlicher Befruchtung bei dlteren Gebdrenden nehmen zu. Diese Schwangerschaften
fiihren bereits zu hoheren Raten an Friihgeburtlichkeit. Zudem fiithren sie wiederum zu
einer erhohten Inzidenz an Mehrlingsschwangerschaften. Diese haben  mit
Frithgeburtlichkeitsraten von 40-60% im Vgl. zu 5-10% bei Einlingsschwangerschaften ein
deutlich hoheres Risiko fiir eine verfrithte Geburt. An Volkskrankheiten wie Adipositas,
Bluthochdruck und Diabetes mellitus erkranken immer héaufiger auch Frauen in
geburtsfahigem Alter. Damit einhergehende Schwangerschafiskomplikationen mit dem

erhohten Risiko einer Frithgeburt treten daher haufiger auf [1].

Die Uberlebensrate sehr kleiner Frithgeborener stieg in den letzten 30 Jahren auf Grund
verbesserter perinataler Versorgung stetig. Frithgeborene haben postnatal ein hohes Risiko
fiir kurzfristigen Komplikationen, hierzu zdhlen u.a. Hirnblutungen, pulmonale und
abdominelle Komplikationen (nekrotisierende Enterocolitis, fokale intestinale Perforation)
[7-10]. Neue Therapiemdglichkeiten beispielsweise mit Kortikosteroiden und Surfactant
revolutionierten die Neonatalmedizin, sodass sich zunédchst die kurzfristigen Prognosen fiir
sehr kleine Frithgeborene stetig besserten. Der Frithgeborenen Studie EPIPAGE 2 aus
Frankreich zufolge stiegen die Uberlebensraten fiir sehr friihgeborene Kinder seit 1997 um
14% signifikant an und auch im Deutschen Frithgeborenen Netzwerk (GNN) steigt die
Uberlebensrate [11,12]. Auf die steigende Uberlebensrate Friihgeborener folgt eine
Weiterentwicklung von Therapieansitzen, die zur verbesserten Langzeitentwicklung dieses
Patientenkollektivs beitragen [13]. Langfristig haben die Kinder u.a. ein erhdhtes Risiko
fiir ein reduziertes Korperwachstum und eine unterdurchschnittliche neurokognitive
Entwicklung [14]. Die langfristigen Folgen betreffen insbesondere sehr frithgeborene
Menschen [15].

Bei wachsender Anzahl inzwischen adulter Frithgeborener wird zunehmend ein stérkerer
Fokus auf die Folgeschiden der Friihgeburtlichkeit gelegt, da sie zu lebenslanger
Morbiditét fithren kann [16].

Auch der finanzielle Aspekt der Neonatologie im Gesundheitswesen ist ein relevanter

Faktor. Es liegen Studien aus Skandinavien und den USA vor, die jeweils auf die
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erheblichen Mehrkosten der Friihgeburtlichkeit fiir die Gesellschaft hinweisen [17-19].
Die finanziellen Mehrkosten eines zu frith geborenen im Vgl. zu einem reif geborenen
Kind liegen Schitzungen einer Studie der Charité zufolge in Deutschland bei mindestens
10.000 € [20].

All dies verdeutlicht die Dringlichkeit, die moralische, finanzielle und ethische Relevanz

der Forschung im Hinblick auf Friihgeburtlichkeit.

Die Identifizierung moglicher Einfluss- und Risikofaktoren im Leben der Friihgeborenen
ist der erste Schritt zur langfristigen Verbesserung der Versorgung. Sie dienen der
Pravention moglicher Komplikationen, der Entwicklung neuer Behandlungsstrategien
sowie als Grundlage fiir zukiinftige Forschung. Relevant sind die medizinische Versorgung
und das Umfeld in den ersten Lebenswochen, das Auftreten von Komplikationen aber auch
die Erndhrung. Hierbei spielt insbesondere die Erndhrung mit Muttermilch eine zentrale

Rolle.

1.2 Laktase-Persistenz

Milch dient seit Millionen von Jahren der frithen Erndhrung der Nachkommen von
Saugetieren [21]. Die Féahigkeit zur Laktation, der Milchproduktion, durch Saugetiere geht
moglicherweise schon auf das Pennsylvanische Zeitalter vor etwa 310 Millionen Jahren
zuriick [22]. Milch eignet sich auf Grund ihrer Zusammensetzung aus reichhaltigen
Néhrstoffen und bioaktiven Faktoren mit 65-70 kcal/dL  hervorragend als
Hauptenergiequelle fiir das Uberleben und die gesunde Entwicklung von neugeborenen
Sdugetieren. Unter anderem wird eine verbesserte neurokognitive Entwicklung im Rahmen

der Muttermilch Erndhrung beschrieben [23].

Milch besteht aus Proteinen, Fetten und Kohlenhydraten. Die Kohlenhydrate bestehen
groftenteils aus Laktose und Oligosacchariden. Das Dissaccharid Milchzucker, die
Laktose, macht mit 6,7 bis 7,8 g/dL Muttermilch den grofSten Teil der Makron&hrstoffe und
ca. 40% der Kalorien der Muttermilch aus [21,24]. Zur Spaltung in die Monosaccharide
Glukose und Galaktose sowie den anschlieBenden Verdau ist das im Diinndarm gebildete
Enzym Laktase (auch Lactase-Phlorizin-Hydrolase, LPH) essentiell. Bei fehlender oder
eingeschriankter Aktivitit dieses Enzyms kann es in Folge von Milchkonsum zu

gastrointestinalen Beschwerden mit abdominellen Schmerzen, Flatulenz und Diarrhoen
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kommen [25]. Die Ausprigung der Symptomatik ist zudem abhédngig von der Menge der

zugefiihrten Laktose sowie von der Zusammensetzung des enteralen Mikrobioms. [26]

- Proteins, lipids, minerals, vitamins, and water (both LP and LNP)

Small intestine | Human lactase (LP)
Lactose — Glucose + Galactose

Bacterial lactase (LNP)

Lactose — Glucose + Galactose

J l Lactic acid bacteria (fermentation)

Osmotic shock CO, + H, + Short-chain fatty acids (acetate, butyrate, and propionate)
: : — Diarrhea
Large intestine Methanogenic bacteria
Methane
Gases (CO,, H,) — Flatulence and bloating
Methane — Constipation

Abbildung 2: Laktoseverdau im menschlichen Korper

Modifiziert nach Segurel [27]

durch menschliche Laktase im Diinndarm (Lak+) oder bakterielle Laktase im Dickdarm (Lak-). Blau:
Stoffwechselprodukte der Milch (Lak+/-), Rot: potentiell schidliche Produkte und Symptome bei Lak-.

Sdugetiere besitzen nach der Geburt und wihrend der gesamten Stillzeit eine hohe LPH
Aktivitit. Sduglinge und Kinder konnen etwa bis zum 5. Lebensjahr Laktose verwerten.
Der zeitliche Beginn der Unvertrdglichkeit ist jedoch variabel und liegt je nach Herkunft
und Ausmall des Milchkonsums zwischen 2 und 10 Lebensjahren [28-33]. Der
ausgepragte Konsum von Milcherzeugnissen iiber dieses Alter hinaus scheint zu einem
verzogerten Eintritt der Unvertrdglichkeit zu fiihren [34]. Die LPH Aktivitdit nimmt
erndhrungsphysiologisch mit zunehmendem Alter ab und fiihrt bei ca. 65% der

menschlichen Weltbevolkerung zu Laktoseintoleranz im Erwachsenenalter [35].

Bereits 1988 beschrieben Scrimshaw und Murray jedoch das Phdnomen, dass bei einzelnen
Individuen europdischer Abstammung die LPH bis in das Erwachsenenalter persistiert.
[36] Bei diesem Phdanomen, der so genannten Laktase-Persistenz (LP), handelt es sich um
eine autosomal dominant vererbte genetische Eigenschaft, die die fortlaufende Expression
des LPH und somit die Fahigkeit zur Spaltung von Laktose zur Folge hat. Individuen mit
LP (Lak+) konnen im Gegenteil zu Individuen ohne LP (Lak-) somit iiber das Kindesalter

hinaus Milchzucker verdauen [37,38].
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Die Studiengruppe um Enattah berichtete, dass die Variation ihren Ursprung in der
jiingeren Evolution hat und ihre Ausbreitung durch eine ausgeprigte positive natiirliche
Selektion begriindet ist [33,39]. Burger et al berichteten 2007 von einer sehr niedrigen
Frequenz der LP im friihen Neolithikum. Das Neolithikum (Syn. Jungsteinzeit, ca. 5500 bis
2200 v. Chr.) ist eine Epoche, die in Mittel- und Westeuropa mit dem Ubergang von
Jdger- und Sammlerkulturen zu sesshaften Bauern begann. Dieser veranderte Lebensstil
und die neolithische Wirtschaftsweise mit domestizierten Tieren und Pflanzen fiihrte zu
einem tiiber die Stillzeit hinausgehenden Milchkonsum [40]. MutmaBlich fiihrte diese
Erweiterung der Lebensmittelressourcen zu einem Uberlebensvorteil insbesondere in
Zeiten von Nahrungsmangel [38,41,42]. Die Studiengruppe um Kriittli fand eine hohe
Frequenz an LP im darauffolgenden Mittelalter [43]. Es ist somit davon auszugehen, dass
der Polymorphismus erstmals im Neolithikum auftrat und sich anschlieBend rasch

ausbreitete, sodass im Mittelalter bereits eine hohe Genfrequenz nachweisbar ist.

(a)

60°N — 0.9
0.8
0.7
30°N —
0.6
0.5
0° 0.4
0.3
0.2
30°S 4 0.1
(b)
0.8
. 0.7
30°N .,
0.6
0.5
0° = 0.4
0.3
0.2
30°S 0.1
hd &
T T T

|
0° 45°E 90°E 135°E 180°E

Abbildung 3: Karten der Verbreitung von LP und -13910*T Allel in der "alten Welt"
Modifiziert nach Gerbault et al. [31]

(a) Verbreitung des LP Phénotyps (b) Verbreitung des -13910*T Allels, assoziiert mit LP
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In spéteren Studien konnte dann bewiesen werden, dass LP weltweit nicht ausschlieBlich
auf diesen einzelnen Polymorphismus zuriickzufiihren ist. Tishkoff et al. untersuchten
2009 die Eigenschaft der LP in afrikanischen Bevdlkerungen und konnten drei weitere
Polymorphismen identifizieren, die in afrikanischen Populationen héufiger als der bisher
identifizierte =~ Polymorphismus -13910*T nachweisbar waren [44-46]. Diese
Polymorphismen liegen an einer leicht verdnderten Position desselben Chromosoms, es

handelt sich mutmaBlich um eine zeitlich konvergente Entwicklung.

Lange war es nicht moglich, Lak+/Lak+ Individuen sicher zu differenzieren, da die
Invasivitét intestinaler Biopsien eine Durchfiihrung zu Studienzwecken nicht rechtfertigt.
In den vergangenen Jahrzehnten wurde daher auf so genannte Laktose-Toleranz-Tests
zuriickgegriffen, die entweder den Anstieg des Blutzuckers oder die exspirative
Ausscheidung von H+ Ionen nach Glukoseverzehr messen [47]. Mit dieser Methode
konnte jedoch nur eine didtische Intoleranz, nicht hingegen die tatsédchliche Expression des
LPH nachgewiesen werden. Zudem sind diese indirekten Methoden abhingig von
unterschiedlichen Faktoren, wie beispielsweise dem individuellen Glukose Metabolismus
oder der korperlichen Aktivitit. Auch fiihren Infektionen oder chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen gehduft zu falsch negativen oder positiven Ergebnissen. Indirekte
diagnostische Methoden konnen daher wumzureichend verldsslich sein und nicht mit
klinischen Symptomen korrelieren [48,49]. Die Forschung zur genetischen Ursache und
eindeutigen Identifizierung Lak+ Individuen intensivierte sich erst im Laufe der letzten
Jahrzehnte. Der endgiiltige Durchbruch gelang mit der Identifizierung der so genannten

Einzelbasenpolymorphismen.

1.3  Single nucleotide polymorphism

Das menschliche Genom ist reich an Variationen und weist durchschnittlich etwa alle 1000
Basenpaare eine Variation auf. Einzelbasenpolymorphismen (engl. single nucleotide
polymorphism, SNP) reprisentieren die hiufigste Form genetischer Variationen. Sie sind
fiir einen GroBteil der vererbbaren phianotypischen Unterschiede verantwortlich. Es handelt
sich um genetische Variationen an bekannten DNA Loci. Urspriinglich handelte es sich um
Punktmutationen, die im Laufe der Evolution innerhalb von Populationen persistierten.
Einzelne Basenpaare weisen eine interindividuelle Varianz auf. Es treten alternierend zwei

verschiedene Basen auf [50].
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Einzelbasen Insertions- und Deletions-
Polymorphismus (SNP) polymorphismus (Indel)

o9e 888
20 2082

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Einzelbasen Polymorphismus (SNP) und des

Insertions- und Deletionspolymorphismus

Modifiziert nach Hingorani et al. [124]

Mindestens 90% der Variationen in der menschlichen DNA werden durch SNPs verursacht
[51]. Im Gegensatz zu Mutationen folgen sie den Erbgéingen und treten mit einer héheren
Allelfrequenz auf. Definitionsgemi3 werden Variationen, die bei mehr als 1% der
Population auftreten, als SNP bezeichnet. Die Frequenz ist abhidngig von unterschiedlichen
Faktoren, unter anderem von dem evolutionsbiologischem Selektionsdruck und von dem

Zeitpunkt, zu dem die Mutation erstmalig auftrat [52].

Die Identifizierung tausender Polymorphismen hat in den letzten Jahren zu vielfdltigen
Forschungserfolgen in der Medizin gefiihrt. Die Identifizierung von SNP zur priziseren
Kategorisierung der Schizophrenie, der akuten lymphatischen Leukdmie und zur Therapie
der Hepatitis C sind nur einige insgesamt vieler Fortschritte, die diese
Untersuchungsmethode in den letzten Jahren ermdglichte [53]. Die Anwendung dieser
Technik beschrinkt sich jedoch nicht nur auf die klinische Medizin. Sie hat in vielen
Fachbereichen wie beispielsweise in der Pharmakogenetik, in der Botanik und in der
forensischen Genetik ihre Anwendung gefunden [54] und sich weltweit als eine gédngige

molekular-zytogenetische Methode etabliert.

