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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Morbiditat und Mortalitat Friihgeborener

Die Anzahl uberlebender sehr leichter (Very Low Birth Weight (VLBW), <1500 g)
und extrem leichter (Extremely Low Birth Weigth (ELBW), <1000 g)
Frihgeborener (Geburt <36 +6 Schwangerschaftswochen (SSW)) ist in den
vergangenen Jahren aufgrund von stetigen Fortschritten in ihrer medizinischen
Versorgung immer weiter gestiegen (Stoll et al., 2015; Jacob et al., 2017).
Nichtsdestotrotz steht die Fruhgeburtlichkeit in entwickelten Landern als Ursache
fur Sauglingssterblichkeit weiterhin an erster Stelle (Helenius et al., 2017).
Frihgeborene Kinder sind einem hohen Risiko ausgesetzt, sowohl akute als auch
chronische Erkrankungen zu entwickeln. So ist circa 2/3 der perinatalen Morbiditat
auf Fruhgeburtlichkeit zurickzufuhren, was unter anderem durch die zum Teil
extreme Unreife der Organe zu erklaren ist (Herting, 2010). Morbiditat und
Mortalitat sind dabei primar vom Gestationsalter und Geburtsgewicht abhangig
(Buhrer, 2016). Nahezu alle Organsysteme konnen von akuten als auch
chronischen Problemen betroffen sein. Klassische neonatologische Erkrankungen
betreffen das respiratorische System (Atemnotsyndrom, Lungenblutung,
bronchopulmonale Dysplasie), das Herz-Kreislauf-System (persistierender Ductus
arteriosus botalli, Hypotonie, persistierende pulmonale Hypertonie), den
Gastrointestinaltrakt (fokale intestinale Perforation, nekrotisierende Enterokolitis,
Kurzdarmsyndrom), das zentrale Nervensystem (intra- und periventrikulare
Blutungen, periventrikulare Leukomalazie, Cerebralparese) sowie die Sinnes-
organe Ohr (Taubheit) und Auge (Fruhgeborenenretinopathie, Strabismus). Des
Weiteren sind Fruhgeborene aufgrund einer schwacheren Immunitat haufiger von
septischen Krankheitsbildern (Early-Onset-Sepsis (EOS), Late-Onset-Sepsis
(LOS)) mit zum Teil seltenen Erregern (z. B. Pilze) betroffen (Herting, 2010;
Blhrer, 2016). Immer mehr Langzeitstudien demonstrieren, dass VLBW
Frahgeborene aufgrund physischer, psychischer  sowie kognitiver
Einschrankungen auch bis in das Erwachsenenalter hinein Schwierigkeiten haben,
die jeweiligen Entwicklungsaufgaben (z. B. finanzielle Unabhangigkeit, Aufbau

fester Beziehungen aullerhalb von Familie) zu bewaltigen (Wolke und Jaekel,
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2016). Ein reduzierter Gesamtintelligenzquotient um durchschnittlich bis zu einer
Standardabweichung, sowohl im Kindes- als auch jungen Erwachsenenalter,
sowie das hohere Risiko eine Angststorung, autistisches Verhalten oder auch
Aufmerksamkeits- und/oder Zwangsstorungen zu entwickeln, sind einige der in der
Literatur beschriebenen Probleme (Wolke und Jaekel, 2016; Buhrer, 2016). VLBW
Frihgeborene der GNN-Kohorte verstarben im Jahr 2010 am haufigsten an
inflammatorischen  (Sepsis und  nekrotisierende  Enterokolitis)  sowie
respiratorischen Erkrankungen (Stichtenoth et al., 2012). Diese Beobachtungen
werden von der Aussage Buhrers unterstitzt, der die nekrotisierende Enterokolitis,
das Atemnotsyndrom und die bronchopulmonale Dysplasie als haufigste
mortalitatsassoziierte Faktoren bei einer Geburt vor der 28. Schwanger-
schaftswoche benennt (Buhrer, 2016).

1.2 Eisenmangel und Eisentherapie bei Friihgeborenen

Ein zentraler Punkt in der Behandlung Frihgeborener ist die Sicherstellung einer
ausreichenden enteralen Ernahrung, die durch die Zusammensetzung der Makro-
und Mikronahrstoffe ein postnatales Gedeihen erzielt, das der fetalen
Gewichtsentwicklung entspricht sowie die weitere funktionelle Entwicklung des
Kindes optimal ermdglicht (Agostoni et al., 2010). In Zeiten eines gesteigerten
Wachstums und vermehrter Zelldifferenzierung ist der Bedarf an dem
Spurenelement Eisen besonders erhoht, da es essentiell fur viele biochemische
Prozesse ist (Lonnerdal et al., 2015). Fruhgeborene haben aufgrund
verschiedener Faktoren ein erhohtes Risiko einen Eisenmangel zu entwickeln.
Zudem manifestiert sich der Mangel in der Regel zu einem friiheren Zeitpunkt als
bei reifgeborenen Kindern. Dabei gilt, je kleiner die Gestationswoche und je
leichter das Kind bei Geburt, desto hoher ist die Gefahr eines Eisenmangels (Rao
und Georgieff, 2009). Dies lasst sich damit erklaren, dass die fetalen
Eisenspeicher mit jeder vollendeten Gestationswoche steigen (Collard, 2009). Der
grofdte Anteil wird dabei wahrend des dritten Trimenons gespeichert (Beard et al.,
2007). Dementsprechend sind, als Ausdruck reduzierter Korpereisenspeicher bei
Fruhgeborenen im Vergleich zu reifgeborenen Kindern, niedrigere Ferritin-

konzentrationen im Nabelschnurblut zu messen (Haga, 1980). Postnatal sind



1. Einleitung

VLBW Fruhgeborene eher von einer zugigen Reduktion der Eisenspeicher
betroffen, da neben der physiologischen Umstellung von fetalem Hamoglobin auf
die adulte Form, eine deutlich gesteigerte Erythropoese vorliegt aufgrund
rezidivierender Blutentnahmen im Rahmen der laborchemischen Diagnostik, einer
reduzierten Lebensdauer der Erythrozyten sowie der rapiden Expansion des
Blutvolumens und des Gesamthamoglobins bedingt durch das Aufholwachstum
(Rao und Georgieff, 2009; Collard, 2009; Taylor und Kennedy, 2013).
Aufgebrauchte Eisenspeicher demaskieren sich bei Reifgeborenen mit
unzureichender Eisenaufnahme normalerweise erst in einem Alter von sechs bis
neun Lebensmonaten in Form einer Eisenmangelanamie (Taylor und Kennedy,
2013). In einer Studie von Franz et al. konnte die Diagnose eines Eisenmangels
bei VLBW Fruhgeborenen mit einem Geburtsgewicht unter 1301 g oft bereits

innerhalb der ersten zwei Lebensmonate gestellt werden (Franz et al., 2000).

Eine negative Eisenhomoostase pradisponiert die Friuhgeborenen sowohl fur kurz-
als auch langfristige Beeintrachtigungen ihrer Entwicklung, die auch nach
Ausgleich eines Eisenmangels persistieren kdnnen (Rao und Georgieff, 2007). So
ist das Risiko fur die Entstehung einer Eisenmangelanamie bei Frihgeborenen
unter 1500 g Geburtsgewicht erhoht (Taylor und Kennedy, 2013). Die verminderte
Sauerstoffbindungskapazitat, in Kombination mit den fur Frihgeborene typischen
Problemen des Herz-Kreislauf-Systems, erhdht die Gefahr einer Gewebehypoxie.
Extrem sensibel reagiert das fetale/neonatale Gehirn auf ein insuffizientes
Sauerstoffangebot, da der Bedarf aufgrund einer hohen Rate metabolischer
Prozesse wahrend des Wachstumsprozesses sehr hoch ist. Circa 60 % des
gesamten Oz-Verbrauches im Korper entfallen auf das Gehirn (Lonnerdal et al.,
2015). Es gibt klare Evidenzen flr ein schlechteres neurologisches Outcome unter
Eisemangelanamie und isoliertem Eisenmangel (Collard, 2009). In der Literatur
sind schlechtere Langzeitergebnisse fur das auditive Sprachverstandnis,
Feinmotorik sowie Selbstregulation im Zusammenhang mit niedrigeren
Ferritinspiegeln im Nabelschnurblut beschrieben (Lozoff und Georgieff, 2006).
Zudem zeigten Frihgeborene mit Eisenmangelanamie unreife Reflexe in der
korrigierten  37. Schwangerschaftswoche, im Sinne eines reduzierten
neurobehavioralen Status (Armony-Sivan et al., 2004). Neben dem zentralen

Nervensystem scheinen weitere Organsysteme von einem Eisenmangel direkt
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betroffen zu sein, noch bevor sich eine Eisenmangelanamie entwickelt. So werden
veranderte  Spiegel der  Schilddrisenhormone, gestérte  Zellteilung,
Immundefizienz und eine insuffiziente Regulation der Koérpertemperatur bei VLBW
Fruhgeborenen mit einem Eisenmangel in Verbindung gebracht (Aggett, 2000;
Dewey et al., 2002; Rao und Georgieff, 2009). Patel et al. werten eine schwere
Anamie als einen beachtenswerten Risikofaktor fir die Entstehung einer
nekrotisierenden Enterokolitis bei Fruihgeborenen mit einem Geburtsgewicht unter
1500g (Patel et al.,, 2016). Eine zeitige und zuverlassige Diagnose des
Eisenmangels ist aufgrund der relativ leichten Korrektur dieses Zustandes von
besonderer Relevanz, um mdgliche negative Einflisse auf die Entwicklung zu
vermeiden (Beard et al., 2007). Die Entwicklung definierter Grenzwerte flr
Biomarker, die den Eisenmangel und die Anamie sensitiv bei Fruhgeborenen
beschreiben, ist jedoch schwierig. Bei der Festlegung und Interpretation der
Blutwerte mussen viele physiologische Veranderungen bedacht werden, die
Einfluss nehmen kénnen. Dazu zahlen zum Beispiel die Gestationswoche bei
Geburt, Wachstumsprozesse, der Gesundheitszustand des Kindes sowie
medikamentose Behandlungen (Rao und Georgieff, 2009). Der Nachweis
fehlender Eisenspeicher im Knochenmark und in der Leber ware der maligebende
Standard zur Diagnose eines Eisenmangels. Aufgrund der hohen Risiken sowie
Kosten dieser Prozedur wird das Auftreten einer hypochromen mikrozytaren
Anamie in Verbindung mit niedrigen Werten flUr das Serumferritin sowie die
Transferrinsattigung ebenfalls fir die Diagnose eines Eisenmangels akzeptiert
(Franz et al., 2000).