Die Technik erlangte auch fiir die LP an Bedeutung. Bereits in den 1980er Jahren
begannen Wissenschaftler, sich mit einer mdglichen genetischen Variation zu

beschiftigen, der das Phdnomen der Laktase-Persistenz zugrunde liegen konnte. Zunéchst
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existierte die Hypothese, dass ein Polymorphismus im Gen der LPH fiir LP verantwortlich
ist. Diese Theorie wurde nach jahrelanger Forschung Ende der 1980er Jahre falsifiziert. Es
konnte keine DNA Variation innerhalb des Laktase Gens nachgewiesen werden, die das
Phénomen der LP hinreichend erklérte [55,56]. In den friihen zweitausender Jahren wurde
dann eine Enhancer Region (ER) fiir das Laktase Gen entdeckt [28,38]. ER sind Regionen
auf  Chromosomen, die Einfluss auf  Genprodukte entfernt  gelegener
Chromosomenregionen haben [57-59]. Eine Studiengruppe um Bersaglieri fiihrte eine
genetische Typisierung von 360 Individuen durch. Sie konnte nachweisen, dass eine
Punkmutation auf dem kurzen Arm von Chromosom 2 zum Austausch einer Cytosin- durch
ein Tyrosin-Base (C->T -13.910*T) fiihrt. Die Mutation ist unterhalb des Laktasegens
(LCT) auf Intron 13 des ,,Minichromosome Maintenance 6 Gen (MCM 6) lokalisiert und
korreliert klinisch mit der Laktose Vertraglichkeit. Das T Allel — auftretend beim
heterozygoten Genotyp CT sowie dem homozygoten Genotyp TT- korreliert mit der
Persistenz (Lak+). Der homozygote CC Genotyp ist mit vollstandiger Nonpersistenz der
Laktase assoziiert (Lak-). Das Laktase-Persistenz-Gen (LPG) war identifiziert und wurde

als SNP ,,rs4988235“ am 27.01.2016 in die GWAS Datenbank aufgenommen.

2q21.3-2q22.1
a =3 Mb
40— B VNNV L NTEENTIIND DWW

T T T T T 1

134000000 134500000 135000000 135500000 136000000 136500000 137000000 137500000 138000000

36215806 > [136459692 >
= CanboreT 1362158061 / \ 36450692 Telofors
L DARS

LCT -—
; MCM6
19.3 kb
/MCM6 36.2 kb\\
<1136350481] _ <1 136313666
- 3
] 04—+ +-4+4 A+ -
A
Intron 13 Intron 9
g1k c TAAGTTACCA. .. .. e .AAGAYAGIAGCC {Lc P GGCIG/AICGGTGG
-14010 bp -13915bp —13910bp —13907 bp —22018 bp

Abbildung 5: Karte der LCT und MCM6 Gen Region und Lokalisation des genotypisierten SNPs
Modifiiziert nach Tishkoff et al. [60]

(a) Verteilung der in die Genotyp Analyse involvierten 123 SNPs (b) Karte der LCT und MCM 6
Gen Region (c) Karte des MCM6 Gens (d) Lokalisation der LP-assoziierten SNPs innerhalb der
Introns 9 und 13 des MCM6 Gens in afrikanischen und europiischen Populationen.
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Erstmals Erwdhnung in der Literatur fand der Polymorphismus 2002 als Genvariante im
Zusammenhang mit Laktosemaldigestion [38]. Seither handelt es sich um einen der am
hdufigsten untersuchten SNP weltweit. In zahlreichen Studien konnte beispielsweis der
Einfluss des LPG auf Gewicht und Blutdruck bei Erwachsenen nachgewiesen werden [61].
Auch wurde bereits eruiert, dass Personen mit LP eine verdnderte Darmflora (Mikrobiom)
mit einer hohen Rate an Bifidusbakterien haben [62]. Es konnte nachgewiesen werden,
dass LP Individuen einen héheren Milchkonsum haben, es sich somit um einen Pradiktor
fiir genetisch determiniert erhohten Milchkonsum handelt [63]. Erste retrospektive Studien
legen einen Zusammenhang zwischen Milchkonsum und Gewicht sowie Blutdruck auch in

pddiatrischen Studienpopulationen nahe [64].

Mit der Identifizierung eines individuellen genetischen Risikoprofils erdffnet sich in
Zukunft ein grofBes Spektrum neuer Moglichkeiten in der Medizin. Interindividuelle
Unterschiede bei Therapieansprechen und Outcome kdnnen antizipiert und im Sinne des
Patienten genutzt werden [65]. Praventions- und Interventionsstrategien konnen angepasst
werden, eine individualisierte didtetische oder pharmakologische Therapie wird
ermoOglicht. Auch kann dieses Wissen fiir die Sekundérpravention mdglicher

Folgeerkrankungen genutzt werden.

1.4  Friuhgeburtlichkeit und Laktase-Persistenz

Die steigende Rate an Frithgeburtlichkeit, das moralische und ethische Streben aber auch
der finanzielle Druck in der Gesundheitsversorgung verdeutlichen den Bedarf an intensiver
Forschung. Eine individuelle und hoch professionalisierte Therapie in der Neonatologie ist
heutzutage dringlicher denn je. Trotz der umfangreichen Forschung und des Wissens um
die klinisch interessante genetische Variante rs4988235 liegen bisher wenige Studien an
padiatrischen Studienpopulationen vor. Insbesondere untersuchte bisher niemand den
Einfluss auf die Entwicklung Friihgeborener. Dieser Assoziation widmete sich diese

Studie.
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LP Individuen haben bekanntermallen einen hohen Anteil an Bifidusbakterien im enteralen
Mikrobiom, die Gabe von Bifidusbakterien fiihrte in einigen Frithgeborenen Studien
zudem zu einer niedrigeren Rate abdomineller Komplikationen [66]. Es interessierte uns
daher die Rate an abdominellen Operationen bei Frithgeborenen in Abhéngigkeit vom LP-
Status. Aufgrund der beschriebenen evolutiondren Daten und dem hohen Risiko von
Frithgeborenen fiir Stérungen des Wachstums und der Entwicklung interessierte uns zudem
die Frage, ob Friihgeborene mit LP einen Vorteil in Bezug auf diese Endpunkte haben.
Muttermilcherndhrung  wird mit einer besseren neurokognitiven Entwicklung
Neugeborener assoziiert. Daher widmeten wir uns in der vorliegenden Arbeit dieser
Entwicklung sowie dem Korpergewicht als Parameter fiir die langfristige Entwicklung der

Frithgeborenen.

1.5 Fragestellungen

1. Haben Frithgeborene mit Laktase-Persistenz eine niedrigere Rate an abdominellen
Operationen auf Grund einer nekrotisierenden Enterocolitis und/oder einer fokalen
intestinalen Perforation? Fiihrt die Laktase-Persistenz in diesem Zusammenhang zu
einer niedrigeren Mortalitét?

2. Bietet die Laktase-Persistenz Frithgeborenen einen Vorteil beziiglich ihres
Wachstums bis zum Alter von fiinf Jahren?

3. Hat die Laktase-Persistenz einen Einfluss auf die neurokognitive Entwicklung im

Kleinkindalter?
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2 Material und Methoden

2.1 Studie

Diese Arbeit verwendet Daten und verarbeitet genetisches Material aus der
deutschlandweiten Friihgeborenen-Studie (German Neonatal Network = GNN) mit
Studiensitz in Liibeck. Es handelt sich um eine multizentrische prospektive
Kohortenstudie, welche die kurz- und langfristige korperliche und neurologische
Entwicklung von Frithgeborenen mit einem GG <1500g beobachtet und nachuntersucht.
Ziel der Studie ist die Verbesserung der langfristigen Entwicklung dieser Patientengruppe
durch Identifikation moglicher genetischer, sozialer und klinischer Einflussfaktoren. Das
Wissen um diese Faktoren kann genutzt werden, um Kinder mit besonderen Risiken
frithzeitig zu identifizieren, bei Bedarf zu behandeln und somit deren Prognose zu

verbessern.

2.1.1 Studienpopulation

In die Studie eingeschlossen werden sehr kleine Frithgeborene (VLBW) mit einem GG
<1500g und entbunden vor der vollendeten 37. SSW (SSW <36+6), die seit 01.01.2009 in
einem der 54 deutschlandweit teilnehmenden Perinatalzentren geboren wurden. (Liste aller
teilnehmenden  Kliniken s. Anhang) Letale Fehlbildungen, eine fehlende
Einverstindniserkldrung der Eltern sowie die Verlegung des Kindes aus einem anderen
Klinikum in eine teilnehmende Klinik schlieen die Teilnahme an der Studie aus. In dieser
Arbeit ausgewertet wurden die Daten aller Studienteilnehmer, die bis zum 31.12.2015 aus

der stationédren Erstversorgung entlassen wurden.

2.1.2 Studiendurchfithrung

Deutschlandweit nahmen zwischen 2009 und 2015 54 Kliniken mit neonatologischer
Intensivversorgung (mind. 40 FG <1500g pro Jahr) an der GNN Studie mit Studiensitz in
Liibeck teil.

11
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2.1.3 Studienablauf

Die Studie gliedert sich in mehrere Schritte. In den Geburtskliniken erheben lokale Arzte
auf standardisierten Dokumentationsbogen postnatal und nach Entlassung Daten und
gewinnen biologisches Material. Bis zum 5. Lebensjahr erhalten die Eltern jdhrlich einen
Fragebogen zur aktuellen Entwicklung ihres Kindes. Im Alter von 5 bis 6 Jahren wird ein
Teil der Studienpopulation in einer Follow-Up Untersuchung systematisch nachuntersucht.
Diese Kinder werden durch das Zufallsprinzip ausgewéhlt. Mit dieser Nachuntersuchung

ist die Studienteilnahme fiir die Kinder beendet.

2.1.3.1 Datenerhebung und Probensammlung im GNN

Von allen am GNN teilnehmenden Kindern werden wihrend des stationdren Aufenthaltes
systematisch umfangreiche klinische Datensidtze erhoben sowie biologisches Material
asserviert. Erfiillt ein Kind die Einschlusskriterien und soll es in die Studie aufgenommen
werden, so erfolgt die miindliche und schriftliche Aufkldrung der Eltern {iber die Studie
und eine Einverstindniserkldrung wird eingeholt (siche Anhang S. 67). Durch den
behandelnden Arzt wird der erste von drei Datenerhebungsbogen 1/3 ausgefiillt, der
antenatale und préklinische Daten von Mutter und Kind (u.a. Geburtsursache, -modus,
Vorerkrankungen der Mutter, fetales Wachstum u.v.m.) erhebt.

Fir die Biobank werden je zwei Mundschleimhautabstriche von Mutter und Kind
angefertigt, bei mehr als 70% der teilnehmenden Kinder kann zusétzlich direkt nach der
Geburt Nabelschnurgewebe asserviert und bei -20°C eingefroren werden, aus dem zu
einem spéteren Zeitpunkt DNA von hoher Qualitét isoliert werden kann.

Das biologische Material, der erste Datenerhebungsbogen und die Einverstdndniserklarung
werden zum frithestmoglichen Zeitpunkt an die Studienzentrale gesendet.

Die Datenerhebungsbogen 2 und 3 werden nach Entlassung, Verlegung oder Versterben
des Kindes von dem behandelnden Arzt ausgefiillt und an die Studienzentrale retourniert.
Diese beiden Bdgen dokumentieren den stationdren Verlauf inkl. medikamentdser
Therapie, operativer Eingriffe, stationdrer Eingriffe sowie Nahrungsaufbau. Sollte das
Kind im Verlauf in eine andere Klinik verlegt werden, ist ein vierter Bogen von einem Arzt
der Klinik auszufiillen, in die das Kind verlegt wurde. Fiir die Studie liegt ein positives
Votum der Ethikkommissionen aller teilnehmenden Kliniken vor. (Ethikvotum Universitét

zu Liibeck vom 27.06.2008, Aktenzeichen 08-022)
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2.1.3.2 Validitit der Daten

Die Eingabe aller im Rahmen der Studie erhobenen Daten erfolgt doppelt kontrolliert in
eine Access-Datenbank in der Studienzentrale. Durch Mitarbeiter der Studienzentrale
erfolgte im Rahmen eines Monitorings in jéhrlichen Abstinden eine Datenkontrolle der
erhobenen Parameter in den Kliniken vor Ort. Dieses Verfahren dient der
Qualititssicherung der Studie durch Uberpriifung der Genauigkeit bestehender sowie einer

Vervollstindigung fehlender Daten.
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2.2  Materialien

2.2.1 Arbeitsmaterial der genetischen Analyse

Tabelle 1: Arbeitsmaterialien

Produkt Hersteller
Xplorer® 8-Kanal-Pipette 0,5-10 pl Eppendorf
Reference® Einkanal-Pipette 1-10 pL Eppendorf
Research® Einkanal-Pipette 10-100 pL Eppendorf
Reference® Einkanal-Pipette 100-1000 pL Eppendorf
Multipette stream® Eppendorf
Combitips advanced® 0,1 mL Eppendorf
Serological Pipette 25 mL Sarstedt
Biosphere® Filter Tip 100 ul Sarstedt
Biosphere® Tip 1000 pl Sarstedt

pipetus®-akku Pipettierhilfe

Rohre 5 mL

Tube 5 mL

MicroAmp® Optical Adhesive Film
MicroAmp Adhesive Film Applicator
SRotana 46 RSC

Titramax 100 T

Veriti 384 Well Thermal Cycler

MJ Research PTC-200 Peltier Thermal Cycler
7900 HT Fast Real-Time PCR System
Auswertungssoftware SDS 2.4
Kiihlschrank 4°

Kiihlschrank -20°

MegaBlock® 96 Well

384 PCR-Platte Vollrand

384 Well-Platten Unterlage

Hirschmann-Laborgerite
Sarstedt

Sarstedt

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Hettich Zentrifugen
Heidolph Instruments
Thermo Fisher Scientific
MJ Research

Thermo Fisher Scientific
Applied Biosystems
Bosch

Liebherr

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt
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(Tabelle 1: Arbeitsmaterial)

Produkt

Hersteller

Conventional Disposable Sterile Scalpel

Peha® Einmalpinzetten

Feather

Paul Hartmann

Petrischalen steril Sarstedt

Klebefolie optisch klar Sarstedt
Tabelle 2: Chemikalien

Produkt Hersteller

Aqua dest. Ampuwa® 10 ml

TagMan® Genotyping Master Mix

TagMan®

SNP  Genotyping

625 uL 40x

Eis

Gentra Puregene Tissue Kit

Cell Lysis Solution

Puregene Proteinase K
RNase A Solution

Protein Precipitation Solution

DNA Hydration Solution

QIAamp DNA mini Kit

Phosphate Puffered Saline (PBS)
AL-Puffer

Protease

Waschpuffer (AW1 und AW?2)
AE-Puffer

Protein Precipitation Solution Kit 350 mL

Isopropanol

Ethanol (absolut/96-100%)

Assays

154988235

Fresenius kabi
ThermoFisher

Applied Biosystems (USA)

Qiagen

Qiagen
Gibco

Qiagen
Carl Roth
Carl Roth
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2.2.2 Arbeitsmaterial der Follow-Up Untersuchung

Tabelle 3: Arbeitsmaterialien der Follow-Up Untersuchung

Produkt

Hersteller

Messband DKSH plastic tape Nr. 111, Genauigkeit Imm
Messlatte Harpenden portable stadiometer
Personenwaage mit Kabeldisplay M300020
Blutdruckmessgerit & Vital Signs Monitor VS-900

NIBP Manschette 10-19cm
Mindray SPO2

WPPSI-III Protokollbogen 4-7 und Aufgabenhefte

Movement Assessment Battery for Children

DKSH

Holtain

ADE

Mindray Medical GmbH
Mindray Medical GmbH
Mindray Medical GmbH

Pearson  Assessment &
Information GmbH,

Frankfurt/M.

Pearson Assessment
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2.3 DNA-Isolierung, Amplifizierung und Genotypisierung

Zur Genotypisierung musste die DNA aus den in die Studienzentrale gesendeten
Mundschleimhautabstrichen und Nabelschnurresten initial isoliert werden um in einem
nidchsten Schritt DNA-Fragmente amplifizieren und schlussendlich sequenzieren zu

konnen. Bis zur Weiterverarbeitung wurde die isolierte DNA bei -20°C eingefroren.

2.3.1 DNA-Isolierung aus Mundschleimhaut Gewebe

Die Isolierung der genomischen DNA aus den kindlichen Mundschleimhautabstrichen
erfolgte mit dem Kit ,,QlIAamp 96 DNA Blood*“ des Herstellers Qiagen laut
Herstellerprotokoll. Das Zellmaterial wurde lysiert, die freigesetzte DNA an ein Adsorbens
gebunden, Zellreste und Kontaminationen ausgewaschen und die reine DNA in einem
letzten Schritt eluiert. Der laborchemische Terminus Elution bezeichnet das Losldsen der
isolierten DNA von dem Adsorbens.

Die in Eppendorf-Reaktionsgefille (Eppendorf) gebrochenen Abstrichtupfer wurden mit
einer Pufferlosung zur Reinigung (PBS), einem Lyse Puffer sowie einer Proteinase zum
Aufbruch der Zellen versetzt, durch umgehendes Vortexen gemischt und anschlieend im
Thermoschiittler inkubiert. Um optimale Bedingungen fiir die anschliefende Bindung an
die Silicagel-Membran zu schaffen, wurde dem Lysat ein Volumen Ethanol (96-100%)
hinzugefiigt. Im néchsten Schritt wurde die extrahierte DNA durch Adsorption an die
Silica-Membran der QI4amp-Sdulen gebunden. Hierfiir wurde das Reaktionsgemisch auf
die Qia Amp Plate geladen, mit Folie verschlossen und zentrifugiert. Die anschlieBende
Aufreinigung der Probe erfolgte in 2 Waschschritten mit verschiedenen Puffern. Durch
Zugabe des Elutions-Puffers (4E-Puffer) und anschlieBender Zentrifugation wurde die
DNA von der Membran eluiert, sodass sie sich nun in der Platte befand. Nach erneuter
Zugabe des AE-Puffers folgten Inkubation und Zentrifugation. Zur weiteren Verwendung
der nun isolierten DNA wurden Volumina der Lésung mit einer 8-Kanal-Pipette in eine
Deep-Well-Platte pipettiert und konnten bis zur Weiterverarbeitung bei -20 ° Celsius

gelagert werden.
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2.3.2 DNA-Isolierung aus Nabelschnur Gewebe

Zur Isolierung der DNA aus den eingesandten Nabelschnur-Geweben wurde das Puregene
Cell & Tissue Kit des Herstellers Qiagen verwendet.

Die Nabelschniire wurden mit einem Skalpell zerkleinert und je 500 uL des Gewebes in
1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefd3e iiberfiihrt. Das Gewebe wurde mit Cell Lysis Solution
und Proteinase K versetzt und umgehend durch vorsichtiges Vortexen gemischt. Wahrend
einer Inkubation tiber Nacht fiihrten diese Schritte zu Zelllyse und Abbau der Proteine im
Lysat mit anschlieBender Freisetzung der Nukleinsduren. Durch Zusatz von RNase A
Solution und erneute Inkubation spaltete die enthaltene Ribonuklease A die RNA, sodass
nur die DNA intakt blieb. Die anschlieBend hinzugefiigte Protein Precipitation Solution
fiihrte zu einer Ausféllung der verunreinigenden Proteine. Durch die Prizipitation lagerten
sich die Proteine in Form eines festen Pellets am Boden des Roéhrchens ab. Diese
Proteinfillung wurde wiederholt, indem der DNA-Uberstand in ein neues Roéhrchen
transferiert wurde, in dem bereits Protein Precipitation Solution vorgelegt war. Zur
Féllung der DNA wurde Isopropanol in ein weiteres Rohrchen pipettiert, der DNA-
Uberstand transferiert und das Rohrchen vorsichtig iiber Kopf geschwenkt. Nach
anschlieender Zentrifugation befand sich die DNA nun als Pellet am Boden des
Rohrchens. Zu dessen Reinigung wurde Ethanol hinzugefiigt und das Rohrchen so lange
geschwenkt bis sich das Pellet 16ste. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Alkohol
abgegossen und der Ethanol Waschschritt wiederholt. Nach einer Lufttrocknung des
Rohrchens wurde die DNA in DNA Hydration Solution geldst und iiber Nacht im
Thermoschiittler — inkubiert. Nach 12  Stunden erfolgte die abschlieBende

Konzentrationsmessung der isolierten DNA vor der anschlieBenden Weiterverarbeitung.
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2.3.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Um geringe Mengen DNA gezielt anzureichern, bedient man sich der Methode der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR), einer in-vitro Vervielfaltigung von DNA-Stringen
durch thermostabile DNA-Polymerasen iiber mehrere Zyklen. 1983 entwickelte Kary
Banks Mullis das Verfahren und wurde dafiir 1993 mit dem Nobelpreis pramiert. (Mullis et
al., 1986)

In der vorliegenden Arbeit diente das Verfahren der Vervielfiltigung derjenigen
Genabschnitte, welche die zu untersuchenden Polymorphismen enthielten. Erst nach
Vervielfiltigung der initial isolierten DNA war eine anschlieBende Sequenzierung
moglich.

Bei der PCR wird der Doppelstrang der zu vervielfdltigenden DNA durch Hitze
aufgebrochen (denaturiert). AnschlieBend erfolgt die Zugabe eines synthetisch
hergestellten Oligonukleotids (Primer), das an den aufgebrochenen DNA-Strang bindet.
Darauthin konnen durch eine Polymerase synthetisch hergestellte DNA Bauteile
angekniipft werden.

Die Vervielfiltigung erfolgt in mehreren Zyklen, wobei das Produkt exponentiell
vervielfaltigt wird, da die bereits zuvor neu synthetisierte DNA in jedem weiteren Zyklus

erneut als Matrizenvorlage dient.

2.3.3.1 Vorbereitung des Reaktionsansatzes

Zur Vorbereitung der PCR erfolgte die Herstellung des hierfiir benétigten

Reaktionsansatzes.

Folgender Reaktionsansatz wurde jeweils pipettiert:

Tabelle 4: PCR-Protokoll Reagenzien

Reagenz Hersteller Volumen in pL je Probe
Proben DNS Verdiinnt und getrocknet
Nabelschnur 1
Abstrich 2

TagMan® Genotyping Master Mix ~ Applied Biosystems 2,5
Ampuwa® Fresenius Kabi 2,4

SNP Genotyping Assay (40x) Applied Biosystems 0,1
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Bestandteile des TagMan Genotyping Master Mix des Herstellers Life technologies sind
eine synthetisch hergestellte thermostabile DNA Polymerase (AmpliTaqg Gold DNA
Polymerase), die Desoxyribonukleotid Triphosphat Basen (dTNPs), eine Referenz
Komponente zur Korrektur fluoreszierender Verdnderungen durch Konzentrations- oder

Volumenunterschiede sowie Puffer Komponenten.

Im Anschluss wurde der Reaktionsansatz zu der bereits isolierten DNA in die 384-Well-

Platte hinzu pipettiert, wobei in jedem Well bereits 1 bzw. 2 pL. DNA vorgelegt waren.

2.3.3.2 Amplifikation der DNA unter Verwendung der PCR

Die Reaktionsschritte einer PCR laufen bei im Verlauf variierten Temperaturen in einer
beheizbaren Reaktionskammer, dem Thermocycler, ab.
Die doppelstringige DNA wird im ersten Schritt denaturiert. Nun wird das zu
untersuchende Fragment durch Primer, spezifische Oligonukleotide, markiert, die wahrend
der darauf folgenden Annealing Phase am 5’- und am 3’ Ende des gewihlten Bereichs
komplementér an die genomische DNA binden (to anneal engl. stdhlen, hédrten). Mit Hilfe
der AmpliTaq Gold DNA Polymerase wird das flankierte Fragment wihrend der

Elongationsphase durch komplementires Anhéngen der vier dANTPs klonal amplifiziert.

Tabelle 5: PCR-Protokoll Ablauf

Reaktionsbedingungen

5 Min 95,0°C initiale Denaturierung

30  Sec 92,0°C Denaturierung 39 bzw. 44 Zyklen
60 Sec 60,0°c Annealing & Elongation

finale Elongation

Die PCR erfolgte automatisiert in drei verschiedenen Geréten.
e Applied Biosystems Veriti 384 Well Thermal Cycler
e MIJ Research PTC-200 Peltier Thermal Cycler
e TagMan Applied Biosystems 7900 HT Fast Real-Time PCR System
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2.3.4 Allelische Diskriminierung

Bei der allelischen Diskriminierung handelt es sich um ein PCR-basiertes Verfahren, mit
dem im Rahmen von Genotypisierungen SNPs detektiert werden konnen.

Wihrend der PCR werden zusdtzlich zu den bereits aufgefiihrten herkoémmlichen
Bestandteilen eines PCR-Reaktionsansatzes fluorogene Sonden eingesetzt. Hierbei handelt
es sich um sequenzspezifische Oligonukleotide, die am 5’-Ende mit einem
fluoreszierenden Reporter-Farbstoff markiert sind, wihrend das 3’-Ende ein s.g. Quencher
Molekiil (to quench engl. dimpfen) tragt. Der Quencher unterdriickt durch enge raumliche
Nédhe zum Reporter-Farbstoff dessen Fluoreszenzemission. Ursdchlich hierfiir ist der so
genannte ,,Fuorescent resonance energy transfer” (FRET) Effekt.

Die synthetisch hergestellte rekombinante AmpliTag DNA Polymerase ersetzt die
physiologische DNA-Polymerase und verfiigt {iber 5’-3’-Exonukleaseaktivitit. Wahrend
der Extensionsphase fragmentiert sie, ausgehend vom 5’Ende, die Sonde. Der Farbstoff
wird abgespalten. Es resultiert eine rdumliche Trennung von Quencher Molekiil und
Reporterfarbstoff, sodass das Fluoreszenzsignal nicht weiter unterdriickt wird.

Die Emission wird in der anschlieBenden Messung durch das Tagman Gerét detektiert.

2.3.5 Auslesen und Auswertung

Die Auswertung und Quantifizierung der vorliegenden DNA erfolgte ausschlielich in dem
Gerdt TagMan Applied Biosystems 7900 HT Fast Real-Time PCR System.
Das Gerit ermittelt anhand von Fluoreszenzfarbstoffen die Existenz der Gen-Sequenz und

somit den Genotypen, es erfolgt die Differenzierung in LP/LNP Proben.
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2.4  5-Jahres-Nachuntersuchungen

2.4.1 Ablauf

Um die langfristige Entwicklung der Probanden nachverfolgen zu kénnen, wird ein Teil
der in die Studie eingeschlossenen ehemals sehr kleinen Frithgeborenen im Alter von
finf Jahren nachuntersucht. Es werden diverse Parameter erhoben, mit denen die

langfristige Entwicklung objektiviert wird.

2.4.2 FErhobene Parameter

Die korperliche Entwicklung wurde anhand klar definierter und messbarer klinischer
Endpunkte untersucht. Hierzu zdhlen Grofe, Gewicht und Kopfumfang, Blutdruck und
Herzfrequenz sowie Lungenfunktion, Seh- und Horfahigkeit.

Die Erfassung der motorischen Leistungsfihigkeit erfolgte mit dem ,,Movement
Assessment Battery for Children* (M-ABC) Verfahren.

Die geistige Entwicklung wurde anhand des WPPSI (Wechsler Preschool and Primary
Scale of Intelligence — III) Intelligenztests quantifiziert, das Vorliegen -einer
Cerebralparese wurde durch den ,,Gross Motor Function Classification System*
beurteilt.

Die fiir diese Arbeit relevanten Parameter beschrinkten sich auf Grofle, Gewicht,

Kopfumfang, Intelligenzquotienten und die Beurteilung einer mdglichen

Cerebralparese.

2.4.3 Erhebung der Daten

2.4.3.1 KorpergrioBie, Korpergewicht, Kopfumfang

Um eine Vergleichbarkeit der Messergebnisse zu gewdhrleisten, erfolgen die
Untersuchungen und Datenerhebungen der Nachuntersuchungen stets durch das gleiche
Studienpersonal. Es werden alle verwendeten Untersuchungsmaterialien aus der
Studienzentrale mitgebracht.

Die Korperlinge der Studienteilnehmer wird barful auf einem genormten

Personenldngenmessgerdt (Harpenden portable stadiometer, Holtain) mit einer
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Genauigkeit bis 0,1 cm ermittelt, das Korpergewicht der bis auf die Unterwische
entkleideten Kinder wird auf einer Personen-Waage des Herstellers ADE
(Produktbezeichnung M300020) mit einer Genauigkeit von 0,1 kg erhoben. Der
Kopfumfang wird mit einem Mafsband (DKSH plastic tape) auf Stirnh6he oberhalb der
Augenbrauen an der Stelle des grofiten Kopfumfanges mit einer Genauigkeit von

ebenfalls 0,1 cm gemessen.

2.4.3.2 Intelligenzquotient

Die entwicklungsneurologische Nachuntersuchung wurde durchgefiihrt durch Nutzung
des Wechsler Intelligenztests fiir Kindergarten- und Vorschulkinder, einer
deutschsprachigen Adaptation des amerikanischen Testverfahrens WPPSI-III von David
Wechsler (Wechsler Preschool and Primary Scale of Intelligence, 2002, WPSSI-III
Deutsche Version, iiberarbeitete und erweiterte Auflage 2014, Pearson Assessment &
Information GmbH). Die Wechsler-Skalen dienen dabei der Erfassung allgemeiner und
spezifischer kognitiver Fihigkeiten von Kindern im Alter zwischen 3 und 7 Jahren. Mit
dem standardisierten Testverfahren des WPPSI-III kann ein Gesamt-1Q als MaB fiir den
kognitiven Entwicklungsstand eines Kindes im Vorschulalter bestimmt werden. Die
Mitarbeiter des Nachuntersuchungsteams haben vor der Durchfithrung eine zertifizierte
Schulung durch den Hersteller Pearson erhalten und werten die Testung nach Vorgabe

des dazugehorigen Manuels aus.