Ein spannender Therapieansatz zur Prophylaxe des Eisenmangels und der
Eisenmangelanamie ist die zeitlich verzogerte Abnabelung des Kindes nach der
Geburt. Andersson et al. konnten zeigen, dass ein verzdgertes Klippen der
Nabelschnur (=3 Minuten) im Vergleich zu einem verfrihten Klippen (<10
Sekunden) sowohl das Risiko einer neonatalen Anamie reduziert als auch den
Eisenstatus im Alter von 4 Lebensmonaten verbessert und damit das Auftreten
eines Eisenmangels reduziert (Andersson et al., 2011). Des Weiteren ist die
Transfusion von Erythrozytenkonzentraten zur Behandlung einer Frihgeborenen-
anamie ein gangiges Prozedere. Wahrend des stationaren Aufenthaltes erhalten
> 50 % der VLBW Fruhgeborenen mindestens eine Erythrozytentransfusion (Patel

et al.,, 2016). Entsprechend aktuellster Studienergebnisse wird jedoch ein
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zurtuckhaltender Einsatz von Erythrozytenkonzentraten bei Frihgeborenen
empfohlen, da eine restriktive Transfusionsgrenze nicht mit einem schlechteren
Outcome der Kinder assoziiert ist und so das transfusionsassoziierte Risiko
reduziert werden kann (Franz et al., ETTNO-Studie, mundliche Korrespondenz).
Letzteres ist insbesondere von Bedeutung, da Kinder unter 12 Monaten deutlich
haufiger von einer transfusionsassoziierten Komplikation betroffen sind als
Erwachsene (Stainsby et al., 2008). Fruhgeborene profitieren zudem von der
Ernahrung mit Muttermilch. Die Bioverfugbarkeit von Eisen aus Muttermilch ist
hdéher, als aus speziell flir Frihgeborene entwickelter Formelnahrung. Dies basiert
zum Teil auf dem hohen natlrlichen Vorkommen von Laktoferrin in der
Muttermilch (Lonnerdal et al., 2015). Laktoferrin ist ein Protein, welches eine hohe
Bindungsaffinitat zu Eisen aufweist und die enterale Aufnahme von Eisen in die
Mukosa erleichtert sowie steigert. Durch die feste Bindung an Laktoferrin verliert
der Korper zudem weniger Eisen an potenziell pathogene Mikroorganismen im
Darm, deren Wachstum und Differenzierung ebenfalls eisenabhangig ist
(Lonnerdal, 2016). International existieren diverse Therapieempfehlungen
padiatrischer Gesellschaften flr die Eisentherapie bei Frihgeborenen, ein global
akzeptiertes Behandlungsprotokoll gibt es jedoch nicht (Rao und Georgieff, 2009).
Das Komitee fur Ernahrung der European Society for Paediatric,
Gastroenterology, Hepatology, and Nutrition hat 2010 im Rahmen einer Richtlinie
zur enteralen Ernahrung fir stabil wachsende Frihgeborene mit einem
Korpergewicht bis 1800 g Empfehlungen zur Eisensubstitution veroffentlicht. Fur
Sauglinge mit einem Gewicht unter 1000 g sowie mit besonderen Komorbiditaten
(z. B. BPD, Herzfehler, Kurzdarm) wurden keine spezifischen Empfehlungen
ausgesprochen. Agostoni et al. empfehlen einen Beginn der oralen Eisentherapie
mit zwei bis sechs Lebenswochen. Zu einer Dosierung von 2-3 mg/kg/d
beziehungsweise 1,8-2,7 mg/100 kcal/d wird geraten. Kofaktoren wie zum Beispiel
rezidivierende Bluttransfusionen, eine medikamentdose Behandlung mit
Erythropoetin oder groRere Blutverluste sollten bei der Wahl der Dosierung mit
einbezogen werden (Agostoni et al., 2010). Aufgrund des gesteigerten Bedarfs an
Eisen wird fur den Zeitraum einer Erythropoetintherapie eine Gabe von
6 mg/kgkG/d empfohlen (Haiden und Pollak, 2010). Die Fortsetzung der
Eisensupplementation ist, je nach Ernahrung des Kindes, bis zum 6.-12.
Lebensmonat empfohlen (Agostoni et al., 2010). Bei VLBW Fruhgeborenen

12
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empfiehlt es sich die hdhere Dosierung zu wahlen, da unter einer Eisentherapie
mit lediglich 2 mg/kg/d bis zum 6. Lebensmonat bei bis zu 75 % der Kinder zum
Zeitpunkt 12.-15. Lebensmonat ein Eisenmangel diagnostiziert wurde. Franz
empfiehlt aufgrund dessen eine Eisensupplementierung von mindestens 4 mg/kg/d
fur Kinder mit einem Geburtsgewicht unter 1500g (Franz, 2010). Die orale
Eisentherapie wird der parenteralen Gabe vorgezogen, da stetige intravendse
Zugange Uber lange Zeitraume ein hoheres Nebenwirkungsprofil haben und unter
parenteraler Gabe laborchemisch gesteigerte Biomarker fur oxidativen Stress
nachgewiesen werden konnten (Franz, 2010; Haiden und Pollack, 2010). Die sehr
schwankende enterale Resorption (8-40 %) bei Frihgeborenen muss jedoch bei
der Bewertung der Therapieeffekte mit bedacht werden (Aggett, 2000). In der
Regel werden Eisen-ll-sulfate aufgrund einer gunstigeren enteralen Resorption
substituiert (Rao und Georgieff, 2009; Franz, 2010). Ist eine Erndhrung mit
angereicherter Muttermilch nicht mdoglich, wird die Verwendung einer
Formelnahrung mit einem Eisenanteil von mindestens 12 mg/L empfohlen (Franz,
2010).

1.3 Eisenhomoostase

Nahezu jeder lebende Organismus hat einen essentiellen Bedarf flr das
Spurenelement Eisen. In ungebundener Form sind die zwei Oxidationsstufen Fe?*
und Fe3* von biologischer Relevanz (Geissler und Singh, 2011). Die hohe Redox-
Aktivitat von anorganischem Eisen ermoglicht grundlegende biochemische
Prozesse des Zellstoffwechsels sowie des Gesamtorganismus (Sangkhae und
Nemeth, 2017). Eisenhaltige prosthetische Gruppen und Proteine sind unter
anderem erforderlich fur Sauerstofftransport und -speicherung (Hamoglobin,
Myoglobin, Transferrin, Ferritin), Energiemetabolismus (Cytochrom c¢, NADH-
Dehydrogenase), Informationsvermittlung  (Ribunucleotidreduktase) sowie
mikrobielle Abwehr (Myeloperoxidase, NADPH-Oxidase) (Ganz und Nemeth,
2015). Die Gesamteisenkonzentration betragt 35-55 mg Fe/kg Kdrpergewicht bei
gesunden Mannern und Frauen (Sangkhae und Nemeth, 2017). Bei reifen
Neugeborenen sind es, bezogen auf das Korpergewicht ca. 75 mg/kg (Rao und
Georgiff, 2007). Der grofdte Anteil befindet sich gebunden an Hamoglobin in den
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ausgereiften Erythrozyten und erythrozytaren Vorstufen (2-3g). Beinahe der
gesamte Rest ist in Form von Ferritin in den Hepatozyten und retikulo-
endothelialen Makrophagen (v. a. Milz, Knochenmark, Leber) gespeichert. Kleine
Eisenmengen sind jedoch in jeder Zelle nachzuweisen. Diese dienen dem
zelleigenen Stoffwechsel. Taglich gehen unkontrolliert ca. 1-2mg Eisen, primar
durch die Desquamation von Darmzellen, verloren. Der Verlust wird Uber die
Aufnahme von Eisen aus der Nahrung wieder ausgeglichen. Gebunden an sein
Transportprotein Transferrin, wird anorganisches Eisen (Fe3*) nach enteraler
Aufnahme Uber das Plasma im Korper verteilt und von den Zielzellen tUber den
Transferrinrezeptor 1 aufgenommen (Ganz, 2013). Das plasmatische Eisen-
aufkommen betragt lediglich 2-4 mg. Dieser extrazellular befindliche Anteil wird
jedoch stets innerhalb weniger Stunden ausgetauscht, da bei adaquater
Erythropoese 2 x 10" Eisenatome in der Sekunde fiir die Hamsynthese gebraucht
werden (Muckenthaler et al., 2017). Dies entspricht einer Eisenmenge von ca. 20-
25mg in 24 Stunden. Primar die Makrophagen des retikuloendothelialen Systems
liefern dafur das Eisen, welches sie durch Phagozytose und Abbau gealterter oder
beschadigter Erythrozyten recyceln und im Anschluss an das Plasma abgeben
(Knutson et al., 2005). Wird die Bindungskapazitat von Transferrin durch eine zu
hohe Konzentration an elementarem Eisen Uberschritten, entstehen
Eisenverbindungen mit niedermolekularen Substraten. Dieses Non-Transferrin-
Bound Iron (NTBI) begunstigt, durch die hohe Redox-Aktivitat des Eisens, die
Bildung freier Sauerstoffradikale. Massive Zellschadigungen sowie multiple
Endorganschaden wie Zirrhose, Kardiomyopathie sowie endokrine Dysfunktionen
konnen die Folge sein (Hershko, 2010).

Das Fehlen eines physiologischen Weges der aktiven Exkretion von Eisen aus
dem Korper macht eine umso strenger kontrollierte Aufnahme aus dem Darm
beziehungsweise Freisetzung aus Speicherorten unabdingbar (Fleming und
Ponka, 2012). Der menschliche Organismus hat daher diffizile Regulations-
mechanismen entwickelt, um jenen balancierten Eisenstoffwechsel zu erreichen,
der zum einen die essentiellen Funktionen ermdglicht, zum anderen jedoch
Toxizitat verhindert. Mal3igebend beteiligen sich 5 Zelltypen am Eisenstoffwechsel.
Pranatal erfolgt die Eisenaufnahme des Fetus Uber Syncytiotrophoblasten der

Plazenta (Ganz, 2013). Postnatal wird diese Aufgabe von den duodenalen
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Enterozyten Ubernommen. Makrophagen des retikuloendothelialen Systems (v. a.
der roten Milzpulpa, Leber und Knochenmark) speichern und recyceln. Die
Hepatozyten sind ebenfalls grolde Eisenspeicher, nehmen jedoch zusatzlich durch
die Bildung von Hepcidin eine zentrale Rolle in der Regulation des Eisen-
haushaltes ein. Die grof3ten Eisenkonsumenten stellen erythrozytare Vorstufen dar
(Fleming und Ponka, 2012). Die Nahrung enthalt Eisen vorrangig in Form von
Ham, Ferritin und anorganischem Eisen(lll)-oxid. Letzteres gebunden in
Komplexen mit anderen Makromolekilen (Ganz, 2013). Das saure Milieu des
Magens sowie ein enzymatischer Abbau ermdglichen die Freisetzung des
anorganischen Eisens aus seinen Verbindungen. Nach Reduktion von Fe3* zu
Fe?* durch eine im Blrstensaum befindliche Ferrireduktase (z. B. duodenales
Cytochrom b) kann das Eisen Uber den Divalent Metal Transpoter 1 (DMT-1),
lokalisiert an der apikalen Membran der Enterozyten, aufgenommen werden
(Shawki et al., 2012). Im Anschluss wird das Eisen je nach systemischem und
zellularem Eisenstatus in Ferritin gespeichert, fur zelleigene biochemische
Prozesse verwendet oder von der apikalen Membran, durch die Zelle zur
basolateralen Membran transportiert und Uber Abgabe in das Plasma dem
Organismus zur Verfigung gestellt (Wang und Babitt, 2019). In welcher Form das
hoch Redox-aktive Fe?* innerhalb der Zelle transportiert wird ist Gegenstand
aktueller Forschungen. Ebenso sind die Mechanismen der transmembranen

Aufnahme und Abgabe flir Hadm und Ferritin noch nicht in Ganze verstanden.

Ferritin, ein spharisches heteropolymeres Protein, ist in 24 Untereinheiten
strukturiert, welche entweder aus leichten (light, L) oder schweren Ketten (heavy,
H) bestehen. Es ist in der Lage grof3e Mengen an Eisen intrazellular zu speichern.
Eine Bindung und Speicherung von anorganischem Eisen ist erst nach Oxidation
zu Fe3" durch die Ferrooxidase-Aktivitat der H-Ketten moglich (Fleming und
Ponka, 2012; Ganz, 2013). Der einzig bekannte Eisenexporter, der den Transfer
von freiem Eisen von intrazellular in das plasmatische Kompartiment ermdglicht,
ist Ferroportin (Fpn) (McKie et al., 2000; Donovan et al., 2000; Abboud und Haile,
2000). In groBer Dichte kann der Exporter bei duodenalen Enterozyten, Makro-
phagen, Hepatozyten, erythrozytaren Vorstufen und Syncytiotrophoblasten der
Plazenta nachgewiesen werden (Ganz, 2013). Gebunden wird das Eisenatom in

der Hohlung des Transporters. Konformationsanderungen im Protein fuhren zu
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zwei verschiedenen Zustanden. Eine nach innen gewandte Offnung zur Aufnahme
des elementaren Eisens aus dem Zytoplasma und gegensatzlich dazu eine nach
auen gerichtete Offnung zur Abgabe in das Plasma (Wang und Babitt, 2019). Der
aktive Transport Uber Fpn und die Bindung an Transferrin ist jedoch nur in der
Oxidationsstufe Fe3* mdoglich. Katalysiert durch die kupferhaltigen Ferroxidasen
Ceruloplasmin, Hephaestin (Cherukuri et al., 2005) und Zyklopen (Vashchenko
und MacGillivray, 2013) wird das zuvor im Zytoplasma lokalisierte Fe?* zu Fe3*
oxidiert.

Doudenaler Enterozyt —— Hepcidin —— Makrophage des retikuloendothelialen Systems
(Aufnahme und Speicherung) (Speicherung und Recycling)

1-2mg FR
@ adulter Erythrozyt

Eisen gebunden an Transferrin

Hepatozyt

(Speicherung von Eisen und Bildung von Hepcidin)
(

Erythrozytére Vorstufe
Eisenaufnahme zur Bildung von Ham)

Abbildung 1: Eisenstoffwechsel (nach: Fleming und Ponka, 2012)

Da eine balancierte Gesamtkorpereisenkonzentration nur durch eine Kontrolle auf
der Stufe der enteralen Absorption sowie der Freisetzung durch Makrophagen und
Hepatozyten erreicht werden kann, stellt Fpn eine zentrale Stellschraube der
Eisenregulation dar. Die Konzentration von Fpn auf eisenexportierenden Zellen
verhalt sich proportional zu der, in den Blutkreislauf eintretenden Eisenmenge
(Sangkhae und Nemeth, 2017). Regulierungen erfolgen sowohl auf zellularer
Ebene als auch systemisch. In der Literatur beschriebene Signale, die auf
zellularer Ebene wirken, sind Hypoxie und Eisenmangel. Sich anschlie3ende
Prozesse beeinflussen unter anderem die Fpn-Synthese auf der Stufe der
Transkription sowie posttranskriptional. Der Hypoxia-Inducible Factor 2alpha (HIF-
2a) wirkt als direkter Aktivator der Transkription von Fpn. Bestehen ausgeglichene

Sauerstoff- und Eisenverhaltnisse wird der Transkriptionsfakor zlgig durch die
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Prolylhydroxylase an einem Prolinrest hydroxiliert und im Proteasom abgebaut.
Dieser Mechanismus ist jedoch abhangig von Eisen und O2. Sobald diese
Kofaktoren in Mangelsituationen fehlen, wird die Degradierung von HIF-2a
verlangsamt. HIF-2a wandert in den Kern und bindet aktivierend an ein HIF-
Responsives Element (HRE) in der Promotorregion von Fpn (Ward und Kaplan,
2012). Posttranskriptional reguliert das Iron Regulatory Protein/lron-Responsive
Element-System (IRP/IRE) und beeinflusst dabei mehrere Teilnehmer des
Eisenstoffwechsels. Auslosendes Signal ist ein Eisenmangel. Das IRE bezeichnet
ein cis-Element, lokalisiert in einem nicht-codierendem Bereich am 5° oder 3'-
Ende der Ziel-messangerRNA (mRNA). Die Bindung von IRP1 oder IRP2 an
einem IRE im Bereich des 5-Ende wirkt hemmend auf die Translation der
jeweiligen mRNA, wahrend eine Bindung am 3‘-Ende zu einer Aktivierung fuhrt.
Ein 5-IRE findet sich unter anderem bei der mRNA der H- und L-Ketten von
Ferritin sowie bei Ferroprotin. Folglich wird in Situationen eines Eisenmangels
sowohl die Speicherung als auch der Export von anorganischem Eisen gehemmit.
Hingegen wird die mRNA vom Transferrinrezeptor 1 und DMT-1, durch die

Interaktion eines IRP mit dessen 3’-IRE stabilisiert (Hentze et al., 2010).

Der wohl wichtigste regulierende Prozess der Eisenhomoostase findet auf
systemischer Ebene statt und wird durch ein in den Hepatozyten produziertes
Protein vermittelt. Hepcidin, das zentrale ,Hormon“ des Eisenstoffwechsels, gehort
zu der Familie der Defensine. Seine Schllsselfunktion ist die negative Regulierung
im Eisenstoffwechsel. Die Primarstruktur weist 25 Aminosauren auf, ausge-
schieden wird das Protein tber die Niere (Park et al., 2001). Uber die Bindung
seines NH2-Terminus an die Fpn-Bindungsstelle leitet Hepcidin die Internalisierung
und den sich anschlielienden Abbau von Fpn ein. Auf diesem Wege wird der
Transfer von Eisen in das Plasma reduziert, das Spurenelement verbleibt in den
Zellen (Nemeth et al., 2004). Durch die reduzierte Eisenabgabe aus Makrophagen
und Hepatozyten, trotz des Fortbestehens der Erythropoese sowie Verlusten tUber
die Fazes in Folge der Abschilferung duodenaler Enterozyten, fuhrt die Sekretion
von Hepcidin zu schnell messbaren Veranderungen der Eisenkonzentration im
Plasma. Neuere Daten zeigen, dass die Hemmung der Fpn-Aktivitat durch
Hepcidinbindung auch rein Uber eine Blockierung der Transportfunktion erfolgen

kann, unabhangig eines Abbaus (Aschemeyer et al., 2018). Sowohl die
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unkontrollierte Freisetzung als auch der Hepcidinmangel resultieren in drastischen
Dysbalancen der Eisenkonzentration und kénnen zu schweren Erkrankungen des
betroffenen Organismus fuhren. In diesem Zusammenhang sind Unterformen der
hereditaren Hamochromatose zu nennen, die entweder durch einen Mangel oder
durch eine Dysfunktion des Proteins zu einer systemischen Eisenluberladung
fuhren. Eine Uberschie®ende Produktion von Hepcidin ist hingegen mit schweren
Eisenmangelanamien assoziiert.

Die Expression von HAMP (Hepcidingen) wird auf der Ebene der Transkription
durch stimulierende und hemmende Signalkaskaden kontrolliert. Inflammation,
Veranderungen des Eisenstatus intrazellular und im Plasma sowie eine
gesteigerte Erythropoese sind Signale, die mal3geblich die Hepcidintranskription
beeinflussen (Fleming und Ponka, 2012). Die HAMP-Expression wird stimuliert
durch Inflammation und hohe intrazellulare und plasmatische Eisenkonzen-
trationen. Ersteres vermittelt Uber die Interleukin-6/Januskinase-Signal Transducer
and Activator of Transcription-Kaskade (IL-6/JAK-STAT) eine transkriptionale
Anderung, letzteres agiert via dem Bone Morphogenetic Protein /SMAD-Signalweg
(BMP/SMAD) (Sangkhae und Nemeth, 2017). Sowohl eine erhdhte plasmatische,
als auch intrazelluldre Eisenkonzentration wird von der Leber erkannt. Die
Endstrecke beider Signale ist nach aktuellem Stand die BMP/SMAD-Kaskade,
aber die auslésenden Liganden, Rezeptortypen und weitere Kofaktoren
unterscheiden sich zum Teil. Steigt das Eisenangebot Uber Transferrin sowie das
Vorkommen von NTBI im Plasma, so erhoht sich folglich auch die zellulare
Eisenaufnahme. Hepatische Endothelzellen (ECs) nehmen bei der Wahrnehmung
dieser Veranderung eine wichtige Rolle ein. Nach Registrierung einer erhohten
Eisenmenge steigt die Produktion des Bone Morphogenetic Protein 6 (BMP6) in
den ECs. BMP6 ist ein Ligand, der gebunden an Hamojuvelin (HJV) die
Kompetenz erlangt, die Bildung eines Komplexes aus dem in der hepatozytaren
Membran lokalisierten BMP-Rezeptor Typ 1 und Typ 2 sowie Neogenin zu
ermoglichen (Wang und Babitt, 2019). Dieser Signalkomplex aktiviert Uber
Phosphorylierung SMAD 1/5/8, welche wiederum einen heterotrimeren Komplex
mit SMAD4 bilden und in den Nukleus translozieren, um dort die Transkription des
Zielgens HAMP anzuregen (Dorpholz et al., 2016). Hepatozyten konnen auch auf
direktem Wege eine erhohte plasmatische Eisenkonzentration wahrnehmen und

die Hepcidinexpression uber die BMP-SMAD Achse stimulieren (Wang und Babitt,
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2019). Die Bindung eines 2Fe-Transferrin an den Transferrinrezeptor 1 (TfR1) der
Hepatozyten verdrangt das humane hamochromatose Protein HFE aus seiner
Bindung an TfR1. Das Histokompatibilitatskomplex Klasse 1-like Protein wurde
initial entdeckt im Rahmen der Forschungen zur klassischen Form der hereditaren
Hamochromatose (Sanghkae und Nemeth, 2017). HFE interagiert mit dem
Transferrinrezeptor 2 (TfR2), der ebenfalls transmembrands lokalisiert ist. Beide
Proteine stimulieren die Bildung von Hepcidin vermittelt tber SMAD (Wang und
Babitt, 2019). Sinkt hingegen der plasmatische und zellulare Eisenstatus und es
entwickelt sich ein Mangel, ist dies ein Signal fur eine verstarkte Aktivitat der
hepatischen Matriptase-2 (Transmembrandse Serinprotease 6, TMPRSS6) und
Furin. Beide wirken negativ regulierend auf die BMP-SMAD Signalkaskade, indem
sie Hemojuvelin inaktivieren. Es kommt zu einer Unterdrickung der HAMP-
Expression (Sanghkae und Nemeth, 2017). Folglich schliet sich an einen
niedrigen Eisenstatus, wie beschrieben, eine hemmend wirkende Signalkaskade

an, die den Organismus vor einer unkontrollierten Hepcidinproduktion schutzt.

Inflammation flhrt nachweislich zu einer erniedrigten Eisenkonzentration im
Plasma und kann bei chronischer Aktivitat eine Eisenmangelanamie hervorrufen.
Das reduzierte Angebot ist Teil der immunologischen Antwort des Wirtes auf
eingedrungene pathogene Mikroorganismen, die ebenso auf Eisen als
Nahrungsquelle angewiesen sind. Durch die Freisetzung von IL-6 und die sich
anschlieBende Bindung an den IL-6-Rezeptor wird, mithilfe der Januskinase 2, der
nachgelagerte Transkriptionsfaktor STAT3 phosphoryliert. STAT3 wandert in den
Kern und bindet an seine Zielstruktur in der HAMP-Promotorregion. Das Ergebnis
ist eine gesteigerte Hepcidinproduktion (Sanghkae und Nemeth, 2017). In
Situationen mit gesteigerter Erythropoese (Hypoxie, Anamie, Blutung) besteht ein
erhdhter Eisenbedarf und das Wirken von Hepcidin ist herabgesetzt. Gehemmt
wird die Hepcidinsynthese unter anderem durch den Botenstoff Erythroferrone
(ERFE) der, stimuliert durch Erythropoetin, aus Erythroblasten sezerniert wird
(Wang und Babitt, 2019). Weitere Kandidatenmolekdle, die im Verdacht stehen im
Rahmen von gesteigerter oder ineffektiver Erythropoese Hepcidinbildung zu
unterdrucken, sind der Growth Differentiation Factor 15 (GDF-15) und das Twisted
Gastrulation Protein homolog 1 (TWSG1) (Fleming und Ponka, 2012). Wie genau

diese Faktoren wirken und Uber welche Signalkaskaden die Informationen
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vermittelt werden, ist Gegenstand aktueller Studien. Ebenso wird der
suppressorische Einfluss von Sexual- sowie Wachstumshormonen auf die HAMP-

Expression erforscht (Goodnough et al., 2012; Guo et al., 2013).