2.4.3.3 Cerebralparese

Die infantile Cerebralparese ist definiert als eine Bewegungsstérung aufgrund einer
frithkindlichen Hirnschédigung vor, wahrend oder nach der Geburt. [67]

Bei dem Gross Motor Function Classification System (GMFCS) handelt es sich um eine
S-stufige Klassifikation, die Kinder mit Cerebralparese anhand ihrer funktionellen
Einschrinkungen, dem Gebrauch von Gehhilfen oder mobilen Hilfsmitteln einteilt.
Besondere Beachtung finden Sitzfiahigkeit, Transfer und Mobilitdt. In Stufe 1 ist der
Patient in der Lage selbststindig zu sitzen, zu gehen und zu hiipfen. Es folgt eine
Abstufung mit Einschrinkung der Gehfdhigkeit und der Nutzung von mobilen
Hilfsmitteln bis hin zur Rollstuhlabhiangigkeit in Stufe 5. [68] In dieser Arbeit wird
jeder GMFCS >1 als Zeichen einer friihkindlichen Hirnschddigung und somit als

Defizit der kognitiven Entwicklung gewertet.
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2.5 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Softwareprogramms SPSS
20.0. fir Windows (SPSS GmbH, Miinchen). Metrisch skalierte Variablen werden
mittels Mittelwert und Standardabweichung dargestellt, nominale Variablen mittels
ithrer absoluten Anzahl (n) sowie der prozentualen Haufigkeit. Der statistische Vergleich
der zwei unverbundenen Gruppen erfolgte mit Hilfe statistischer Testung. Zur
Uberpriifung der Varianzhomogenitit wurde jeweils zunichst der Levene Test
angewendet, bei Gleichheitsannahme folgte die weitere Auswertung. Genutzt wurde der
Students t-Tests fiir die normalverteilten, quantitativen Merkmale sowie der y2-Tests
(Test auf allelische Assoziation) fiir die qualitativen Merkmale. Das Signifikanzniveau
wurde auf p < 0,05 festgelegt. Da es sich bei dieser Arbeit um die erste Untersuchung
zum Einfluss der LP auf Gesundheit und Entwicklung Frithgeborener handelt, wurden
die Ergebnisse nicht fiir multiples Testen korrigiert. Die Signifikanztests wurden stets

zweiseitig durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Studienpopulation

Im Zeitraum von 2009 bis 2015 wurden insgesamt 12.951 Frithgeborene (SSW <37+0)
mit einem GG unter 1500g in die Studie eingeschlossen. Die erfolgreiche
Genotypisierung fiir das Laktase-Persistenz-Gen erfolgte fiir 11.602 Frithgeborene, da
zum Zeitpunkt der Auswertung in 500 Féllen die DNA noch nicht isoliert und in 849
Féllen die PCR primér technisch nicht erfolgreich war. Dies konnte einerseits
technische Ursachen haben, auch konnte die Quantitidt der DNA zu gering gewesen sein.
Dies entspricht einer Einschlussrate von 89,6%. Von den genotypisierten
Frithgeborenen waren 8.476 (73,1%) deutscher maternaler Herkunft und 3.126 (26,9%)
anderer maternaler Herkunft.

Bis zum 31.12.2017 waren 1.573 Friihgeborene aus der Studie im Alter von 5 Jahren
nachuntersucht worden. Da bei 11 Kindern die Wachstumsdaten nicht komplett erhoben
wurden, waren zum Auswertungszeitpunkt 1.562 Kinder erfolgreich genotypisiert und
nachuntersucht.

Bei 11.602 genotypisierten Kindern konnte in 69,2% der Félle (n=8.032) der dominante
Polymorphismus, das T-Allel (Genotyp CT oder TT), und somit eine LP nachgewiesen
werden. Das genetische Material der restlichen 30,8% (n=3.570) wies diesen
Polymorphismus nicht auf. Die beiden Kollektive wurden nun auf statistisch

signifikante Unterschiede hinsichtlich diverser Parameter untersucht.
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GNN FG 2009-2015

(stat. Entlassung bis 31.12.15) -
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n=12951 Zum Zeitpunkt der Auswertung
keine DNA-Isolate
n=500
> L J

> (
PCR nicht erfolgreich

n=3849
\ J
FG genotypisiert fiir total n=11.602
Lactase-Persistenz rs4988235 maternale Herkunft deutsch n=8.476
n=11.602 andere maternale Herkunft n=3.126
Zum Zeitpunkt der
> Auswertung keine
Nachuntersuchung erfolgt
n=10.029
Genotypisierung &
Nachuntersuchung mit 5 Jahren
n=1.573
Wachstumsdaten nicht
> vollstidndig erhoben

n=11

Genotypisierung & vollstindige
Wachstumsdaten erhoben in der
Nachuntersuchung
n=1.562

Abbildung 8: Studienpopulation
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3.1.1 Klinische Daten

Tabelle 6: Perinatale Daten der Studienpopulation

Genotypen
n=11.602 Gesamtpopulation p-Wert
CcC CT/TT
Gestationsalter [Wochen] 28,61 £2,76 28,72 +£2,71 28,69 £2,72 0,027
Geburtsgewicht [Gramm] 1050 + 305 1063 + 305 1059 £ 305 0,050
Geschlecht ménnlich/weiblich [%5] 50,0/ 50,0 51,9/48,1 51,3/48,7 > 0,05
Mehrling [%] 32,9 35,1 34,5 0,022
SGA nach Voigt (P<10) [%] 18,0 18,3 18,2 > 0,05

CC Genotyp: homozygot, Laktase-Nonpersistenz, CT bzw. TT Genotyp: heterozygot bzw. homozygot
Laktase-Persistenz, SGA: small for gestational age; Die metrischen Variablen Gestationsalter und
Geburtsgewicht sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben,, nominale Variablen mittels ihrer
prozentualen Hdufigkeit. p-Werte wurden mit dem exakten Test nach Fisher errechnet.

Klinische Daten
Tabelle 6 wird zunichst ein Uberblick iiber das Gesamtkollektiv gegeben. Die Kinder

wurden im Mittel am 5. Tag der 29. SSW (SSW 28+5) geboren. Das GA der Lak+ ist
im Vergleich zu den Lak- Kindern (SSW 28,72 vs. SSW 28,61) leicht erhoht (p 0,027).
Das kindliche GG betrug durchschnittlich 1059g, von den Kindern waren 51,3%
mannlichen und 48,7% weiblichen Geschlechts. 18,2% der Kinder wurden ,,small for
gestational age* (SGA) unter der 10. Perzentile geboren.

Im Bezug auf GG, Geschlecht und SGA ergaben sich keine Unterschiede zwischen den
Tragern des Laktase-Persistenz-Gens und denjenigen ohne den Polymorphismus.
(jeweils p> 0,05)

Es lasst sich eine deutliche Korrelation zwischen Mehrlingsrate und dem LPG Status
nachweisen. Von den 3.997 Mehrlingen, die in die Studie aufgenommen wurden,
besitzen 70,6% das Laktase-Persistenz-Gen (n=2.821), bei den 7.604 Einlingen liegt
dieser Anteil bei 68,5% (n=5.210). Ursédchlich hierfiir konnte der so genannte
Landereffekt sein, der sich durch eine erhohte Hiufigkeit von Zwillinggeburten
innerhalb der stark vertretenen deutschen Population erkldren ldsst. Analysiert man
isoliert die deutsche Population und die Korrelation zwischen der Mehrlingsrate

28



Ergebnisse

deutscher Miitter und dem Tragerstatus des LPG, so wird deutlich, dass kein

Zusammenhang zu bestehen scheint.

3.1.2 Maternale Herkunft

Die Laktase-Persistenz in Abhéngigkeit von der miitterlichen Herkunft ist in Abbildung
9 dargestellt. Wie erwartet kann die starke Korrelation zwischen genetischer Herkunft
und Laktase-Persistenz-Gen bestitigt werden. 8 von 10 Kindern (80,7%) deutscher
Herkunft besitzen den dominanten Polymorphismus, wohingegen lediglich 54,6% der
Kinder von Miittern des iibrigen Europas iiber das Abstillen hinaus Laktase
exprimieren. Etwa jedes 5. Kind anderer Herkunft (naher Osten 22,3%, Asien 20,7%,
Afrika 20,1%) ist Lak+.

90,0%

80,0%

70,0%

60,0%

50,0%

40,0%

30,0%

20,0% -

10,0% -

0,0% -
Deutschland  (ibriges Europa naher Osten inkl. Asien Afrika Sonstige
inkl. Russland Tirkei

Abbildung 9: Laktase-Persistenz in Abhéngigkeit von der miitterlichen Herkunft

Hellgrau: Laktase-Persistenz
Dunkelgrau: Laktase-Nonpersistenz
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3.1.3 Kindliche Herkunft

Auf Grund des Einflussfaktors ,,maternale Herkunft sind die Studienergebnisse dieser
Subpopulation zum Ausschluss eines systematischen Fehlers stratifiziert zu analysieren. In
Tabelle 7 aufgefiihrt sind ausschlieBlich die Daten der Kinder, deren Miitter aus

Deutschland stammen.

Tabelle 7: Perinatale Daten der Population deutschen Ursprungs

Genotyp
n=8.476 Gesamt p
CC CT/TT
28,89 + 28,78 +
Gestationsalter [SSW] 28,80 £2,68 0,141
2,68 2,68
Geburtsgewicht [g] 1079 £297 1068 304 1070 + 303 0,185
Geschlecht ménnlich/weiblich [%] 50,5 /49,5 51,9/48,1 51,6/48,4 0,313
Mehrling [%] 35,8 35,6 35,6 0,846
SGA n. Voigt (P<10) [%] 18,5 18,4 18,4 0,915

CC Genotyp: homozygot, Lak-; CT bzw. TT Genotyp: heterozygot bzw. homozygot, Lak+, SGA: Small for
gestational age; metrische Variablen werden mittels Mittelwert £ Standardabweichung bzw. Median (IQR)
dargestellt, nominale Variablen mittels ihrer prozentualen Hdufigkeit. p-Werte wurden mit dem exakten Test
nach Fisher errechnet.

In dieser adaptierten Auswertung wird deutlich, dass die Mehrlingsrate nicht signifikant
von dem Polymorphismus abhdngig ist, die Herkunft begriindet somit den bereits
erwahnten systematischen Fehler.

Im Vergleich zur Gesamtpopulation ist in der deutschen Population das GA signifikant
erniedrigt bei Lak- Kindern. Wie bereits bei der Gesamtpopulation hat das Gen keinen
Einfluss auf GG, Geschlecht und SGA, all diese Parameter bieten keine signifikante
Assoziation Zu dem Polymorphismus des SNP rs4988235.
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3.2 Komplikationen

Zu den typischen kurzfristigen Komplikationen der Frithgeburtlichkeit zéhlen
Erkrankungen des Bauches (nekrotisierende Enterokolitis [NEC] und fokale intestinale
Perforation [FIP]), des Herzens (persistierender Ductus Arterious Botalli, [PDA]), der
Augen (Friihgeborenen Retinopathien, [ROP]) und des Gehirns (Periventrikuldre
Leukomalazie [PVL] und Hirnblutungen [IVH]). [69] Weiterhin wurden die
Komplikationen Sepsis, durch Beatmung ausgeldste Lungenschdden (Bronchopulmonale
Dysplasie [BPD], definiert als Sauerstoffsupplementationsbedarf mit SSW 36+0) sowie der
stationdre Tod statistisch ausgewertet. (s. Tabelle 8) Beurteilt wurde jeweils die Inzidenz

operativer Eingriffe, die auf Grund der jeweiligen Komplikation nétig wurden.
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Tabelle 8: Kurzfristige Komplikationen in Abhiingigkeit von der Laktase-Persistenz

Genotypen
Gesamt p
CC CT/TT
2,4%
NEC 2,6% (91/3565) 2,3% (185/8018) 0,424
(276/11583)
2,0%
FIP 2,0% (72/3565) 2,0% (162/8012) 0,993
(234/11577)
4,0%
PDA 4,2% (149/3565) 3,9% (312/8019) 0,463
(461/11584)
2,5%
ROP 2,5% (88/3558) 2,5% (197/8015) 0,961
(285/11573)
16,9% 16,7%
IVH 16,3% (581/3566) 0,443
(1353/8021) (1934/11587)
2,9%
PVL 2,7% (95/3561) 3,0% (240/8008) 0,330
(335/11569)
Sepsis mit 11,9%
12,0% (424/3540) 11,9% (946/7971) 0,867
Erregernachweis (1370/11511)
12,9% 12,7%
BPD 12,4% (431/3476) 0,477
(1007/7817) (1438/11293)
3,3%
Tod (stationér) 3,1% (112/3570) 3,4% (271/8032) 0,510
(383/11602)

CC Genotyp: homozygot, Lak-; CT bzw. TT Genotyp: heterozygot bzw. homozygot, Lak+. Metrische
Variablen werden mittels Mittelwert + Standardabweichung dargestellt, nominale Variablen mittels ihrer
prozentualen Hdufigkeit und ihrer absoluten Anzahl. p-Werte wurden mit dem exakten Test nach Fisher
errechnet.

Die vollstindigen Daten inkl. , andere maternale Herkunft” finden sich im Anhang als Tabelle S
(S=Supplement). NEC: nekrotisierende Enterocolitis, FIP: fokale intestinale Perforation, PDA:
persistierender Ductus arteriosus, ROP: Retinopathy of prematurity, Friihgeborenenretinopathie, PVL:
periventrikuldre Leukomalazie, BPD: bronchopulmonale Dysplasie (Sauerstoffsupplementationsbedarf in
SSW 36+0)

Besondere Beachtung finden im Zusammenhang mit der enteral exprimierten Laktase die
abdominell gelegenen Komplikationen. Von den 11.583 Kindern, von denen Angaben
diesbeziiglich vorlagen, entwickelten 276 eine operationsbediirftige NEC. Dies entspricht
einem Anteil von 2,4%. Die Kinder mit LPG entwickelten in 2,3% der Félle eine NEC
(p>0,05). Jedes 50. Kind mussten auf Grund einer FIP operiert werden. Hierbei zeigte sich
kein Unterschied zwischen Kindern mit (72/3565 £ 2,0%) und ohne LPG (162/8012 £
2,0%), (p 0,993).
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Es konnte somit keine signifikante Assoziation gefunden werden zwischen kurzfristigen

abdominellen Komplikationen und dem untersuchten Polymorphismus.

Die verhédltnisméBig haufigste kurzfristige Komplikation, die Hirnblutung, trat mit 16,3 %
bzw. 16,9 % in dieser Studienpopulation bei beiden Kollektiven gleich haufig auf.

Bei Kindern mit Sepsis konnte ein Erreger mittels positiver Blutkultur nachgewiesen
werden, aufgefiihrt werden sowohl early- als auch late onset Septitiden. Die Haufigkeit des
Auftretens einer Sepsis war bei Kindern in beiden Kohorten weitestgehend vergleichbar

und betraf jedes 8. Kind.

Frithgeborene mit LP zeigten dariiber hinaus kein signifikant hdufigeres Auftreten einer

ROP, einer BPD, einer PVL oder eines PDA. (jeweils p>0,05).
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3.3 Wachstum

3.3.1 Wachstum im Neugeborenen Alter

Die 11.006 Kinder, von denen Daten zum Korperlingen-Wachstum erhoben wurden,
blieben durchschnittlich 69 Tage in stationdrer Versorgung. Es =zeigte sich kein
Unterschied in der stationdren Aufenthaltsdauer von Kindern beider Genotypen.

Die Neugeborenen waren durchschnittlich 36,49 cm (+ 3,86 cm) lang und mallen bei
Entlassung 45,98 cm. Dies entspricht einer Korperlingenzunahme von durchschnittlich
0,14 cm pro Tag. Dieses durchschnittliche Wachstum zeigte sich sowohl bei Kindern mit

als auch bei denjenigen ohne Polymorphismus.

Tabelle 9: Korperliingenwachstum wihrend des stationiren Aufenthaltes

Genotypen
n=11.006 Gesamt p

CcC CT/TT
Tage stationir 70+ 38 68 + 35 69 £ 36 > 0,05
Korperlinge [cm] 36,38 £ 3,88 36,54+ 3,86 36,49+ 3,86 > 0,05
Korperlinge bei Entlassung [cm] 46,02 £ 3,66 45,96+ 3,57 4598+ 3,59 > 0,05
Korperlingenzunahme [cm/d] 0,14 = 0,06 0,14+ 0,09 0,14+ 0,09 > 0,05

CC Genotyp: homozygot, Lak-; CT bzw. TT Genotyp: heterozygot bzw. homozygot Lak+, Fiir alle Parameter
sind jeweils die Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Zweiseitige p-Werte wurden mit dem exakten
Test nach Fisher errechnet.

Im Durchschnitt kamen die Kinder mit einem GG von 1063 g auf die Welt und nahmen
wihrend der stationdren Versorgung 1500 g an Gewicht zu. Bei einer mittleren
Aufenthaltsdauer aller Kinder, von denen Daten zur Korpergewichtsentwicklung vorlagen,
von 68 Tagen entspricht dies einer Gewichtszunahme von 22,91g pro Tag. Lak+ nahmen

im  Durchschnitt  nicht  signifikant mehr  Gewicht zu  (23,16g/Tag).
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Tabelle 10: Zunahme des Korpergewichts withrend des stationiren Aufenthaltes

Genotypen
n=11.418
cC CT/TT Gesamt p-Wert
Tage stationir 69 + 38 68 + 36 68 £ 36 > 0,05
Geburtsgewicht (g) 1054 + 304 1067 £303 1063 + 303 > 0,05
Korpergewicht bei Entlassung 2579 + 667 2557+662 2563 £ 663 > 0,05
23,16 + 22280 =
Gewichtszunahme (g/d) 2291+ 10,23 >0,05
13,49 8,39

CC Genotyp: homozygot, Lak+;, CT bzw. TT Genotyp: heterozygot bzw. homozygot Lakt+; Fiir alle
Parameter sind jeweils die Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Zweiseitige p-Werte wurden mit
dem exakten Test nach Fisher errechnet.

Auch bei der Zunahme des Kopfumfangs (25,78 cm bei Geburt; 32,69 cm bei Entlassung,

0,10 cm Wachstum pro Tag) ldsst sich kein signifikanter Unterschied erheben.

Tabelle 11: Zunahme des Kopfumfanges withrend des stationiiren Aufenthaltes

Genotypen
n=11.121 Gesamt p-Wert
CcC CT/TT
Tage stationir 70+ 38 68 + 35 69 £ 36 > 0,05
25,78 +
Kopfumfang bei Geburt [cm] 25,69 £ 2,61 25,81 £ 2,61 G > 0,05
Kopfumfang bei Entlassung [cm] 32,73+ 2,29 32,67+ 2,27 32,69+227 >0,05
Kopfumfangszunahme (cm/d) 0,11+ 0,08 0,10+ 0,05 0,10+ 0,06 >0,05

CC Genotyp: homozygot, Lak-; CT bzw. TT Genotyp: heterozygot bzw. homozygot, Lak+; fiir alle Parameter
sind jeweils die Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Zweiseitige p-Werte wurden mit dem exakten

Test nach Fisher errechnet.

Die Unterschiede der Fallzahl und stationdre Aufenthaltsdauer zum Wachstum wéahrend

des stationdren Aufenthaltes liegt der unterschiedliche Anzahl ausgewerteter Daten

aufgrund fehlender Werte zugrunde.
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3.3.2 Wachstum im Alter von fiinf Jahren

Bei der 5-Jahres-Nachuntersuchung wurden Korpergewicht, Kopfumfang und Korperlédnge
der Kinder bestimmt. Das durchschnittliche Korpergewicht der Frithgeborenen betrug im
Alter von 5 Jahren 18,37 kg mit einer Standardabweichung von 3,18 kg (n=1573). Es
imponierte eine signifikante Gewichtsdifferenz innerhalb des untersuchten Kollektivs.
Lak- Kinder (n=420) wiegen im Alter von 5 Jahren 440g mehr als Lak+ Kinder (n=1153).
Bei Kopfumfang (Mittelwert 50,19 + 2,04 cm) sowie Korperlange (Mittelwert 111,73 £
5,89 cm) zeigten sich keine signifikanten Differenzen (n=1569 bzw. n=1573). Der Body
Mass Index (BMI) konnte bei 1562 Kindern des Kollektivs ermittelt werden und betrug im
Durchschnitt 14,62 kg/m?. Bei einem Alter von 60 Lebensmonaten entspricht dieses
Gewicht der 26. bzw. 29. Perzentile (Jungen bzw. Méidchen) in einem Kollektiv aus
reifgeborenen Kindern der 40+0 Schwangerschaftswoche. (Perzentilen nach KiGGs Studie,
RKI 2013) [70]. Folglich sind die Friihgeborenen dieser Studie insgesamt leichter als

reifgeborene Kinder.

Tabelle 12: Wachstumsdaten im Alter von 5 Jahren

Genotypen
Gesamt p
CC CT/TT
Gewicht mit S Jahren [kg] (n=1573) 18,69 + 3,54 18,25+ 3,03 18,37 + 3,18 0,013

Kopfumfang mit 5 Jahren [cm] (n=1569) 50,13+ 1,94 50,21 + 2,07 50,19+ 2,04 0,903

Korperlinge mit 5 Jahren [cm] (n=1570) 112,03 + 111,62+ 5,81 111,73+ 5,89 0,773
6,10
BMI [kg/m?] (n=1562) 14,77+ 1,72 14,57+ 1,48 14,62 + 1,55 0,005

CC Genotyp: homozygot, Lak-; CT bzw. TT Genotyp: heterozygot bzw. homozygot Lak-; Die metrischen
Variablen werden mittels Mittelwert + Standardabweichung bzw. Median (IQR) dargestellt. p-Werte wurden
mit dem exakten Test nach Fisher errechnet.
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3.4 Neurokognitive Entwicklung

Die Beurteilung der langfristigen kognitiven Entwicklung im Alter von fiinf Jahren
erfolgte auf Grundlage des ermittelten Intelligenzquotienten durch den WPPSI-III Test
sowie der Beurteilung einer moglichen Cerebralparese durch das GMFCS. Sowohl der
Intelligenzquotient als auch das Auftreten einer Cerebralparese wurden dichotomisiert. Als

kognitive Entwicklungsverzégerung gewertet wurden ein 1Q<85 oder ein GMFCS >1.

In Tabelle 13 sind die Daten zur langfristigen kognitiven Entwicklung dargestellt.
Bei der Betrachtung der Ergebnisse aller Kinder, mit denen im Rahmen der
Nachuntersuchung der Intelligenztest durchgefiihrt werden konnte (n=1.452), ergab sich
ein durchschnittlicher IQ von 95,9. Als Grundlage dieses IQ-Tests wird ein Median von
100 festgelegt, eine Standardabweichung betrdgt 15. Der Durchschnitt unserer
Studienpopulation hatte somit einen 1Q innerhalb der ersten Standardabweichung (SD).
Lak+ Kinder haben diesen Daten zufolge jedoch durchschnittlich einen {iber 3 Punkte
hoheren Quotienten als Lak- Kinder. Auch lieen sich in dieser Gruppe deutlich weniger
Kinder mit einem 1Q<85 (>1 SD) ermitteln (n=167 von 1065 £15,68% vs. n=90 von 387
223.25%).

Stratifiziert man diese Analysen der neurokognitiven Entwicklung jedoch nach der
maternalen Herkunft, stellen sich die Werte anders dar. Der durchschnittliche Gesamt-1Q
der Kinder deutscher miitterlicher Herkunft liegt bei 97,3 Punkten (n=1192), die Rate an
Patienten mit Cerebralparese bei 5,1% (n=1210) und der Anteil der Kinder mit einem
1Q<8S5 betrigt 14,4% (n=1192). Innerhalb dieses Patientenkollektivs unterscheidet sich der
Gesamt-1Q von Kindern lediglich um 0,2 Punkte (Lak- 1Q 97,2 vs. Lak+ 97,4), der Anteil
an Kindern mit kognitiver Entwicklungsverzdgerung unterscheidet sich nur um knapp 0,5
Prozentpunkte (Tabelle 13). Es ist daher bei der langfristigen kognitiven Entwicklung von
einem deutlichen Léindereffekt auszugehen. Ursdchlich hierfiir konnten verbale Defizite
sein. Der in dieser Studie verwendete WPPSI-III Test, ebenso wie alternative
iiblicherweise angewandte Standard Intelligenztests, basiert malgeblich auf dem
Verstindnis und der Wiedergabe der deutschen Sprache. Es ist daher davon auszugehen,
dass eine Verzerrung auf Grund sprachlicher Barrieren besteht, weshalb die Testung nicht

uneingeschrankt die kognitiven Fidhigkeiten aller Kinder darstellt [71]. Wenn zum
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Ausschluss systematischer Fehler ausschlieBlich die Ergebnisse der deutschen Kinder

analysiert werden, erkennt man diesen Effekt deutlich.

Es lésst sich feststellen, dass LP keinen selektiven Vor- oder Nachteil fiir die langfristige

kognitive Entwicklung der Frithgeborenen bietet.

Tabelle 13: Langfristige kognitive Entwicklung

Maternale
Herkunft
Genotypen
Gesamt p
cC CT/TT
Gesamt [Q 97,20 97,40
97,36 + 15,14 0,856
(n=1192) + 14,95 + 15,19
CP (GMFCS>1) 6,6% 4,8% L 027
DERESRE e om) (15229)  (47/981) ’
1Q <85 14,8% 14,3%
14,4% (172/1192) 0,86
(n=1192) (35/237)  (137/955)
CP (GMFCS>1) bzw. IQ 16,8% 14,7%
15,1% (194/1283) 0,4
<85 (n=1283) (42/250)  (152/1033)
Gesamt [Q 93,72 96,71
9591 + 15,76 0,001
(n=1452) + 15,99 + 15,61
CF (GMFCS>1) N SR 5,6% (83/1496) 0,766
L (23/391)  (60/1095) ’
1Q <85 23,3% 15,7%
17,7% (257/1452) 0,01
(n=1452) (90/387)  (167/1065)
CP (GMFCS>1)bzw.IQ < 22,9% 16,2%
18,0% (284/1578) 0,02
85 (n=1578) (97/423)  (187/1155)

CC Genotyp: homozygot, Lak-; CT bzw. TT Genotyp: heterozygot bzw. homozygot Lak+; 1Q:

Intelligenzquotient, CP: Cerebralparese, GMFCS: Gross motor function classification system; Die
nominalen Variablen werden mittels ihrer prozentualen Hdiufigkeit und ihrer absoluten Anzahl angegeben.
p-Werte wurden mit dem exakten Test nach Fisher errechnet
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4 Diskussion

Die Geburt von Sauglingen vor der vollendeten 37. SSW nahm in den vergangenen
Jahrzehnten weltweit kontinuierlich zu [72]. Trotz beachtlicher Fortschritte in der Therapie
von Neonaten bleibt Frithgeburtlichkeit heutzutage der bedeutendste Risikofaktor fiir
Morbiditit und Mortalitdt im Sduglingsalter [73]. Dies gilt nicht nur fiir weniger sondern
auch fiir hoch entwickelte Linder [74]. Die Uberlebensraten sehr unreifer Frithgeborener
stiegen in der Vergangenheit auf Grund verbesserter perinataler Versorgung und
medizinischen Fortschritts stetig an, die langfristige Entwicklung dieser Kinder blieb
jedoch lange Zeit unzureichend erforscht. Erst im letzten Jahrzehnt wurde ein besonderes
Augenmerk auf diese Entwicklung gelegt. Die Diskussion um die Beeinflussung der
langfristigen Entwicklung dieser Kinder nahm zu. Der Ansatz der individualisierten oder
auch personalisierten Therapie ist insbesondere in der Onkologie bereits seit einigen Jahren
fester Bestandteil neuer Therapieansdtze. Auf Grund der vielversprechenden
Zukunftsperspektive wird umfangreiche Forschung betrieben [52,75]. Hierbei gilt es, den
Patienten anhand primér ermittelter genetischer Marker individuell erfolgsversprechend zu
therapieren. Um eine so genannte stratifizierte Therapie auch in der Neonatologie
anwenden zu konnen, ist jedoch die Kenntnis der einzelnen Einflussfaktoren essentiell.
Daher haben Wissenschaftler in der Vergangenheit begonnen, genetische Faktoren zu

identifizieren, die zu einem besonders giinstigen langfristigen Verlauf fiihren.

Dieser Forschung schloss sich die vorliegende Arbeit an, in der mogliche Auswirkungen
des Laktase-Persistenz-Gens auf die Entwicklung VLBW Friithgeborener untersucht
wurden. Der Polymorphismus des LPG ist assoziiert mit einer besseren Vertriglichkeit von
Milch und Milchprodukten und fiihrt somit zu einem genetisch determiniert erhdhten
Milchkonsum [63]. Grund ist die fortlaufende Expression des LPH und damit die
andauernde Fidhigkeit, Laktose, das Disaccharid in Milch, zu verdauen und als

Nahrungsmittel auch im Erwachsenenalter zu verwerten.

Erstmals Erwdhnung fand der Polymorphismus 2002 in einer Arbeit der Studiengruppe um
den libyschen Forscher Enattah. Die Gruppe widmete sich einer finnischen Kohorte und

untersuchte in dieser die ,,adult-type hypolactasia®, d.h. die Unterfunktion der Laktase im
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Erwachsenenalter. Seither z&hlt der Polymorphismus rs4988235 zu einem der in der
Literatur am haufigsten erwdhnten und diskutierten SNP. Der Laktose Metabolismus
fasziniert seit vielen Jahren Anthropologen, Genetiker, Physiologen und Mediziner [26].
Ursédchlich ist unter anderem die Tatsache, dass es sich um eines der stirksten Beispiele fiir
positive Selektion im menschlichen Genom handelt [27]. Der Polymorphismus bietet einen
geschitzten Selektionsvorteil von 4-5% je Generation und gehdrt damit zu den in den
letzten 10.000 Jahren der Evolution am stirksten selektierten genetischen Regionen [26].
In der 2004 verdffentlichen Studie von Bersaglieri et al. wurde ermittelt, dass Personen mit
der Mutation bis zu 19% fruchtbarere Nachkommen bekamen als diejenigen ohne die
Mutation [39]. In Studien zeigte sich bei Erwachsenen und Jugendlichen mit LP ein
hoheres Korpergewicht und besseres Wachstum, insbesondere bei milchreicher Erndhrung
[63,76]. Die vielfach diskutierte Theorie der Nischenkonstruktion (auch ,,Gen-Kultur Ko-
Evolution®) intensivierte die Forschung diesbeziiglich. Hierbei handelt es sich um die
Theorie, dass sich genetische Evolution und kulturelle Evolution der Homo sapiens

gegenseitig beeinflussen. Die Laktosetoleranz bildet hierfiir ein Exempel [31].