1.4 Eisenhomoostase und Genetik - die hereditare Himochromatose

Durch umfangreiche genomweite Assoziationsstudien (GWAS) konnte eine
Vielzahl von Genen identifiziert werden, die Einfluss auf den humanen
Eisenstoffwechsel nehmen. Mutationen in entsprechenden Genen kénnen sowohl
zu einem Uberschuss an Eisen als auch zu einem Eisenmangel fihren. In beiden
Fallen sind die negativen Auswirkungen auf den Gesundheitszustand eines
Menschen gut beschrieben. Die hereditare Hamochromatose (HH) ist eine primare
Eisenspeicherkrankheit. Im menschlichen Organismus sind funf flir die Eisen-
homoostase relevante Gene identifiziert, die bei mutationsbedingtem Funktions-
verlust mit der hereditaren Hamochromatose assoziiert sind. Dazu zahlen
genetische Varianten im HFE-, Hamojuvelin-, HAMP-, Transferrinrezeptor 2- und
Ferroportin-Gen (Brissot und Loréal, 2016). Geht die Aktivitat eines oder mehrerer
Gene verloren, bedingen die sich anschlieBenden Effekte Hepcidinmangel,
Hepcidinresistenz oder Funktionsverlust seitens Ferroportin, eine Storung der
Hepcidin-Ferroportin-Achse. Die Pathogenese der hereditaren Hamochromatose
umfasst demnach eine Dysregulation des Eisenstoffwechsels, welche
hochpathologische Eisenkonzentrationen im Plasma und Gewebe hervorrufen
kann (Wallace und Subramaniam, 2016).

Der HFE-assoziierte Subtyp ist die ,klassische® Form der hereditaren
Hamochromatose (Typ 1, OMIM 235200) und weist einen autosomal-rezessiven
Erbgang auf. Bei Homozygotie resultiert ein defektes HFE-Protein und es entfallt
die Fahigkeit, auf erhohte Eisenplasmakonzentrationen mit einer gesteigerten
Hepcidinproduktion zu reagieren, da die Aktivierung der BMP/SMAD-
Signalkaskade nicht stattfindet (Bardou-Jacquet et al., 2014). Trotz eines
fehlenden Bedarfs kommt es in der Folge zu einem massiven Transfer von Eisen
aus den duodenalen Enterozyten sowie aus den Makrophagen des
retikuloendothelialen Systems in das Plasma, da die erniedrigte Hepcidin-

konzentration eine fehlende Downregulation des Eisenexporters Ferroportin zur
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Folge hat. Wird eine Transferrinsattigung von 45 % Uberschritten entstehen NTBI,
die Uber oxidativen Stress Zellschaden verursachen. Ein anhaltend pathologischer
Eisenuberschuss kann so zu Organschaden fuhren. Vor allem betroffen sind die
Leber (erhohte Transaminasen, Hepatomegalie, Zirrhose, hepatozellulares
Karzinom), Pankreas (Diabetes), Herz (Myopathien, Herzrhythmusstérungen) und
Haut (Hyperpigmentierung) (Brissot et al., 2018). Patienten mit einer HFE-
assoziierten Hamochromatose entwickeln erste Symptome in der Regel zwischen
der 4. und 5. Lebensdekade. Die Bandbreite der Befunde umfasst einfache
biochemische Pathologien (veranderte Blutwerte) bis hin zu schweren
lebenslimitierenden siderosebedingten Organschaden.

Die genetischen Varianten im HJV-Gen (Typ 2A, OMIM 602390), HAMP-Gen (Typ
2B, OMIM 613313) und TfR2-Gen (Typ 3, OMIM 604250) weisen ebenfalls einen
autosomal-rezessiven Erbgang auf. Ebenso wie bei der HFE-assoziierten
Hamochromatose verursacht eine Mutation im HJV-Gen oder im HAMP-Gen bei
homozygotem Auftreten eine Reduktion oder sogar Ausbleiben der
Hepcidinproduktion. Zwar sind diese Formen der HH sehr selten, der
Schweregrad im Vergleich zu der HFE-assoziierten Hamochromatose jedoch
deutlich schwerer. Patienten manifestieren in der Regel bereits mit 20-30 Jahren
und weisen gravierendere Organbeteiligungen mit hoheren Komplikationsraten auf
(Bardou-Jacquet et al., 2014). Diese Formen werden unter dem Begriff der
juvenilen Hamochromatose zusammengefasst.

Ebenso kann die hereditare Hdmochromatose durch eine Mutation im TfR2-Gen
bedingt sein. Bei Manifestation prasentiert sich der Phanotyp in der Regel
intermediar zwischen dem der HFE-Hamochromatose und den Formen der
juvenilen Hamochromatose (Brissot et al., 2018).

Unter die Definition der hereditaren Hamochromatose Typ 4 fallen zwei
verschiedene Phanotypen. Beide Mutationen des Ferroportin-Gens (SLC40A1,
OMIM 606069) werden autosomal-dominant vererbt. Der Typ 4B flhrt durch eine
veranderte Bindungsstelle zu einer Hepcidinresistenz seitens Ferroportin, wahrend
bei dem Typ 4A der transmembrandse Eisentransport Uber Ferroportin durch eine
loss-of-function-mutation vollstandig fehlt. Zuletzt genannter Typus wird auch als
Ferroportin-Krankheit bezeichnet (Brissot und Loréal, 2016). Der Phanotyp, der
genetischen Variante 4B ahnelt dem der hereditaren Hamochromatose

Typ 1 und 3. Da sich bei einer Mutation vom Typ 4A jedoch ein abweichender
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Phanotyp entwickelt, wird die Zuordnung dieser Variante zum Kreis der
hereditaren Hamochromatose von einigen Fachleuten als kritisch bewertet (Brissot
et al., 2018). Durch den fehlenden Transport Uber Ferroportin verbleibt das Eisen
bei dem Typ 4A grofltenteils intrazellular und kann vor allem in hohen Konzen-
trationen in den Makrophagen des retikuloendothelialen Systems (Milz) und in
etwas geringerer Konzentration in der Leber (Kupffer-Zellen) nachgewiesen
werden. Biochemisch finden sich zwar deutlich erhdhte Ferritinwerte, am ehesten
aufgrund der Makrophagen als primare Quelle, jedoch liegt die Transferrin-
sattigung eher im Normbereich oder ist teilweise sogar erniedrigt. Der Phanotyp
der Ferroportin-Erkrankung fallt aufgrund der vorherrschend in den Makrophagen
lokalisierten pathologischen Eisenkonzentration eher milde aus (Brissot und
Loréal, 2016).

Tabelle 1: Ubersicht (iber die Typen der hereditaren Hamochromatose

HFE Juvenile HH TfR2 Ferroportin
assoziierte HH assoziierte HH  assoziierte HH
OMIM- Typ 1 Typ 2, Typ 2, Typ 3 Typ 4
Klassifikation Subtyp A Subtyp B
Betroffenes HFE, 6p21.3 HJV, 1921 HAMP, TR, 7922 SLC40A1, 2932
Gen, chrom. 19913.1
Lokus
Name des Gens HFE Hemojuvelin Hepcidin Transferrin Ferroportin
receptor 2
Erbgang Autosomal- Autosomal-rezessiv Autosomal- Autosomal-
rezessiv rezessiv dominant
Risiko eines variabel hoch hoch variabel niedrig
Organschadens
Alter bei 40-50 Lj. 20-30Lj. 40-50 Lj. 40-50 Lj.
Manifestation

HH, hereditdre Hamochromatose
Quellen: nach Pietrangelo, 2004, OMIM Datenbank (Online Mendelian Inheritance in Man)

In der Uberwiegenden Zahl der manifesten Hamochromatose-Falle Iasst sich der
C282Y-Polymorphismus (rs1800562) im HFE-Gen nachweisen. Die Pravalenz
varilert stark innerhalb ethnischer Populationen. Bei Patienten mit
nordeuropaischer Abstammung findet sich bei ungefahr 80 % die homozygote

Variante C282Y (Pietrangelo, 2010). Insgesamt betrachtet wird die homozygote
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Allelfrequenz flur C282Y bei Individuen kaukasischer Abstammung in der Literatur
relativ stabil mit ca. 0,4 % angegeben (Brissot et al., 2018; Barton und Edwards,
2018). Im Gegensatz dazu erreichte die Subpopulation Asien nur eine geschatzte
Pravalenz von 0,000039 % in der HEIRS-Studie (Adams et al., 2005). Der H63D-
Polymorphismus (rs1799852) ist ebenfalls als eine mdgliche Variante flr das HFE-
Gen beschrieben. Zwar weist die Mutation eine hdhere Pravalenz mit einer
kombinierten Allelfrequenz von ungefahr 14 % in der allgemeinen europaischen
Bevolkerung auf, jedoch scheint die Penetranz deutlich schwacher (Gochee et al.,
2002; Barton et al., 2015).

Der C282Y-Polymorphismus ist 10mal haufiger als die gangige Mutation fur
cystische Fibrose. Dass trotzdem nur eine kleine Gruppe von Individuen mit
C282Y Homozygotie tatsachlich klinisch manifest erkrankt, liegt an der geringen
Penetranz der Mutation (Pietrangelo, 2010). Es bedarf weiterer Faktoren, die die
Expression eines auffalligen Phanotyps provozieren (Wallace und Subramaniam,
2016). Einflussnehnmende Faktoren aus dem Bereich Genetik und Umwelt sind in

der Literatur umfangreich beschrieben (Fleming und Ponka, 2012).

1.5 Eisen und Bakterien

Ebenso wie Vertebraten bendtigen fast alle fakultativ oder obligat pathogenen
Mikroorganismen Eisen, welches als essentielle Komponente diverser basaler
Stoffwechselprozesse Differenzierung und Wachstum ermoglicht (Ganz und
Nemeth, 2015). Neben der Menge an exogen verfugbarem Eisen, hat das
Geschick der Mikroorganismen, Eisen aus ihrer Umgebung aufzunehmen, direkt
Einfluss auf die Virulenz der Erreger (Drakesmith und Prentice, 2012). Sowohl Wirt
als auch Pathogen haben folglich unter dem Selektionsdruck in der Evolution
individuelle Strategien entwickelt, den Eisenstoffwechsel dem eigenen Vorteil
entsprechend regulieren zu kénnen, um das Uberleben zu sichern (Armitage und
Drakesmith, 2014). Ziel humaner Abwehrmechanismen ist es, die Verfugbarkeit
von Eisen systemisch als auch intrazellular zu senken, um den Mikroorganismen
die exogene Nahrungsquelle zu entziehen und damit die Pathogenitat zu senken
(Ganz und Nemeth, 2015). Hingegen haben humanpathogene Organismen den

Vorgang der Aufnahme sowie die, am Eisenstoffwechsel beteiligten Proteine
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immer weiter spezifiziert (Armitage und Drakesmith, 2014). Entwickelt sich bei
einem Menschen iatrogen oder genetisch bedingt ein Uberangebot an Eisen, so
kann der begleitende Anstieg der NTBI-Konzentration das Wachstum fakultativ
oder obligat pathogener Organismen begunstigen und damit die Morbiditat und
Mortalitat des Wirts extrem negativ beeinflussen (Drakesmith und Prentice, 2012).
Es zeigt sich, dass Patienten die an einer hereditaren Hamochromatose leiden,
pradisponiert sind, fur seltene Infektion mit siderophilen gram-negativen Bakterien
(z. B. Vibrio species, Yersinia enterocolitica und Yersinia pestis) (Ganz und
Nemeth, 2015). Malaria, Tuberkulose aber auch HIV-1 sind weitere Erkrankungen,
deren Pathogenitat unter anderem vom Eisenstatus des Wirts abhangt.
(Drakesmith und Prentice, 2012). Multiple Transfusionen von Erythrozytenkonzen-
traten, aber auch eine orale Supplementation konnen iatrogene Grunde fur
unphysiologische Eisenkonzentrationen im Plasma, Darm sowie in weiteren
Organen sein (Drakesmith und Prentice, 2012; Ganz und Nemeth, 2015).
Clusterrandomisierte Studien an Kindern aus Landern in Entwicklung konnten
unter taglicher oraler Eisensubstitution ein verstarktes Auftreten von teils blutigen
Diarrhoen sowie eine hohere Rate der Hospitalisierung aufzeigen (Soofi et al.,
2013; Zlotkin et al., 2013). Ursache fur die erhohte enterale Morbiditat scheint eine
Dysbalance im Mikrobiom des Darms zu sein, die sich aufgrund des begunstigten
Wachstums pathogener siderophiler Bakterien unter oraler Eisentherapie
entwickelt (Jaeggi et al., 2015). Lactobacillen und Bifidusbakterien reprasentieren
hingegen zwei Bakterienspezies, die die Integritat des Darms schutzen (Paganini
et al., 2017). Unter oraler Eisensupplementation scheint sich das Verhaltnis
schiutzender Bakterien zu Gunsten eines pathogeneren Profils zu verschieben und

damit intestinale Inflammation zu begunstigen (Jaeggi et al., 2015).

1.6 Nekrotisierende Enterokolitis

Die nekrotisierende Enterokolitis (NEC) ist eine schwerwiegende potentiell
lebensbedrohliche Erkrankung, die primar in der Gruppe der VLBW
Frahgeborenen auftritt (Segerer, 2010). Die Anzahl betroffener Friuhgeborener mit
einem Geburtsgewicht zwischen 500 g und 1500 g betragt circa 7 %. Die Mortalitat

liegt bei geschatzten 20-30 %, wobei vor allem die Kinder betroffen sind, die einer
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operativen Versorgung bedurfen (Neu und Walker, 2011). Eine plotzliche
Nahrungsunvertraglichkeit, blutige Diarrhoen sowie ein aufgetriebenes blaulich
verfarbtes Abdomen konnen gastrointestinale Zeichen einer NEC sein. Vermehrte
kardiorespiratorische Instabilitat, Lethargie und Temperaturinstabilitdt sind
Ausdruck der moglichen schweren systemischen Beteiligung (Schnabl et al.,
2008). Neben einer genetischen Disposition, intestinaler Unreife, unzureichender
Durchblutung sowie einer unkontrollierten Immunantwort ergibt sich durch kirzlich
erfolgte Studien immer starker der Hinweis darauf, dass ein Ungleichgewicht im
enteralen Mikrobiom, im Sinne eines gesteigerten Vorkommens pathogener
Darmkeime, als wesentlicher Risikofaktor flr die Entstehung einer NEC nicht
unterschatzt werden darf (Neu und Walker, 2011; Warner et al., 2016). Der
schiutzende Einfluss von Muttermilch und Probiotika beziehungsweise die negative
Auswirkung einer Antibiotikatherapie werden unter Berlcksichtigung der

NEC/Darmmikrobiom-Interaktion ebenfalls deutlicher (Warner et al., 2016).

1.7 Fragestellung

Mutationen im HFE- und TMPRSS6-Gen sind assoziiert mit veranderten
Eisenparametern (Galesloot et al., 2013). Ein erhdhtes Eisenangebot im Darm
kann das Wachstum pathogener Mikroorganismen begunstigen und so das
enterale Mikrobiom nachteilig beeinflussen sowie entzindliche Veranderungen
provozieren (Deschemin et al.,, 2016). Die vorliegende Arbeit untersucht die
Hypothese, dass VLBW Fruhgeborene mit genetischen Varianten, die zu hoheren
Serumeisenspiegeln fuhren, seltener eine operationspflichtige nekrotisierende
Enterokolitis entwickeln. Darlber hinaus wurde untersucht, ob bei Frihgeborenen
mit genetischer Pradisposition zu hohen Serumeisenspiegeln weitere kurz- und

langfristige Outcome Parameter verandert sind.
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2. Material und Methoden

2.1 Deutsches Friihgeborenen-Netzwerk (German Neonatal Network, GNN)

Das am 1. Januar 2009 gegrindete Deutsche Frihgeborenen-Netzwerk ist eine
multizentrisch angelegte, prospektive Kohortenstudie und in ihrem Format die
erste langfristige sowie kontrollierte Datenerhebung im Bereich der Neonatologie
in Deutschland. Eine Vorlauferstudie des GNN fand in den Jahren zwischen 2003
und 2008 statt. Der Studiensitz befindet sich am Universitatsklinikum Luabeck. Im
Interesse des Fruhgeborenen-Netzwerks ist es die Auswirkungen sozialer und
genetischer Einflussfaktoren, zentrumsspezifischer Behandlungsstrategien sowie
die Effekte neuer Therapien auf die kurz- und langfristige Entwicklung von
Frahgeborenen mit einem Geburtsgewicht unter 1500 g zu untersuchen. Sowohl
die systematische Erhebung klinischer Verlaufs- und Outcomedaten der
eingeschlossenen Kinder als auch die Erstellung einer DNS-Datenbank mit
standardisiert entnommenen Proben der Frihgeborenen und ihrer leiblichen
Matter bilden die Grundlage fur die Erforschung potentieller Risikofaktoren. Ziel
der Studie ist eine nachhaltige Verbesserung der Betreuung und Versorgung von

Frahgeborenen unter 1500 g.

2.1.1 Einschlusskriterien

Bis zum 31.12.2016 wurden alle Neugeborenen mit <36 +6 Schwangerschafts-
wochen und einem Gewicht von <1500 g bei Geburt eingeschlossen. Ab dem
01.01.2017 galt eine Schwangerschaftswoche von <28 +6 oder ein Geburts-
gewicht unter 1000g als Kriterium flr den Studieneinschluss. Eine erneute
Anderung der Einschlusskriterien fand zum 01.01.2020 statt. Aktuell werden nur
noch Frihgeborene mit einem Gestationsalter von <26 +6 Schwangerschafts-
wochen eingeschlossen. Die Verlegung eines Kindes aus einer anderen Kinder-
klinik in eine teilnehmende Kilinik gilt seit 2009 als Ausschlusskriterium. Erfillt ein

Kind die Kriterien fir einen Einschluss wird den Eltern ein Aufklarungs- und
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Einverstandnisbogen uberreicht. Zudem erfolgt ein Aufklarungsgesprach durch

eine(n) arztliche(n) Mitarbeiter/-in.

2.1.2 Zeitliche und klinische Endpunkte

Nach schriftlicher Einwilligung fur die Studienteiinahme werden alle
Frahgeborenen Uber einen Zeitraum von insgesamt 5 Jahren bezlglich ihrer
korperlichen und neurologischen Entwicklung nachbeobachtet. Innerhalb dieser 5
Jahre gibt es zwei zeitliche Endpunkte fir die klinische Datenerhebung. Der erste
Endpunkt umfasst den stationaren Aufenthalt unmittelbar nach der Geburt. Mit
Entlassung des Kindes sind bereits zentrale Outcomeparameter (z. B. Tod, Sepsis
mit positiver Blutkultur, Hirnblutung, Operation aufgrund von Komplikationen) in
Form von standardisierten Erhebungsbdgen (CaseReportForms, CRFs) erfasst
(Anhang 7.1). Im Rahmen des postnatalen Klinikaufenthaltes werden zudem die
erforderlichen Bioproben zur DNS-Isolierung gewonnen. Dies beinhaltet 4
Mundschleimhautabstriche (jeweils 2 von Mutter und Kind) sowie ein kurzes Stlick
der Nabelschnur (konserviert bei -20 °C). Die gesamte Probenverarbeitung findet
in den Laboren der Studienzentrale statt. Im Weiteren werden, in einem Abstand
von jeweils 12 Monaten, Uber 5 Jahre Fragebogen an die Familien nach Hause
versendet. Der letzte Fragebogen mit 48-60 Monaten bildet den zweiten zeitlichen
Endpunkt, der bei einem Teil der eingeschlossenen Kinder mit einer Nach-
untersuchung kombiniert ist. Es erfolgt eine zufallige telefonische Einladung der
Familien, die Teilnahme an der 5-Jahres Follow up Untersuchung ist freiwillig. Ein
Team der Studienzentrale (1 Arzt/Arztin, 2 Studienassistenten/-innen, 1
Doktorand/-in) fihrt diese Nachuntersuchung in den jeweiligen Geburtskliniken der
Kinder durch, um lange Anfahrtswege flr die Familien zu vermeiden. In der
Untersuchung werden folgende klinische Endpunkte durch genormte
Messinstrumente erhoben: Korperlange, Korpergewicht, Kopfumfang, Vitalwerte
(Blutdruck, Puls, Atemfrequenz), Fein- und Grobmotorik, Visus, Stereosehen,
Horvermogen, Intelligenz (Wechsler Preschool and Primary Scale of Intelligence,
WPPSI-III) und die Lungenfunktion. Zudem werden in einem arztlichen Interview
das gelbe Heft, der Impfausweil® und aktuelle Medikamentenlisten erfragt und

anonymisiert kopiert. Um eine Vergleichbarkeit der erhobenen Daten zu
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gewahrleisten, werden samtliche eingesetzten Materialen durch das Lubecker
Team mitgebracht. Alle im GNN verwendeten Messinstrumente und Fragebdgen
sind standardisiert und an grof3en Kontrollgruppen gesunder Kinder gepruft. Die
aktuell als Endpunkte definierten klinischen Werte werden genauso in
internationalen Studien verwendet und durch die deutsche Fachgesellschaft fur

die Nachuntersuchung von Friihgeborenen empfohlen.

2.1.3 Messinstrumente und Softwareprogramme im 5-Jahres Follow up

In Tabelle 2 sind sowohl die Messinstrumente als auch die Softwareprogramme
aufgelistet, die im Rahmen des 5-Jahres Follow up verwendet werden.