Bislang wurde bislang jedoch noch keine Kohorte von Friihgeborenen auf die Effekte der
LP untersucht. Dieser Untersuchung wurde die vorliegende Arbeit gewidmet. Nach der
DNA-Isolierung aus Mundschleimhaut bzw. Nabelschnurgewebe erfolgte die
Genotypisierung des rs4988235 Polymorphismus mittels PCR und Diskriminierung der
Allele durch Fluoreszenzmarker. Friihgeborene mit dem Genotyp CT oder TT wurden als
Kinder mit Laktase-Persistenz (Lak +), Friithgeborene mit dem Genotyp CC als Kinder
ohne Laktase Persistenz (Lak -) kategorisiert. Die Kohorten wurden bindr verglichen in
Bezug auf Parameter, die als valide Marker fiir die kurz- und langfristige Entwicklung der
Kinder gelten. Ziel dieser Arbeit war die Identifikation von Faktoren, die zu einem
besonders giinstigen kurz- und langfristigen Verlauf bei Frithgeborenen fiihren. Sollte sich
der untersuchte Polymorphismus als protektiv erweisen, kdnnte er imitiert werden indem
beispielsweise Laktase zugefiihrt werden konnte. Sollte ein erhohter Milchkonsum eine
negative Entwicklung der Kinder zur Folge haben, konnte dies zum Beispiel Einfluss auf

die Erndhrungsempfehlungen fiir Frithgeborene im Kleinkindalter haben.
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4.1 Inzidenz im internationalen Vergleich

Die Ergebnisse dieser Studie reihen sich ein in eine Vielzahl an Studien, die die Inzidenz
der Laktase-Persistenz weltweit untersuchten. Die Pridvalenz der einzelnen
Polymorphismen ist stark herkunfts- und damit populationsabhingig. Auch in unserer
Studie bestitigt sich die starke Korrelation von genetischer Herkunft und LP. Etwa § von
10 Kindern (80,7%) deutscher Herkunft besitzen den dominanten Polymorphismus,
wohingegen lediglich 54,6% der Kinder von Miittern des iibrigen Europas iiber das
Abstillen hinaus Laktase exprimieren. Etwa jedes 5. Kind anderer Herkunft (naher Osten
22,3%, Asien 20,7%, Afrika 20,1%) ist Lak+. Diese Beobachtung ist uneingeschriankt
kongruent mit den bisher durchgefiihrten Studien zum Thema Laktase-Persistenz [44—46].
Die hochste Privalenz in Europa ist auf den britischen Inseln sowie in Skandinavien zu
beobachten (0,89-0,96) und nimmt Richtung Stidosten ab. So fanden unter anderem Almon
et al. 2011 heraus, dass die Laktasepersistenz in Schweden 91% betrdgt. Die niedrigste
Privalenz in Europa liegt in der Ostlichen mediterranen Region vor, hier kann eine
Pravalenz von nur 0,15 beobachtet werden [35,77]. Eine dhnliche Verteilung ldsst sich in
Indien beobachten, wo ebenfalls nordlich héhere Pravalenzen beobachtet werden als
stidlich [78,79]. Auf dem afrikanischen Kontinent ist die Auspridgung sehr ungleichméaBig
und variiert beispielsweise selbst innerhalb des Landes Ruanda zwischen 0,02 und 0,92
[80]. Grund hierfiir ist das ungleiche Ausmafs des Verzehrs von Milch und Milchprodukten
als Grundnahrungsmittel. Dieses Muster der unterschiedlichen Fahigkeit, Laktose zu
verwerten, kann auch an beduinischen und nicht-beduinischen Populationen, aus den
gleichen Regionen des mittleren Ostens stammend, beobachtet werden [77]. Die
Studiengruppe um Bersaglieri konnte 2004 die LP unter Amerikanern unterschiedlichen
Ursprungs ermitteln. 77% der Amerikaner europdischen Ursprungs wiesen eine LP auf,

14% afrikanischen Ursprungs und kein Amerikaner asiatischen Ursprungs.

In der Gruppe der Studienteilnehmer konnte eine LP Inzidenz von 69,2% ermittelt werden.
Da die Studienpopulation dieser Arbeit genetisch sehr heterogen war, analysierten wir im
Anschluss vorrangig deutsche Kinder, da sie die demographisch grofite Gruppe der
Kohorte darstellten. (n=8.476). Multiple Studien belegen, dass die in dieser Studie
ermittelten 80% LP in der Bevdlkerung deutscher Herkunft zutreffen. In einer
Studienpopulation an 258 deutschen Frauen trugen 23,6% den Genotyp CC [48], Biining et

al. ermittelten einen dhnlichen Wert mit 21,4% an einer Kohorte aus 187 gesunden
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deutschen Individuen [81]. Bereits im Mittelalter wurden an einer Kohorte aus 18

Probanden &hnliche Ergebnisse mit einer LP von 72% ermittelt [43].

Im internationalen Vergleich ist bei Beurteilung der LP jedoch nicht ausschlieBlich der
SNP rs4988235 zu beriicksichtigen. Neben dem SNP rs4988235 existieren weitere
Polymorphismen, die zu LP fiihren. Die Polymorphismen C/G-13907, T/C-13913, G/C-
14010, -13910*T und T/G-13915 sind in diesem Zusammenhang zu erwdhnen [44]. Diese
Polymorphismen liegen ebenfalls auf Chromosom 2, jedoch an anderer Position. Den
hdufigsten Polymorphismus bei Individuen europdischen Ursprungs stellt allerdings der

SNP rs4988235 dar, der daher in dieser Studie untersucht wurde.

LCT-13910C>T; LCT-22018G>A/-13910CC;

LCT-13915T>G; LCT-14010G>C; LCT-13907C>G

Abbildung 10 Tendenz von polymorphen Varianten der LP weltweit
Modifiziert nach Mattar et al. [32]

4.2 Klinische Daten und Komplikationen

Beim Vergleich der Basisdaten fiel auf, dass Lak+ Frithgeborene ein um etwa einen Tag
hoheres GA aufwiesen (SSW 28,72 vs. SSW 28,61). Eine Erklarung fiir dieses Phdnomen
konnte in der Erndhrung der Mutter wihrend der Schwangerschaft liegen. Vitamin-D
Mangel im Blut schwangerer Frauen und somit auch im Nabelschnurblut sind eng mit
Praeklampsie, Gestationsdiabetes und infektiosen Erkrankungen assoziiert [82]. Diese

Faktoren fiihren in erhohtem Male zu Frithgeburtlichkeit [83].

Weiterhin ist der sich entwickelnde Fetus stark abhéngig von maternalem Calcium- und

25(0OH)-D (aktives Vitamin D3) Transfer {iber die Plazenta. Der Calcium Bedarf des Fetus
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steigt wahrend der Schwangerschaft von 50mg/Tag auf bis zu 330 mg/Tag zum Ende der
Schwangerschaft kontinuierlich an. Ein hohes GG, ein reduziertes Risiko fiir frithzeitige
Entbindung sowie eine bessere Kontrolle des Blutdrucks sind mit einem adiquaten
Calciumspiegel der Mutter wihrend der Schwangerschaft assoziiert [84]. Hofmeyr et al.
gehen in einem Review von 2006 so weit zu behaupten, dass das Risiko einer
Praeklampsie durch Calcium Supplementierung wéhrend der Schwangerschaft nahezu
halbiert werden kann und somit ein wichtiger Faktor in der Privention von
Frithgeburtlichkeit ist [85]. Geht man auf Grund des dominanten Erbganges der LP davon
aus, dass Miitter Lak+ Kinder haufiger ebenfalls mehr Milchprodukte zu sich nehmen [86],
dann nehmen diese Frauen durch die Milchprodukte vermehrt Calcium und Vitamin D zu
sich. Einer italienischen Nahrungsstudie zufolge wird >50% des Gesamtkalziums iiber
Milchprodukte eingenommen [87]. Auch haben Menschen mit LP einen héheren BMI,
sodass diese Miitter moglicherweise besser erndhrt sind [86].

Maternale Nahrstoffversorgung und Gewichtszunahme wihrend der Schwangerschaft sind
die zwei Hauptfaktoren, die mallgeblich das maternale und kindliche Outcome

beeinflussen [88].

Die GeburtsgroBle stellt weiterhin einen wichtigen Determinanten der perinatalen
Uberlebensrate dar [89]. Die Identifizierung von Faktoren, die das fetale Wachstum positiv
beeinflussen, konnte zu neuen MalBBnahmen fiir die Priavention neonataler Mortalitdt und
Morbiditét fiihren. Entgegen der Erwartungen hat der untersuchte Polymorphismus jedoch
keinen Einfluss auf anthropometrische Variablen bei Geburt. Das durchschnittliche GG
dieser Kohorte betrug 1059g, die Korperlinge 36,49cm. Die Ergebnisse dieser
Studienpopulation waren kongruent mit den Daten der Studienpopulation -einer
Frithgeborenen Studie aus Tiibingen aus dem Jahr 2007, bei denen das GG durchschnittlich
1097 g und die Korperlange 37,02 cm betrug. Es wurde jedoch keine Assoziation zwischen
GG bzw. KL und dem von uns untersuchten Polymorphismus gefunden.

Kontrdr zu unseren Ergebnissen wurde 2007 ermittelt, dass Milchkonsum wéhrend der
Schwangerschaft die Grofe des Kindes bei Geburt positiv beeinflusst [90]. Eine mogliche
Ursache dieser diskrepanten Ergebnisse sind die Unterschiede der Kohortencharakteristika
und des Studiendesigns, da Olsen et al. die Geburtsgrof3e reifgeborener Kinder postnatal
bestimmten. Zusitzlich zeigte sich in der Studiengruppe um Olsen erst ab einem
Milchkonsum von > 4 Gldser pro Tag eine signifikante Korrelation. 2004 berichteten

Moore et al. aus einer australischen Kohorte von ca. 550 Frauen, bei denen die tigliche
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Energiezufuhr maB3geblich das kindliche Gewicht und Grof3e beeinflusste [91]. Die Studie
differenzierte allerdings lediglich die Aufnahme der einzelnen Nahrungskomponenten
(Proteine, Kohlenhydrate, Fette) und traf somit keine explizite Aussage iiber den
Milchkonsum. Dennoch konnte in diversen weiteren Studien haufig, jedoch nicht immer,
ein erhohtes GG bei maternal hohem Milchkonsum wihrend der Schwangerschaft
nachgewiesen werden. Eine Erkldrung hierfir liefern ebenfalls die Ein- und
Ausschlusskriterien, da keine der genannten Studien Frithgeborene einbezog. Die
Mineralisierung des fetalen Skeletts erfolgt tliberwiegend im 3. Trimester der
Schwangerschaft, etwa 80% des Gesamtbedarfs an Calcium akkumuliert erst zu diesem
spaten Zeitpunkt der Schwangerschaft [92]. Das durchschnittliche GA unserer
Studienteilnehmer betrigt 28,69 SSW, das 3. Trimester wurde folglich noch nicht erreicht.
Das Ausmal} des Calciumkonsums der Mutter konnte bis zu diesem Zeitpunkt daher keine

relevanten Auswirkungen auf das fetale Wachstum haben.

In der statistischen Auswertung der gesamten Kohorte war eine Korrelation zwischen
Mehrlingsrate und LP zu beobachten. Es zeigte sich, dass Mehrlinge signifikant haufiger,
in 35,1% der Fille, eine LP aufweisen als Einlinge mit 32,9%. Erklérbar ist dieses
Phinomen mit dem so genannten Léndereffekt. In entwickelten Landern werden statistisch
hiufiger Mehrlinge geboren als in Entwicklungslindern [93]. Die Studienpopulation
schlieft Kinder verschiedenen genetischen Ursprungs ein. Etwa %4 der Kinder sind
deutschen Ursprungs (n=8.476), 3.126 Kinder (26,9%) sind nicht deutschen Ursprungs.
Die sehr heterogene Studienpopulation ist somit statistisch auf Grund der Dominanz der
deutsch stimmigen Kinder nicht einwandfrei zu beurteilen. Bei der isolierten Betrachtung
der deutschen Population wird deutlich, dass tatsdchlich kein signifikanter Zusammenhang
zwischen der Mehrlingsrate und der LP besteht. Einen Zwilling haben 35,8% der Kinder
mit LPG und 35,6% der Kinder ohne LPG. Eine Geschlechterwendigkeit war nicht

nachvollziehbar.

Zu den hidufigen kurzfristigen Komplikationen der Frithgeburtlichkeit zédhlen abdominelle
Erkrankungen wie die NEC oder die FIP.

Viele Beobachtungsstudien geben Hinweise darauf, dass die Muttermilchfiitterung
Frithgeborener -im Vergleich zur Erndhrung mit Formula Nahrung- mit einer niedrigeren
Rate invasiver Infektionen wie nekrotisierenden Enterocolitiden und damit einer

niedrigeren Mortalitdt asssoziiert ist [66]. Diese Beobachtungen unterstiitzen die
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Annahmen, dass die Nahrungszusammensetzung tatséchlich ein relevanter Faktor in der
Entwicklung sehr kleiner Frithgeborener ist. Die Darmflora, das bakterielle Mikrobiom,
riickte in den vergangenen Jahren zunehmend ins Zentrum der Forschung und gilt heute als
eines der Forschungsfelder mit der meisten Dynamik [94]. Thre Zusammensetzung ist von
multiplen Faktoren wie Erndhrung und Medikamenteinnahme abhingig. Auch genetische
Faktoren sind relevant. Bonder et. al konnten 2017 multiple DNA Loci identifizieren, die
Einfluss auf das Mikrobiom haben. Hierzu zéhlt auch der LP determinierende MCM6/LCT
Locus. Bei dessen Vorliegen konnte eine erhohte Rate an Bifidusbakterien nachgewiesen
werden. Da in weiteren Studien eine erhohte Rate an Bifidusbakterien zu einer niedrigeren
NEC-Rate bei Friithgeborenen fiihrte [62], stellte sich uns folglich die Frage, ob die LP zu
einer niedrigeren Rate abdomineller Komplikationen fiihrt. Eine solche Assoziation konnte

in unserer Studie nicht nachgewiesen werden.

4.3 Wachstum

Wachstumsstérungen wéhrend der friihen Kindheit, in Zeiten substantieller zelluldrer
Hyperplasie und Hypertrophie, konnen zu dauerhaften Schidden fiihren. Friihgeborene
haben sowohl in der postnatalen stationdren Krankenhausversorgung als auch im weiteren
Verlauf ein deutlich erhohtes Risiko fiir Wachstumsstdrungen. Sie sind zum Zeitpunkt
threr Entlassung aus der stationdren Krankenhausversorgung héiufig signifikant
untergewichtig. Bei Entlassung haben sie weiterhin ein erhéhtes Erndhrungsrisiko und

bediirfen engmaschiger Nachkontrollen beziiglich ihres Koérperwachstums [95].