Tabelle 2: Messinstrumente und Softwareprogramme im 5-Jahres Follow up

Variable Messinstrument, Firma Softwareprogramm

Korpergewicht ADE MAK Waage T7336,
MeWa GmbH, Schwerin

KorpergrolRe Harpenden Portable Stadiometer 603
VR, Holtain Limited, Crymych,
England
Kopfumfang Plastik-Messband, Teilungslange 0-
2000mm, DKSH Holding AG, Ziirich,
Schweiz
Audiogramm Titan™ Version 3.1, Interacoustics OtoAccess™ Version 1.2.1,
A/S, Middelfart, Danemark Interacoustics A/S, Middelfart,
Danemark
Titan Suite, Version 3.1.0.24,
Interacoustics A/S, Middelfart,
Danemark
Lungenfunktion Easy on-PC Spirometrie System, ndd Easy on PC, Version 2.2.0.14, ndd

Medizintechnik AG, Zlrich, Schweiz Medizintechnik AG, Zlrich, Schweiz

TrueFlow Easy on-PC Sensor, ndd
Medizintechnik AG, Zlrich, Schweiz

Vitalparameter Vital Signs Monitor VS-900, Mindray,
Shanghai International, Holding Corp.
GmbH, Hamburg
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Fein- und Grobmotorik Movement Assessment Battery For
Children-2 (M- ABC-2), Pearson PLC,
London, England

Intelligenzquotient Wechsler Preschool and Primary WPSSI I-IlIl Auswertungsprogramm,
Scale of Intelligence Il (WPPSI III), Version 1.0.2, Pearson Assessment &
Version 2.0.3, Pearson PLC, London, Information GmbH, Frankfurt/Main
England

Sehtest LEA SYMBOLS® Single Symbol Book,
Good Lite®, QNET B.V., Amstenrade,
Niederlande

Tiefensehen Lang Stereotest I®, Lang Stereotest
AG, Kisnacht, Schweiz

2.1.4 Datenbanken, Datenschutz und Monitoring

Samtliche im GNN erhobenen Daten werden in den folgenden Datenbanken

gespeichert:

- Excel Version 14.3.4, Microsoft, Seattle, USA
- MS-Office Access 2013, Microsoft, Seattle, USA
-  SPSS Version 22.0, IBM, Minchen

Um eine adaquate Verarbeitung der eingehenden Daten und deren Schutz zu
gewahrleisten, andererseits jedoch die Datensatze der eingeschlossenen
Fruhgeborenen uber mindestens 5 Jahre im System vervollstandigen zu konnen,
arbeitet das GNN mit 2 Datenbanken. Die erste Datenbank enthalt die
personenbezogenen Daten (Geburtsdatum, Name, Anschrift, etc.), wahrend in der
zweiten Datenbank die dazugehorigen klinischen Daten gespeichert sind. Die
Verknupfung der beiden Datenbanken findet lediglich Uber eine Identifikations-
nummer statt, sodass auf diesem Weg eine Pseudonymisierung der klinischen
Daten erreicht wird. Die Eingabe der Daten (CRFs und Fragebdgen) erfolgt, nach
Eingang in die Studienzentrale, doppelt kontrolliert. Auch die gesammelten Proben
werden mit der entsprechenden Nummer des Kindes versehen und auf diesem
Wege der Pseudonymisierung zugefuhrt. Das Fruhgeborenen-Netzwerk richtet

sich mit seiner Art der Datenerhebung nach den Empfehlungen der ,Good Clinical
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Practice®, um die Durchfihrung prospektiver klinischer Studien zu ermdglichen. In
einem Abstand von 12 Monaten werden die in den Zentren erhobenen Daten vor
Ort durch eine(n) Studienarzt/-arztin oder eine(n) Studienassistenten/-in in einem
Monitoring gepruft. Ziel der Besuche ist die Qualitatssicherung der erhobenen

Daten.

2.2 Studienpopulation und Definition der untersuchten Variablen

Zum Zeitpunkt der Datenerhebung und Datenauswertung dieser Arbeit waren 49
neonatologische Zentren aus der Bundesrepublik Deutschland Teil des Deutschen
Frahgeborenen-Netzwerks. Die verwendeten klinischen Daten und Bioproben
entstammen der GNN-Population aus den Einschlussjahren 2003 bis 2014
einschlieBlich. Als Einschlusskriterien galten in diesem Zeitraum ein Gestations-
alter von < 36 + 6 Schwangerschaftswochen und ein Geburtsgewicht von <1500 g.
Die in dieser Arbeit untersuchten Variablen sind in der folgenden Tabelle definiert.

Tabelle 3: Untersuchte Variablen und ihre Definition

Variable Definition

Small for Gestational Age (SGA) Geburtsgewicht unter der 10. Perzentile nach Voigt et al.
(Voigt et al., 2012)

Erythropoetin Jegliche prophylaktische Therapie mit Erythropoetin zur
Vermeidung einer Frilhgeborenenanamie

Eisen Jegliche Eisentherapie wahrend des postnatalen
Stationsaufenthaltes.

Bluttransfusion Jegliche Bluttransfusion wahrend des stationaren
Aufenthaltes

Probiotika Orale Substitution von Lactobacillus
acidophilus/Bifidobacterium infantis-Probiotika (optional
anzugebende Variable auf den CRFs bis 2012, im
Anschluss regelhaft abgefragtes Iltem)

Sepsis Klinische Sepsis mit positiver Blutkultur
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Nekrotisierende Enterokolotis (NEC) Klinische NEC mit dem Bedarfe einer Laparotomie mit/
ohne Entfernung von nekrotischem Darm und der
makroskopischen Diagnose einer NEC durch den
Operateur.

Fokale intestinale Perforation (FIP) FIP mit dem Bedarf einer Laparotomie und der
makroskopischen Bestatigung einer isolierten FIP

Intraventrikulare Hamorrhagie (IVH) Jeglicher Grad der IVH entsprechend der Einteilung nach
Papile et al. (Papile et al., 1978)

Retinopathia prematurorum (ROP) ROP mit dem Bedarf einer operativen Versorgung oder
Medikamentengabe in den Glaskorper

Tod Tod wahrend des stationaren Aufenthaltes postnatal.

2.3 DNS-Isolierung

FUr die lIsolierung der Desoxyribonukleinsaure (DNS) wurden je zwei Mund-
schleimhautabstriche von Mutter und Kind entnommen sowie ein Stlck der
Nabelschnur. Vorteil der DNS-Isolierung aus den Mundschleimhautabstrichen war
die kurzere Verarbeitungszeit, sodass aufgrund steigender Einschlussraten primar
dieses Verfahren gewahlt wurde (seit 2012). Die zusatzliche Abnahme von
Nabelschnur diente als Ausweichmaglichkeit, falls die Menge an gewonnener DNS
aus den Mundschleimhautabstrichen nicht ausreichte.

Die DNS-Isolierung sowohl aus den Mundschleimhautabstrichen als auch aus der
Nabelschnur erfolgte mithilfe von Probenverarbeitungsverfahren der Firma
QIAGEN® (Hilden, Deutschland). Das QlAamp® 96 DNA Kit diente zur Isolation
der DNS aus den Mundschleimhautabstrichen. Das Verfahren beruht auf einer
selektiven Bindung der DNS an eine Silica-Gel Membran. Zur Freisetzung der
DNS erfolgte zunachst eine Inkubation der Probe mit einer Protease, um die
Proteindenaturierung zu erreichen. Da der DNS-Gehalt der Mundschleimhaut-
proben erfahrungsgemal eher gering war, wurde der Ansatz zur Stabilisierung der
DNS zusatzlich mit einer phosphatgepufferten Salzlésung sowie einem AL-Puffer
versetzt. Im Anschluss an die Inkubationszeit erreichte die Zugabe von absolutem
Enthanol zum Probenansatz die Ausfallung der gewonnenen DNS. Die Reinigung
der DNS erfolgte mithilfe von zwei aufeinanderfolgenden Waschschritten

(Waschpuffer 1 und 2) kombiniert mit einer Zentrifugation. Der anfallende
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Uberstand konnte verworfen werden. Am Ende des Verfahrens verblieb die
isolierte DNS am Boden der Deep-Well-Platte. In einem letzten Schritt wurde die

DNS mit dem AE-Puffer fur die weitere Verarbeitung konserviert.

Das Verfahren zur lIsolation der DNS aus Nabelschnur bendtigte 3 Tage.
Verwendet wurde das Gentra® Puregene® Kit von QIAGEN®, da es sich fiir DNS-
Proben mit hohem Molekulargewicht eignet. Die Isolierung erfolgt in diesem Fall
uber eine DNS-Prazipitation mittels Aussalzen. Zur Proteindenaturierung wurde
die Nabelschnurprobe in Cell Lysis Solution, Proteinase K sowie Protein
Precipitation Solution inkubiert. Nach der Inkubation wurde dem Ansatz zur
Entfernung der Ribonukleinsdure RNase A Solution hinzugefligt. Nach Abschluss
dieser Schritte konnte das am Boden des Rdhrchens befindliche Protein-Pellet,
nach Ubertragung des DNS-Uberstandes in ein neues Roéhrchen, verworfen
werden. Durch die Zugabe von Isopropanol 100 % in die DNS-haltige Losung
wurde die Ldslichkeit Uberschritten und die DNS prazipitierte. Es folgten mehrere
Waschungen mit Ethanol sowie eine Trocknung der DNS. Zuletzt wurde die DNS
mit der DNA Hydration Solution gelost und so konserviert. Bis zur weiteren
Verarbeitung wurden die DNS-Proben in 96er-Well-Platten bei -80 °C aufbewahrt.
Bei jeder DNS-Isolation verblieben zuvor markierte Wells ohne DNS-Probe, um in
der Polymerase Chain Reaction (PCR) in Form von Leerwerten als Kontrolle zu

dienen.
Samtliche Arbeitsschritte zur Isolation der DNS aus Mundschleimhautabstrichen

und Nabelschnur sind den Protokollen in den Anhangen 7.2 und 7.3 zu

entnehmen.
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2.4 SNP-Auswahl

Polymorphismen der Gene HFE und TMPRSS6 haben einen starken Effekt auf
das Serumeisen bei Erwachsenen europaischer Herkunft (Benyamin et al., 2009).
FUr die Durchfihrung unserer 2-Stichproben Mendelschen Randomisierungs-
Studie verwendeten wir zwei Polymorphismen des Hamochromatose-Gens
(HFE/rs1800562 und HFE/rs1799945) sowie einen Polymorphismus des
Transmembranprotease Serin 6-Gens (TMPRSS6/rs855791). Alle drei Polymor-
phismen sind mit der Expositionsvariable Serumeisen mit einem Signifikanzniveau
von p =<5x 108 assoziiert und fiihren zu einem Anstieg des Eisens im Serum bei
Erwachsenen. Samtliche Daten zur Effektstarke der einzelnen SNPs entnahmen
wir der Arbeit von Pichler et al. (Pichler et al., 2013). Die hier zugrundeliegende
genomweite Assoziationsstudie (GWAS) umfasst 21.567 Individuen europaischer
Herkunft.

Die Polymorphismen rs1800562 und rs1799945 des HFE-Gens liegen auf dem
Chromosom 6 und kodieren das HFE-Protein. Jede Kopie des A-Allels von
HFE/rs1800562 erhdoht den Serumeisenspiegel um 0,37 Standardabweichung
(95 % Konfidenzintervall 0,33-0,41, p=3,96x10"7) und fir jede Kopie des G-
Allels von HFE/rs1799945 um 0,19 Standardabweichung (95 % Konfidenzintervall
0,17-0,21, p=1,65x104?). Rs855791 befindet sich auf dem Chromosom 22 im
TMPRSS6-Gen und kodiert die Transmembranprotease Serin 6. Jede Kopie des
G-Allels von TMPRSS6/rs855791 erhoht den Serumeisenspiegel bei
Erwachsenen um 0,19 Standardabweichung (95 % Konfidenzintervall 0,17-0,21,
p=4,31x107"). Die kombinierte F-Statistik der drei genetischen Instrumente liegt,
entsprechend der Berechnungen von Pichler et al., bei 987 (Pichler et al., 2013).