4.3.1 Kopfumfang

Der kindliche Kopfumfang bei Geburt eines deutschen Kindes betrdgt den
Perzentilenkurven des Robert-Koch-Instituts zufolge im Median 35,4 cm (Jungen) bzw.
34,7 cm (Médchen). [70] In der Literatur wurde vielfach eine Korrelation von Kopfumfang
und neurologischem Outcome beschrieben. So diskutierten Roth et al. bereits vor 20 Jahren
den kindlichen Kopfumfang als friihzeitigen Indikator fiir eine spatere kognitive Schwéche
[96]. Laut Singer lieBe der Kopfumfang auf die extrauterine GroBhirnentwicklung
schlieBen und ein unterdurchschnittlicher Kopfumfang ist laut Hack et al. mit schlechterem
neurologischen Outcome assoziiert [69,97]. Der KU der Neugeborenen unserer

Studienpopulation liegt mit durchschnittlich 25,78 cm + 2,61 cm unterhalb des Medians,
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auch deutlich unterhalb der 3. Perzentile. Die Friihgeburtlichkeit ist hierflir der
ausschlaggebende Faktor. Eine vergleichbare Kohorte deutscher VLBL Friihgeborener
wurde 2006 von Trebar et al. untersucht. Bei einem leicht hoheren durchschnittlichen GA
der Kinder im Vergleich zu unserer Studienpopulation (29,17 Wochen, SD 2,79 Wochen
vs. 28,80 Wochen, SD 2,68) betrug die Differenz des KU bei Geburt 25,78 cm in unserer
Population vs. 26,60 cm. Da diese Differenz auf das leicht erhohte GA zuriickzufiihren ist,
fligen sich unsere Ergebnisse gut in das bestehende Bild ein. Es fehlte bisher an
reprasentativen Daten beziiglich des Kopfumfangswachstums im stationdren Verlauf, diese
Liicke kann im Rahmen dieser Studie nun geschlossen werden. In unserer reprasentativen
Kohorte betrug das tigliche Kopfumfangswachstum wéhrend des stationdren Verlaufs 0,10
+ 0,06 cm. Stellt man nun einen Vergleich an beziiglich der LP/LNP Tréger, so findet sich
keine Differenz. Hervorzuheben ist jedoch, dass das durchschnittliche extrauterine KU-
Wachstum der Frithgeborenen nur minimal geringer ist als das intrauterine KU-Wachstum
desselben GA. (bei Entlassung 32,69 + 2,27cm, GA 38,66 Wochen, laut WHO GA 38
Wochen: 33,2 cm 50. Perzentile, 32,4 cm 25. Perzentile) [98].

4.3.2 Korperlinge

Das Ausmal des Lingenwachstums eines Kindes wihrend der Kindheit ist abhidngig von
Erndhrung, Korpergrofie der Eltern und individuell genetischen Faktoren. Betrachtet man
genetische Faktoren, so konnten bisher schon mehrere SNPs identifiziert werden, die mit
der Korperlinge zu korrelieren scheinen [99]. Trophologische Faktoren, und hierbei
insbesondere die Calcium- sowie die Proteinzufuhr wéhrend der Wachstumsphasen, haben
einen bedeutenden Einfluss auf das Langenwachstum [100]. Wie bereits diskutiert, erfolgt
ein GroBteil der Calciumversorgung liber Milchprodukte. Da das Langenwachstum der
Knochen von der Verfiigbarkeit der bendtigten Knochenbestandteilen abhidngig ist, ist der
Wachstumsprozess demzufolge unter anderem von der Aufnahme von Milchprodukten
abhingig. Milchkonsum soll einen stimulierenden Effekt auf das Lingenwachstum haben,
dies wurde schon im frithen 19. JH beschrieben [101]. Besonders interessant sind diese
Erkenntnisse im Bezug auf VLBW Friihgeborene. Es wurde bereits beschrieben, dass diese
im Alter von 20 Jahren eine doppelt so hohe Wahrscheinlichkeit haben, eine Korperlidnge
unter der 3. Perzentile zu haben [102]. Auf Grund des erhohten Risikos fiir ein schlechteres
Wachstum ist eine engmaschige Beobachtung und ggf. frithzeitige Intervention essentiell
fiir ein langfristig addquates Korperwachstum. Im Rahmen dieser Arbeit konnte der

Zusammenhang zwischen dem LP-Polymorphismus, dem damit einhergehenden erhdhten
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Milchkonsum und der Grofle im Alter von 5 Lebensjahren ermittelt werden. Die von
Almon et al. beschriecbene Korrelation [87] konnte im Rahmen dieser Studie nicht
nachvollzogen werden, es zeigte sich kein Zusammenhang zwischen der Korpergro3e der
Kinder und dem Ausmal} des Milchkonsums. Ursédchlich hierfiir konnte der Zeitpunkt der
Follow-up Untersuchung sein. Hypothetisch konnten die Kinder im Alter von fiinf Jahren
zumindest teilweise liber eine noch ausreichend erhdhte Laktase Synthese verfiigen, sodass
sich die Erndhrungsgewohnheiten noch nicht gewandelt haben. Unterschieden wurde in

unserer Studienkohorte in SGA und AGA geborene Kinder (appropriate for gastational
age).

4.3.3 Korpergewicht

GG und KL sind wichtige Parameter und bedeutende Einflussfaktoren fiir die postnatale
Entwicklung eines Kindes. Diese Parameter sind jedoch maBgeblich durch maternale
Faktoren wdihrend der Schwangerschaft, beispielsweise Gewicht und Gewichtszunahme
der Mutter, Drogenabusus oder Krankheiten, beeinflusst [103]. Es ist folglich relevant, die
Wachstumsparameter im Verlauf zu beobachten und zu beurteilen.

Hartwig et al fiihrten 2016 eine Metaanalyse an einer 2.843 starken brasilianischen
Kohorte durch. Es lieB3 sich eine positive Korrelation zwischen LP, erhéhtem Milchkonsum,
erhéhtem BMI und Ubergewicht feststellen. In einer Studie an Kindern portugiesischen
Ursprungs konnte dieser Effekt nicht beobachtet werden, es wurde jedoch eine Korrelation
zwischen Bauchumfang und LP nachgewiesen werden [104]. Wir erwarteten eine dhnliche
Korrelation in unserer Studiengruppe. Und tatséchlich ldsst sich nach fiinf Lebensjahren
ein signifikanter Unterschied in der Gewichtsentwicklung der Kinder mit und ohne LP
feststellen. Wie in Tabelle 12 dargestellt, weisen jedoch entgegen unserer Erwartung Lak-
Kinder ein hoheres Gewicht auf. Wurde bisher davon ausgegangen, dass der
Polymorphismus im fortgeschrittenen Alter am ehesten zu einer Gewichtserhéhung fiihrt,
so trifft das Gegenteil zu. Zundchst erscheint eine solche Relation nicht plausibel,
insbesondere, da sich die Ergebnisse kontrar zu bisherigen Ergebnissen aus der Adipositas
Forschung zeigen. Es existieren zahlreiche Studien, denen zufolge das Gen einen
Risikofaktor fiir Ubergewicht darstellt [104]. Eine mdgliche Ursache hierfiir ist der
Unterschied in der Studienpopulationen. Die bisherigen Studien fokussierten sich auf
erwachsene Populationen, wéhrend unzureichend der Zusammenhang von LP
Polymorphismus und kindlichem Gewicht untersucht wurde. Das Nahrungsverhalten in

unterschiedlichen Lebensabschnitten variiert stark. Moglicherweise greifen Erwachsene
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und Kinder, die auf Grund ihrer LNP weniger Milchprodukte zu sich nehmen, jeweils auf
verschiedene Alternativprodukte zuriick. Es ist denkbar, dass FErwachsene statt
milchprodukthaltiger Nahrung vermehrt kaloriendrmere Nahrung und Getrinke wie
Wasser oder Kaffee konsumieren, wihrend Kinder alternativ Getrinke mit hoherem
Kaloriengehalt, wie Limonaden oder Eistees, zu sich nehmen. Durch das Robert-Koch-
Institut wurde bereits beschrieben, dass deutsche Kinder iibermédBig haufig ungesunde
Nahrung zu sich nehmen [105], amerikanische Kinder entscheiden sich bei freier Wahl
eher flir hochprozentig fetthaltige Nahrungsmittel [106]. Die Nahrungsmittelwahl konnte
daher eine Ursache fiir dieses Ergebnis sein.

Eine weitere Rolle konnte die Aufnahme von Kalzium im Kindesalter spielen. In den
wenigen vorhandenen Studien an pidiatrischen Populationen zu diesem Zusammenhang
finden sich Hinweise, dass eine erhohte Autnhahme von Milch und vor allem Kalzium einen
reziproken Einfluss insbesondere auf den Korperfettanteil bei Kindern hat. Eine 2013
erhobene US-amerikanischen Studie an gesunden Kindern zwischen 8 und 13 Jahren zeigte
einen deutlichen inversen Zusammenhang zwischen Milchkonsum und BMI Perzentilen
[107]. Auch wenn die Fallzahlen der amerikanischen Studie klein sind, so gibt es doch
weitere Studien, die diese Hypothese unterstiitzen. Es wird wiederholt der Zusammenhang
zwischen Kalziumaufnahme und BMI diskutiert. Hierzu z&hlt unter anderem eine
longitudinale Studie von Skinner et al [108]. Insbesondere in Zeiten von Energierestriktion
fiihrte ein erhohter Milchprodukt- und damit Kalziumkonsum zu einer Abnahme des
Korperfettanteils [109]. Da Kinder wéhrend ihres korperlichen Wachstums einen
iberdurchschnittlich  aktiven  Stoffwechsel haben, ist ein Energiedefizit im
Erwachsenenalter physiologisch auf Grund des mangelnden Verbrauchs deutlich
unwahrscheinlicher. Mit diesem Ansatz lieBen sich die kontriren Zusammenhinge
zwischen Gewicht und LP bei Kindern und Erwachsenen erkldren. Fiir ein genaueres
Verstindnis der Ergebnisse dieser Studie sind jedoch weitere Daten unabdingbar. Fiir die
Zukunft wiére eine langfristige Untersuchung der GNN-Kohorte wiinschenswert, um den
hier beobachteten Gewichtsverlauf nachvollziehen und einordnen zu konnen. Eine
Untersuchung beispielsweise in der Jugend oder im jungen Erwachsenenalter konnte
mafgebliche Hinweise geben, ob die hier aufgefiihrten Thesen sich auch in der

langfristigen Entwicklung der Studienpopulation nachvollziehen lassen.
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4.4 Neurokognitive Entwicklung

Ein besonders interessanter Aspekt in der Neonatologie ist die lang- und kurzfristige
neurokognitive Entwicklung der Kinder. Die Neurokognition besteht aus einer komplexen
Variation mentaler Funktion, bestehend aus Aufmerksamkeit, Geddchtnis, Denkprozessen,
Lernprozessen und Wahrnehmung. Die kognitive Entwicklung von Vorschulkindern kann
Vorhersagen iiber spitere schulische Leistungen treffen. Das daraus resultierende
Humankapital ist ein wichtiger Pfeiler fiir Gesundheit und das Wohlergehen eines
Individuums im weiteren Leben [23]. Zellproliferation, DNA Synthese, Neurotransmitter
sowie Hormon Metabolismus werden durch Néhrstoffaufnahme beeinflusst. Zudem ist die
Gehirnentwicklung in den frithen Lebensjahren iiberdurchschnittlich schnell im Vergleich
zur Entwicklung des restlichen Korpers. Daher ist der junge Korper anfilliger fiir
langfristige Folgen einer Fehlerndhrung [110]. Dieser Aspekt ist auf Grund der Unreife der
Frithgeborenen bei Geburt in unserer Studie von besonderer Bedeutung.

Der durchschnittliche /Q der Kinder mit LPG lag in dieser Studie bei der Follow-Up
Untersuchung im Alter von fiinf Jahren bei 97,40 Punkten, die Differenz zu LNP betrug
bei einem Wert von 97,20 lediglich 0,2 Punkte und war somit nicht signifikant. Selbiges
gilt fiir das Vorliegen einer Cerebralparese (6,6% vs. 4,8%, gesamt 5,1%) oder eines 1Q <
85 (14,3% vs. 14,8%, gesamt 14,4%). In der Frithchen-Studie EpiPage aus GrofB3britannien
erfolgte ebenfalls eine neurokognitive Nachuntersuchung im Alter von fiinf Jahren. Die
Rate an Cerebralparesen betrug in der Studie 9%, lag also 3,9 % hoher in unserer Arbeit.
Betroffen von Intelligenzminderung (IQ < 85) waren 32% der Probanden, also nahezu
doppelt so viele Kinder wie in unserer Studie. Fine mogliche Inkongruenz der Daten
konnte durch das im Mittel unreifere Patientenkollektiv (GA 22-32 Wochen) begriindet
sein. Die hier erwdhnte Inkongruenz geht auf die bereits diskutierte komplexe Einteilung
der Friithgeborenen zuriick. Erfreulich wédre, wenn fiir das bessere Outcome unseres
Kollektivs auch die medizinische Entwicklung in den letzten Jahren relevant wére [111].
Die Erndhrung eines Kindes von der Geburt bis ins junge Erwachsenenalter spielt eine
wichtige Rolle in Bezug auf dessen neurokognitive Entwicklung.

In dieser Studie konnte keine Assoziation zwischen Laktasepersistenz und dem
neurokognitiven Outcome im Alter von 5 Jahren gefunden werden. Es wurde in fritheren
Studien bereits nachgewiesen, dass Bildungsnachteile bei sehr untergewichtigen
Friihgeborenen bis ins junge Erwachsenen3alter persistieren [102]. Es ist davon

auszugehen, dass einerseits individuelle Faktoren wie das Auftreten von Komplikationen,
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z.B. in Form von intrazerebralen Blutungen, und andererseits die Friihférderung und die
elterliche Kapazitit auf die besonderen Bediirfnisse eines friihgeborenen Kindes
einzugehen den groften Einfluss auf die weitere neurokognitive Entwicklung haben. Eine
ausgewogene Erndhrung spielt in der Entwicklung wie in jeder Kindesentwicklung eine

relevante Rolle, das LPG hat jedoch keinen selektiven Vor- oder Nachteil.

4.5 Starken und Limitationen der Studie

In dieser Arbeit wurde im Rahmen der GNN Studie eine umfangreiche Kohorte von 11.602
Frithgeborenen untersucht. Bei der ,,German Neonatal Network* Studie handelt es sich um
die grofite Frithgeborenen Kohortenstudie deutschlandweit, die auch im internationalen
Vergleich zu einer der groBten Frithgeborenen-Studien zdhlt. Jihrlich werden iiber 2.000
Friihgeborene aus iiber 50 deutschlandweiten Perinatalzentren eingeschlossen, sodass
geographische und Standort bedingte Unterschiede angeglichen werden. Ein
multizentrischer, prospektiver Studienaufbau gewihrleistet die hohe Validitdt der Studie.
Die experimentelle Arbeit im studieneigenen Labor kann auf eine DNA Bank von >13.000
DNA Proben von Frilhgeborenen <1500 g zugreifen und ist somit eine der
umfangreichsten Friihgeborenen DNA-Banken weltweit. Im Rahmen dieser Arbeit konnte
DNA von 11.602 Kindern erfolgreich genotypisiert werden. Das verwendete PCR-
Verfahren und anschlieBende allelische Diskriminierung mittels TagMan Technologie
verfiigt auf Grund seiner Standardisierung iiber eine hohe Reproduzierbarkeit und Validitét
[112,113].

Die als Endpunkte formulierten klinischen Items und die angewandten Tests und
Erhebungsbogen sind standardisiert und gemifl der Empfehlungen der deutschen
Fachgesellschaften fiir die Nachuntersuchung von Frithgeborenen an groBBen Gruppen von
gesunden Kindern validiert. Dies reduziert Verzerrungen wie Recall- oder Selektionsbias
und gewihrleistet eine hohe Datenqualitét, entspricht somit gingigen wissenschaftlichen
Qualitétskriterien. Als Limitationen im Studienautbau sind der nicht erfolgte Einschluss
potentieller Probanden zu nennen. Die Einwilligung zur Studienteilnahme iibersteigt in der
Peripartalzeit bei einigen Eltern die emotionalen Kapazititen, sodass keine Einwilligung
erfolgt. Ein weiterer Grund fiir mangelnden Einschluss trotz vorliegender Einwilligung der
Eltern stellten die fehlerhafte oder noch ausstehende DNA Isolierung dar. Die 5-Jahres-
Nachuntersuchung bezieht sich auf eine geringere Fallzahl. Der wichtigste Grund hierfiir

ist das Alter der Kinder. Die meisten in das GNN eingeschlossenen Patienten waren zum
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Zeitpunkt dieser Untersuchung noch keine fiinf Jahre alt. Weitere Griinde fiir eine fehlende
Follow-up Untersuchung ist das eine Bereitschaft der Eltern an einer Folgeuntersuchung
teilzunehmen, Terminunpisslichkeiten sowie Umzug, Krankheit oder Tod.

Die Einschlusskriterien der vorliegenden Studienkohorte der VLBW-Frithgeborenen
orientierten sich primir am GG, das GA < 37. SSW ist durch das Gewicht bedingt und
somit als Kriterium nur sekundir relevant. Jegliche VLBW-Kohorte ist sehr heterogen, da
es zu einer Uibermifigen Reprisentation hypotroph geborener Kinder kommt [114]. Trotz
dieser potenziellen Verzerrung wird diese Einteilung in der Literatur bevorzugt und auch in

dieser Arbeit angewendet.

Der Verlust der Milchvertriaglichkeit beginnt zwischen zwei und zehn Lebensjahren [34].
Die Varianz des Zeitpunktes scheint unter anderem herkunftsbedingt zu sein. Einer Studie
von Troelsen et al zufolge beginnt die Herabregulierung der Enzymaktivitidt bei
thaildndischen und chinesischen Kindern etwa im Alter von zwei Jahren, wohingegen
Kinder finnischen Ursprungs erst ab der Jugend Laktose nicht mehr verwerten konnen
[115]. Man geht davon aus, dass der Abfall der Enzymaktivitidt das Abstillen unterstiitzt
[26]. Ein GroBteil der Studien geht jedoch von einem Beginn des Verlustes um das fiinfte
Lebensjahr aus [116]. Die Nachuntersuchung unserer Studienteilnehmer erfolgte im Alter
von fiinf Jahren. Folglich gilt es zu diskutieren, ob die genetische Variante zu diesem
Zeitpunkt bereits zu einem verdnderten Nahrungsverhalten gefiihrt haben konnte. Von
besonderer Bedeutung hierbei konnte bisherigen Kenntnissen zufolge der Prozess der
epigenetischen Alterung sein. Frithgeborene sind vor allem in den ersten Wochen ihres
Lebens auf neonatologischen Intensivstationen extremem unphysiologischen Umweltstress
ausgesetzt. Schlafmangel, Licht, Larm, fehlender menschlicher Kontakt und Schmerzen
[117] filhren zu erhohten  Cortisolspiegeln  bei  Friihgeborenen.  Erhdhte
Glukokortikoidspiegel fithren zu beschleunigter epigenetischer Alterung [118]. Folglich ist
davon auszugehen, dass Frithgeborene in dieser sensiblen Entwicklungsphase epigenetisch
schneller altern. Diese Hypothese konnte bereits an Endothelzellen im Nabelschurblut
Frithgeborener nachgewiesen werden, die dadurch ein hoheres kardiovaskuldres Risiko im
spiateren Leben tragen [119,120]. Neuesten Studien zufolge spielt die epigenetische
Alterung auch bei der Auspragung der LP eine grof3e Rolle [121,122].
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4.6  Schlussfolgerungen und Ausblick

Mit dieser multizentrischen prospektiven Studie an einer Kohorte VLBW Frithgeborener
konnten repridsentative Aussagen zur Assoziation zwischen Laktasepersistenz und der
kurz- und langfristigen kindlichen Entwicklung getroffen werden. Wissen um genetische,
soziale und klinische Einflussfaktoren kann langfristig die Prognose Friihgeborener

verbessern.

Obwohl die Laktasepersistenz beim Menschen mit einem geschétzten Selektionsvorteil
von 4-5% pro Generation zu den in den letzten 10000 Jahren der Evolution am starksten
selektierten genetischen Regionen gehort [26], konnten in der vorliegenden Arbeit keine
vorteilhafteren Verldufe bei Friihgeborenen mit Laktasepersistenz nachgewiesen werden.
Dieses Ergebnis unterstiitzt Daten aus einer aktuellen Erwachsenenstudie, in der ebenfalls

keine protektiven Effekte der Laktasepersistenz nachgewiesen werden konnten [123].

Unsere Daten weisen darauf hin, dass LNP zumindest in der mittelfristigen kindlichen
Entwicklung einen Vorteil fiir die Gewichtszunahme darstellt. In zukiinftigen Arbeiten
sollte der Zusammenhang zwischen LNP und Gewichtszunahme insbesondere im hoheren
Lebensalter weiter nachvollzogen werden. Diese Arbeit konnte einen Beitrag zur

Diskussion um die frithkindliche Erndhrung leisten.

Die Kohortenstirke dieser Arbeit ist groB3, sodass die vorliegenden Ergebnisse statistisch
eine hohe Validitit haben. Zukiinftig wire eine Nachuntersuchung dieser Kohorte zu
einem spdteren Zeitpunkt, beispielsweise in der Jugend, sinnvoll, um in dieser Arbeit
gewonnene Erkenntnisse in die langfristige Entwicklung einordnen zu konnen. Der
Uberlegung, insbesondere den Polymorphismus der Laktasepersistenz fiir die
Weiterentwicklung personalisierter Medizin in der Neonatologie zu nutzen, konnte nur
bedingt Rechnung getragen werden. Jedoch reiht sich diese Arbeit ein in eine Vielzahl von
Studien, die das langfristige Ziel der Optimierung der personalisierten neonatologischen
Medizin haben. Es gilt, in Zukunft weitere Faktoren zu identifizieren, die die langfristige

Entwicklung dieses sensiblen Patientenkollektivs verbessern.
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Bei zukiinftig durchgefiihrten Studien zur Erndhrung konnte es sinnvoll sein, zusétzlich zu
Polymorphismen Informationen iiber das Erndhrungsverhalten der Probanden zu erheben,

um mogliche Assoziationen besser beurteilen zu konnen.
Diese und aktuelle Studien zeigen die Notwendigkeit auf, in groBen Kohortenstudien mit

Hilfe Sequenz basierter Ansétze genetische Risikofaktoren zu identifizieren und damit eine

Préazisionsmedizin zu ermoglichen.
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5 Zusammenfassung

Fragestellung: Die vorliegende Arbeit untersucht den Zusammenhang zwischen der kurz-
und langfristigen Entwicklung ,,Very-Low-Birth-Weight*“ Friihgeborener und dem
Vorliegen einer Laktasepersistenz. Dabei handelt es sich um eine genetischen Variation,
die mit einer besseren Vertrdglichkeit von Milch assoziiert ist. Der Polymorphismus
rs4988235 fiihrt zu einer fortlaufenden Expression des Enzyms Laktase iiber das
Kleinkindalter hinaus. Folge ist die Fahigkeit, Laktose, das Disaccharid in Milch, zu
verdauen und somit als Nahrungsmittel auch im Erwachsenenalter zu verwerten. Ziel
dieser Arbeit war die Identifikation eine mogliche Assoziation zwischen diesem Single
Nukleotid Polymorphismus und einem besseren Wachstum, einer giinstigeren
neurokognitiven Entwicklung und/oder einer niedrigeren Rate an abdominellen
Operationen.

Patienten und Methoden: Es wurde genetisches Material von 11.602 Frithgeborenen mit
einem Geburtsgewicht <1500g ausgewertet. Zur in-vitro Vervielfdltigung von DNA-
Straingen wurde die PCR Methode genutzt. AnschlieBend erfolgte die allelische
Diskriminierung und die Bildung dichotomer Kohorten, die das Kollektiv in Laktase-
Persistente (Lak+) und Laktase-Nonpersistente (Lak-) unterteilte. Diese Kohorten wurden
bindr verglichen im Bezug auf valide Marker fiir die kurz- und langfristige Entwicklung
der Kinder. Die kurzfristige Entwicklung wurde postnatal in den Geburtskliniken mittels
standardisierter Fragebogen erhoben. Zur Ermittlung der langfristigen Parameter wurde im
Alter von fiinf Jahren eine klinische Follow-up-Studie durchgefiihrt, in der das Wachstum
sowie die kognitive Entwicklung erfasst wurden.

Ergebnisse: Das Gen hat keinen Einfluss auf anthropometrische Variablen bei der Geburt.
Lak+ Kinder entwickeln sich auch in den ersten Lebenswochen nicht anders als Lak-
Frithgeborene. Laktase-Nonpersistenz war mit einem hoherem Body Mall Index im Alter
von fiinf Jahren assoziiert. Der Polymorphismus hat keinen signifikanten Einfluss auf die
kognitive Entwicklung oder die Korpergrofle im Alter von fiinf Jahren.

Diskussion: Im Gegensatz zur Ausgangshypothese hatten Frithgeborene ohne
Laktasepersistenz im Alter von 5 Jahren ein hoheres Korpergewicht und einen hoheren
BMI. Dieses Ergebnis sollte in einer grofBeren Kohorte iiberpriift werden, da Frithgeborene

hdufig unter Wachstumsstorungen und einem zu niedrigen Korpergewicht leiden.
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7 Anhang

7.1 Liste der Kooperationspartner des GNN

Aachen, Universititsklinkkum Aachen, Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin, Sektion
Neonatologie

Aschaffenburg, Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin

Berlin, Krankenhaus Neukolln, Vivantes, Kinderheilkunde und Jugendmedizin
Bielefeld, Evangelisches Krankenhaus Bielefeld, Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin
Bochum, Kliniken der Ruhr-Universitdit Bochum, St. Elisabeth-Hospital

Bonn, St. Marienhospital Bonn, Neonatologie

Bonn, Universititsklinikum, Neonatologie und pédiatrische Intensivstation

Bremen, Klinikum Links der Weser, Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin

Coesfeld, Vincenz-Hospital, Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin, Coesfeld

Datteln, Vestische Kinder- und Jugendklinik Datteln, Universitit Witten/Herdecke
Detmold, Klinikum Lippe, Neonatologie und pidiatrische Intensivstation

Dortmund, Westfilisches Kinderzentrum Klinikum Dortmund

Dresden, Universitétsklinikum Carl Gustav Carus, Neonatologie u. Intensivmedizin
Diisseldorf, Klinik fiir allg. Padiatrie

Diisseldorf, Florence-Nightingale Krankenhaus, Neonatologie

Eutin, Kinderklinik Eutin, Ostholstein Kliniken

Essen, Universitatskinderklinik

Flensburg, Ev.-Luth. Diakonissenanstalt zu Flensburg, Zentrum fiir Gesundheit und Diakonie

Frankfurt am Main, Biirgerhospital Frankfurt am Main, Verein Frankfurter
Stiftungskrankenhiuser e.V., Klinik fiir Neonatologie

Freiburg, Universititsklinikum Freiburg, Zentrum fiir Kinder- und Jugendmedizin
Gottingen, Universitits-Kinderklinik

Greifswald, Zentrum fiir Kinder- und Jugendmedizin, Ernst-Moritz-Arndt-Universitét
Halle, Universititsklinikum Halle (Saale), Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin
Hamburg, Altonaer Kinderkrankenhaus

Hamburg, Asklepios Klinik Barmbek, Neonatologie
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Hannover, Kinderkrankenhaus auf der Bult

Hannover, Medizinische Hochschule Hannover, Kinderklinik 1

Heide, Westkiistenklinikum Heide, Klinik fiir Kinder- u. Jugendmedizin

Homburg, Universititsklinikum des Saarlandes, Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin

Itzehoe, Klinikum Itzehoe, Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin, Neonatologie und
Intensivmedizin

Jena, Universititsklinikum Jena, Neonatologie/Intensivmedizin

Kassel, Kinderklinik Kassel

Kiel, Klinik fiir Allgemeine Pidiatrie, UKSH Campus Kiel

Koln, Klinik und Poliklinik fiir Allgemeine Kinderheilkunde

Kéln, Kliniken der Stadt K6ln, Kinderkrankenhaus - Neonatologie

Leipzig, Universitétsklinik fiir Kinder und Jugendliche

Leverkusen, Klinik fiir Kinder und Jugendliche, Klinikum Leverkusen

Liibeck, Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin Liibeck, UKSH, Campus Liibeck
Magdeburg, Universititskinderklinik, Perinatalzentrum Magdeburg

Mannheim, Klinikum Mannheim, Kinderklinik

Monchengladbach, Stidtische Kliniken GmbH

Miinster, Universitatsklinikum Miinster, Kinderklinik der Westfalischen Wilhelms-Universitét
Miinster, St. Franziskus-Hospital, Neonatologie und Kinderintensivmedizin
Neuburg/ Donau, Kliniken St. Elisabeth, Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin
Niirnberg, Klinikum Niirnberg Siid, IMC Neonatologie

Regensburg, Kinderklinik St. Hedwig

Rostock, Klinikum Siidstadt, Abteilung fiir Neonatologie

Saarbriicken, Klinik fiir Kinder und Jugendmedizin

Schwerin, HELIOS Kliniken Schwerin GmbH, Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin
Siegen, DRK-Kinderklinik Siegen, Neonatologie

Stuttgart, Klinik fiir Kinder- u. Jugendmedizin, Olgahospital

Trier, Klinikum Mutterhaus der Borroméerinnen, Kinder- und Jugendmedizin
Tiibingen, Universitdtsklinik fiir Kinder- und Jugendmedizin, Abtlg. Neonatologie

Wuppertal, Helios Klinikum Wuppertal, Neonatologie und Pidiatrische Intensivmedizin
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7.2  Einverstindniserklirung der Eltern

Ldbeck
Klinik 1

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 schriftiche Patienteninformation zur oben genannten Studie erhalten, gelesen und
verstanden. Ich wurde ausfiihrlich — mindlich und schriftlich — Gber 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 darliber aufgeklart und einverstanden, dass die klinischen Verlaufsdaten meines Kindes und
meine Anschrift an die Studienzentrale (Kinderklinik der Universitét Liibeck) 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 dartiber informiert, dass die entnommenen Proben ausschlieRlich in anonymisierter Form zur
Erforschung von Einflussfaktoren fir Erkrankungen des Friihgeborenen und Frithgeburtlichkeit 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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7.3  Supplement Tabelle

Tabelle S 1 kurzfristige Komplikationen, andere maternale Herkunft

Genotypen
Gesamt p
CC CT/TT
NEC 2,7% (52/1933)  2,9% (34/1188)  2,8% (86/3121) 0,776
FIP 2,2% (43/1933)  1,8% (21/1187)  2,1% (64/3120) 0,384
4,2%
PDA 4,7% (91/1933)  3,4% (40/1189) 0,069
(131/3122)
ROP 2,9% (55/1928)  2,9% (34/1190)  2,9% (89/3118) 0,994
15,6% 18,1% 16,6%
Hirnblutung 0,073
(302/1933) (215/1189) (517/3122)
PVL 2,6% (51/1930)  3,5% (41/1183)  3,0% (92/3113) 0,188
Sepsis mit Erregernachweis 12,8% 14,2% 13,3% P
(early- oder late-onset) (246/1921) (168/1186) (414/3107) ’
12,3% 13,1% 12,6%
BPD (Sauerstoff mit SSW 36+0) 0,558
(232/1882) (150/1149) (382/3031)
3,7%
Tod (stationér) 3.2% (61/1935)  4,5% (54/1191) 0,046
(115/3126)
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