In Tabelle 4 sind Details zu den gewahlten Polymorphismen sowie der SNP-Eisen
Assoziation inklusive Effektstarke, 95 % Konfidenzintervall und p-Wert aufgelistet.
Die Informationen entstammen der Arbeit von Pichler et al. sowie der dbSNP-
Datenbank. Die Allelfrequenz der einzelnen SNPs wurde anhand unserer Daten

berechnet.
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Tabelle 4: Details zu den Polymorphismen sowie die jeweilige SNP-Eisen-Assoziation

SNP rs1800562 rs1799945 rs855791
Chromosom 6 6 22

Gen HFE HFE TMPRSS6
Effektallel/ A/G G/C G/A
Wildtyp

Allelfrequenz 0,03 0,13 0,50
Effektgrofie 0,37 (0,33-0,41) 0,19 (0,17-0,21) 0,19 (0,17-0,21)

Beta (95 %-KI)

p-Wert 3,96 x1077

1,65x 1042

4,31x1077

Quellen: Pichler et al., 2013; dbSNP

2.5 Genotypisierungsanalyse

Zur Genotypisierung der isolierten DNS im Hinblick auf die eisensteigernden SNPs
wurde eine fluoreszenzbasierte Polymerase Chain Reaction (PCR) mit
anschlieBender allelischer Diskriminierung vorgenommen. Vor Beginn der PCR-
Amplifikation wurden die DNS-Proben von vier 96er-Well-DNS-Platten (Sarstedt,
Nirnbrecht) mithilfe einer Achtkanalpipette (Eppendorf® Xplorer) in eine 384er-
Well-DNS-Platte (Sarstedt) ubertragen. Dabei war die Vorlage von 1 pl isolierter
DNS aus Nabelschnur ausreichend, wahrend 2 ul vorgelegt wurden, wenn es sich
um die geringer konzentrierte DNS aus Mundschleimhautabstrichen handelte. In
jedem der 384 Wells befand sich folglich die isolierte DNS von genau einem Fruh-
geborenen. Im Weiteren wurde zu jeder DNS-Probe 5pul PCR-Ansatz mit der
Eppendorf® Multipette Stream mit Combitips advanced pipettiert. Der PCR-Ansatz
enthielt alle relevanten Komponenten fur das sich anschlieende Thermocycling.
Dies umfasste zum einen Ampuwa® (Fresenius Cabi, Bad Homburg) und den
TagMan® Genotyping Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA). Zum
anderen beinhaltete der PCR-Ansatz die fluorogenen Sonden (Applied
Biosystems, Life Technologies), die an das jeweilige gesuchte Allel (SNP oder
Wildtyp) hybridisierten. Nach Zugabe des PCR-Ansatzes enthielt das Well neben
1 ul oder 2 yl DNS, 2,425 ul Ampuwa®, 2,525 ul TagMan® Genotyping Master Mix
und 0,05 ul der fluorogenen Sonden. Das Probenvolumen umfasste demnach 6 pl
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in den Wells mit Nabelschnur-DNS und 7 pl, wenn die isolierte DNS aus dem
Mundschleimhautabstrich stammte. Nach dem luftdichten Verschluss der 384er-
Well-DNS-Platte mit Sealing Tape (Sarstedt) und Zentrifugation (Rotanta 46 RSC,
Hettich Zentrifugen) wurde die PCR gestartet (Cycler: Veriti 384 Well Thermal
Cycler, Applied Biosystems; Peltier Thermal Cycler-200, MJ Research; TagMan®
7900HT, Applied Biosystems). Grundlegend fur die Bestimmung des Genotyps der
Probe war die Verwendung von je einer speziellen Sonde pro gesuchtes Allel. Die
Sonde bildete die entsprechende Komplementarsequenz zum Allel. Jede Sonde
war mit einem Reporter-Farbstoff markiert, der in einer individuellen Wellenlange
fluoreszierte. Auf diesem Wege konnte bestimmt werden, ob es sich bei der
untersuchten Probe um einen homozygoten Genotyp fur das Allel 1 (z. B.
gesuchter SNP), einen homozygoten Genotyp fur das Allel 2 (z. B. Wildtyp) oder
um einen heterozygoten Genotyp handelte. Der Reporter-Farbstoff befand sich
stets am 5°-Ende jeder Sonde. Es wurden FAM™ (6-Carboxyfluorescein) und
VIC® (Patent von Applied Biosystems) als Reporter-Farbstoffe verwendet. Am
3’-Ende der Sonde war ein nicht-fluoreszierender Quencher (NFQ) lokalisiert.
Band nun die Sonde an ihre spezifische Zielsequenz zwischen dem Forward- und
Reverse-Primer, so wurde sie durch eine Tag-DNS-Polymerase gespalten. In der
Folge dissoziierte der Reporter-Farbstoff von der Sonde unter Verstarkung seines
Fluoreszenzsignals. Fand die Sonde ihre Zielstruktur jedoch nicht und blieb intakt,
so wurde die abgestrahlte Fluoreszenz des Reporters durch die Nahe zum
Quencher aufgrund des Fluoreszenzresonanzenergietransfers (FRET; Forster-
Resonanz) gemindert und das Signal konnte nicht gemessen werden (StepOne™
Real-Time PCR System, 2010 Applied Biosystems; Abbildung siehe Anhang 7.4).
Ein PCR-Zyklus durchlauft die Phase der Denaturierung, des Annealings und der
Elongation. Zuvor beschriebener Mechanismus fand in der Phase des Annealings
(Phase 2) und der Elongation (Phase 3) statt. Um durch eine ausreichende
Amplikonanzahl der gesuchten Allele eine signifikante Fluoreszenzintensitat zu
erreichen, wurden bei den Nabelschnur-DNS-Proben insgesamt 40 PCR-Zyklen

durchgefuhrt und bei den DNS-Proben aus den Mundschleimhautanstrichen 45.

Nach Abschluss der PCR erfolgte die allelische Diskriminierung basierend auf der
Messung des Wellenlangenprofils einer jeden Probe. Sowohl der homozygote

Wildtyp als auch ein, fur die untersuchten SNPs homozygoter Merkmalstrager
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zeigte entsprechend des oben geschilderten Verfahrens nur einen Ausschlag bei
dem Wellenlangenbereich des Farbstoffes VIC® oder FAM™. Ein heterozygoter
Genotyp wies hingegen Ausschlage bei zwei Wellenlangenbereichen auf. Fir die
Messung wurde die Sequence Detecting System-Software (Applied Biosystems)
im TagMan® verwendet. Die Daten wurden in einem Koordinatensystem
entsprechend ihrer Allelzugehorigkeit in Gruppen dargestellt. Zudem konnte der
Graphik die quantitative Allelhaufigkeit entnommen werden. Einzelne Proben, die
von der Software keinem eindeutigen Wellenlangenbereich zugeordnet wurden,
erhielten die Kennzeichnung ,X“. Hier war zum Teil eine manuelle Zuordnung
moglich, wenn die Probe aufgrund ihres Abstands klar einer Allelwolke zugeordnet
werden konnte (Abbildung siehe Anhang 7.5).

Zuvor markierte Wells ohne DNS-Probe dienten als Negativkontrolle (NTC; No
Template Control), um die Qualitdt der Messungen zu kontrollieren. Aufgrund
fehlender fluoreszierender Farbstoffe durften diese NTCs keinen Ausschlag
zeigen. Die 384er-Well-DNS-Platte wurde verworfen sobald sich zwei oder mehr
Verunreinigungen zeigten und die Analyse fur die entsprechenden DNS-Proben

wiederholt.

2.6 Statistik

Das Studienprotokoll des Fruhgeborenen-Netzwerks sieht keine Blutentnahmen
bei den eingeschlossenen Kindern vor, sodass zu keinem Probanden und keiner
Probandin ein laborchemisch bestimmter Serumeisenwert vorlag. Zur
Untersuchung unserer Fragestellung wahlten wir daher den Ansatz einer
genomweiten  Assoziationsstudie  basierten  2-Stichproben  Mendelschen
Randomisierung. Fur jeden einzelnen Polymorphismus wurde der Effekt auf das
Outcome von Interesse (NEC-Operation) separat berechnet.

2.6.1 Mendelsche Randomisierung

Die Mendelsche Randomisierung (MR) ist eine effektive Methode um die

Kausalitat einer Exposition-Outcome Assoziation in einer Beobachtungsstudie zu
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erschlielRen, falls die Exposition nicht gemessen werden kann, analog zu einer
randomisiert kontrollierten Studie. Daflr werden ein oder mehrere genetische
Varianten als Proxy fur die Expositionsvariable von Interesse verwendet, deren
Effekt in einer GWAS ermittelt wurde. Ist die genetische Variante X (hier SNPs
rs1800562, rs1799945 und rs855791) kausal mit der interessierten Expositions-
variable ,Y* (hier Serumeisenspiegel) verknupft und wirkt die genetische Variante
X nur durch den Effekt der Expositionsvariable ,Y* auf das Outcome ,Z“ (hier
NEC-OP), so reprasentiert dies indirekt eine kausale Assoziation zwischen Y und
Z. Damit die Mendelsche Randomisierung angewendet werden darf, sollten drei
Annahmen erfillt sein: 1. Die genetische Variante ,X“ hat eine wahre Assoziation
mit der interessierten Exposition ,Y*. 2. Die genetische Variante X" sollte unab-
hangig vom Outcome ,Z“ sein. 3. Die genetische Variante ,X" sollte nicht assoziiert
sein mit irgendeinem Confounder der Exposition-Outcome (Y-Z) Beziehung. Die
zweite und dritte Annahme ist schwer zu Uberprufen, da dies auch Assoziationen
mit unbekannten Confoundern einbezieht (Grover et al., 2017). Zu beachten ist
jedoch, dass genetische Merkmale im Rahmen der Vererbung zuféllig in einer
Population verteilt werden und bei jedem einzelnen Individuum lebenslang statisch
sind. Durch die biologische Randomisierung ist das Risiko fur eine Einflussnahme
durch klassische Confounder folglich reduziert. Beobachtete ,Ursache-Wirkungs®-
Beziehungen konnen in einer Beobachtungsstudie durch den Bias der reversen
Kausalitat (reverse causality) limitiert sein. In MR-Studien schutzt jedoch der
Einsatz von genetischen Varianten als Surrogatparameter fur die Exposition von
Interesse vor einer Modifikation durch das Outcome von Interesse, da der
individuelle Genotyp im Rahmen der Konzeption festgelegt wird und ein Leben
lang unverandert bleibt (Libuda et al., 2019).
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2.6.2 Weitere statistische Analysen

Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit SPSS (Version 22.0; IBM, Armonk,
NY, USA) sowie R (Version 3.3.1; R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria). Die Auswertung fand in Zusammenarbeit mit dem Institut fir
Medizinische Biometrie und Statistik der Universitdt zu Lubeck statt. Zur
Berechnung der Outcome-Daten der TMPRSS6/rs855791, HFE/rs1800562 und
HFE/rs1799945 Genotypen sowie der kombinierten Genotypen wurden der y?-
Test, der exakte Test nach Fisher sowie der t-Test verwendet. Die p-Werte aus
diesen Berechnungen sind rein deskriptiv zu deuten. Die multiple logistische
Regressionsanalyse verwendeten wir, um den Einfluss der genetischen Varianten
,X* auf das Outcome NEC-OP ,Z* zu berechnen. Dabei wurde fur Geschlecht und
Gestationsalter adjustiert. Zudem erfolgte eine logistische Regressionsanalyse zur
Berechnung der TMPRSS6/rs855791-NEC-OP Assoziation separat betrachtet fur
die Subgruppen keine Probiotikatherapie und Probiotikatherapie. Das
Signifikanzniveau wurde auf 0,05 gesetzt und alle p-Werte sind zweiseitig. Eine

Kontrolle fur multiples Testen erfolgte mittels Bonferroni-Holm.

2.7 Ethikvoten

Das Ethikvotum flr das German Neonatal Network mit dem Studiensitz am
Universitatsklinikum Lubeck (UKSH, Campus Lubeck) liegt vor (Aktenzeichen der
Ethikkommission Lubeck 08-022, Datum des Ethikvotums: 27.06.2008). Ebenso
wurde fur jede teilnehmende Klinik separat ein Ethikvotum beantragt und diesem

stattgegeben.
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3. Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde die DNS von insgesamt 12.342 Kindern mit einem
Gestationsalter von <37 +0 SSW und einem Geburtsgewicht <1500g fur jeden
der drei ausgewahlten SNPs genotypisiert. Die Untersuchung des SNP rs855791
war fur 95,7% (n=11.780) der Proben erfolgreich, bei rs1800562 fur 95 %
(n=11.688) und bei dem SNP rs1799945 fir 95,8 % (n=11.801) der Proben. Die
sich anschlieBenden Analysen wurden nur bei den Studienteilnehmern/-innen
durchgefuhrt, die eine erfolgreiche Genotypisierung aller drei Polymorphismen
aufwiesen. Unter dieser Voraussetzung konnten 90,5% (n=11.166) der DNS-
Proben in die Berechnungen eingeschlossen werden. Zum Zeitpunkt der
Auswertung waren fur 946 der 11.166 Kinder Daten zum 5-Jahres Follow up

vorhanden.

Einschlusskriterien
Gestationsalter < 37 + 0 SSW, Geburtsgewicht < 1500 g,
Geburtsjahr 2003 — 2014 (einschlief3lich)
n=12.342

Genotypisierung nicht

r— erfolgreich
n=1755
Y
Erfolgreiche Genotypisierung fir alle 3 SNPs
n=11.166
Kein 5-Jahres Follow up
ﬁ
n =10.220

5-Jahres Follow up vorhanden
n = 946

Abbildung 2: Flussdiagramm mit den Zahlen der eingeschlossenen Kinder in die GNN-Studie, den Absolut-
werten der erfolgreichen Genotypisierungen flr alle 3 SNPs sowie die Anzahl der nachunter-
suchten Kinder im Rahmen des 5-Jahres Follow up.

Daten zur medikamentésen Behandlung und zum Outcome der Fruhgeborenen
waren fur alle 11.166 Patienten vorhanden. Angesichts fehlender Angaben seitens

der entlassenden Kliniken, blieben die Datensatze der einzelnen Studien-
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teilnehmer/-innen zum Teil unvollstandig hinsichtlich aller abgefragten Merkmale.
Entsprechende Informationen finden sich unter den jeweiligen Tabellen. Die
Berechnungen wurden fur die fehlenden Nennungen korrigiert und erklaren ein
Nichterreichen der 11.166 Proben in manchen Datensatzen. 281 der 11.166
Kinder bedurften einer Operation in Folge einer nekrotisierenden Enterokolitis.
Dies entspricht einem Anteil von 2,5 % (281/11.166).

3.1 Klinische Daten der Gesamtkohorte

In der Tabelle 5 sind die klinischen Daten der untersuchten Kohorte aufgezeigt. Es

wurden die Variablen Geburtsgewicht, Gestationsalter, mannliches Geschlecht,

Mehrlingsgeburt und SGA zur naheren Beschreibung ausgewahlt.

Tabelle 5: Klinische Daten der Gesamtkohorte

Klinische Daten n=11.1662
Gestationsalter (Wochen) 28,7+27
Geburtsgewicht (g) 1064 + 302
Mannliches Geschlecht 51,1
Mehrlingsgeburt 33,6
SGA 17,9

SGA, small for gestational age.
Werte angegeben als Mittelwert + Standardabweichung oder %.
aFehlende Daten: Gestationsaltern =2; SGAn =3
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3.2 Ergebnisse der Mendelschen Randomisierung

Es wurde anhand jedes einzelnen Polymorphismus die Odds Ratio fur das Risiko
der NEC-Operation pro SD-Einheit gesteigertem Serumeisenspiegel mithilfe der
Mendelschen Randomisierung berechnet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3 dar-
gestellt. Im oberen Feld sind die zu untersuchenden genetischen Varianten mit
dem mutierten Allel und dessen Frequenz zu sehen. Auf der linken Seite ist die
Erhdhung des Serumeisens bei Erwachsenen pro Effektallel in Standard-
abweichungen angegeben. Die Ergebnisse zur Effektstarke der einzelnen Risiko-
allele auf den Serumeisenspiegel entnahmen wir aus der Arbeit von Pichler et al.
(Pichler et al., 2013). Rechts im Bild ist das, mittels multipler logistischer
Regression berechnete, Chancenverhaltnis zwischen dem Risiko der NEC-
Operation pro mutiertes Allel dargestellt. Pro SNP wurde eine multiple logistische
Regression berechnet, wobei die Variablen Geschlecht und Gestationsalter jeweils
zur Korrektur der Ergebnisse fur diese Einflussgrofien in das Modell eingegangen
sind. Im unteren Teil der Abbildung finden sich die Ergebnisse der Mendelschen
Randomisierung bezogen auf den Einfluss der genetisch veranderten

Serumeisenspiegel auf das Risiko der NEC-Operation.

Instrumente
genetische Eisenvarianten (Allel, AF)
a. HFE rs1800562 (A, 0,03)
b. HFE rs1799945 (G, 0,13)
c. TMPRSS6 rs855791 (G, 0,50)

Anstieg des Serumeisens pro Effektallel (SD)
(95 % KI; p-Wert)

a. 0,37 (0,33-0,41; 3,96 x 10777)

b.0,19 (0,17-0,21; 1,65 x 107™?)

¢. 0,19 (0,17-0,21; 4,31 x 10777)

OR fiir NEC-OP pro Effektallel
(95 % KiI; p-Wert)

a. 0,967 (0,602-1,552; 0,8878)

b. 0,988 (0,770-1,267; 0,9219)

¢. 0,777 (0,657-0,919; 0,0033)

Serumeisenspiegel| — — — — —_— —_— —_— — — - NEC-OP Risiko

MR-Berechung:
OR fiir NEC-OP pro SD-Einheit gesteigertem Serumeisenspiegel
(95 % KI; p-Wert)
a. 0,912 (0,254-3,278; 0,8878)
b. 0,937 (0,253-3,473; 0,9219)
c. 0,265 (0,108-0,649; 0,0037)

Abbildung 3: Ansatz der Mendelschen Randomisierung (nach Pichler et al., 2013)
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Es zeigte sich eine signifikante Assoziation zwischen TMPRSS6/rs855791 und
einem reduzierten Risiko flr eine NEC-Operation mit einer OR von 0,78 (95 %
Konfidenzintervall 0,66-0,92, nominales p=0,003) je Kopie des G-Allels.
Basierend auf dem rs855791 Polymorphismus ergab die Berechnung der
Mendelschen Randomisierung ebenfalls eine statistisch signifikante Schatzung fur
ein reduziertes Risiko einer NEC-Operation pro SD-Einheit erhdhten Serumeisens
mit einer OR von 0,27 (95 % Konfidenzintervall 0,11-0,65, nominales p = 0,004,
adjusted p=0,011). Ein signifikanter Zusammenhang zwischen den HFE-
Polymorphismen rs1800562 sowie rs1799945 und dem Risiko der NEC-Operation

konnte nicht nachgewiesen werden.

3.3 Klinische Daten aufgeschliisselt fur die TMPRSS6/rs855791 Genotypen

Wir untersuchten daraufhin samtliche klinische Basisdaten sowie Angaben zu
Therapie und Outcome von TMPRSS6/rs855791 hinsichtlich eines signifikanten
Unterschieds zwischen den einzelnen Allelgruppen. Entsprechend der Allel-
verteilung ergaben sich folgende drei Gruppen. Der Genotyp AA (n=2193)
assoziiert mit einem niedrigen Serumeisenspiegel und konsekutiv erhohtem
intestinalen Eisen, der heterozygote Genotyp AG (n=5384) mit intermediaren
Werten fur Eisen im Serum und im Darm sowie der homozygote Genotyp GG
(n=3589) mit hohem Serumeisen und niedrigen Eisenkonzentrationen im Darm.
Die Tabelle 6 dient der Prasentation der klinischen Basisdaten (Gestationsalter,
Geburtsgewicht, mannliches Geschlecht und SGA) der TMPRSS6/rs855791
Genotypen. Das Kollektiv wies eine gleichmalige Verteilung der Merkmale sowohl
im Vergleich der einzelnen Genotypen auf als auch in der vergleichenden
Betrachtung mit den Ergebnissen aus der Gesamtkohorte. Ein signifikanter
Unterschied zwischen dem Genotyp AA und dem Genotyp GG fur Gestationsalter,
Geburtsgewicht, mannliches Geschlecht, Mehrlingsgeburt und SGA konnte nicht

nachgewiesen werden.
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Tabelle 6: Klinische Daten aufgeschlisselt fiir die TMPRSS6/rs855791 Genotypen

3. Ergebnisse

AA AG GG Total®
(niedriges (Intermediares (hohes Serumeisen/
rs855791 Serumeisen/ Serumeisen/ niedriges
Genotyp hohes intestinales intermediares intestinales Eisen)
Eisen) intestinales Eisen)

n=2193 n = 5384 n = 3589 n=11.166
Gestationsalter 28,7+2,6 28,727 28,727 28,727
(Wochen)
Geburtsgewicht 1056 + 302 1069 + 303 1061 + 303 1064 +302
(9)
Mannliches 50,6 51,4 50,9 51,1
Geschlecht
Mehrlingsgeburt 34,4 334 33,3 33,6
SGA 18 17,7 18,2 17,9

SGA, small for gestational age. Werte angegeben als Mittelwert + Standardabweichung oder %. Statistische
Auswertung: y2-Test und t-Test. Kein signifikanter Unterschied (p =< 0,05) zwischen dem Genotyp AA und
GG. ?Fehlende Daten: Gestationsaltern =2, SGAn = 3.

3.4 Therapiedaten aufgeschliisselt fiir die TMPRSS6/rs855791 Genotypen

Die Tabelle 7 zeigt die prozentuale Haufigkeit einer medikamentésen Behandlung

mit Erythropoetin, Eisen, der Transfusion eines Blutproduktes sowie Probiotika je

Allelgruppe.

Tabelle 7: Therapiedaten aufgeschliisselt fir die TMPRSS6/rs855791 Genotypen

AA AG GG Total?
(niedriges (Intermediares (hohes Serumeisen/
rs855791 Serumeisen/ Serumeisen/ niedriges
Genotyp hohes intestinales intermediares intestinales Eisen)
Eisen) intestinales Eisen)
n=2193 n = 5384 n = 3589 n=11.166

Erythropoetin 13,2 13,3 13,3 13,3
Eisen 85,5 85,6 86,6 85,9
Transfusionen 40,7 40,2 39,8 40,2
Probiotika 40,2 40,4 42,5 41,0

Werte angegeben in %. Statistische Auswertung: y2-Test. Kein signifikanter Unterschied (p = < 0,05) zwischen
dem Genotyp AA und GG.
@Fehlende Daten: Erythropoetin = 38, Eisen = 3, Transfusionen n = 16, Probiotika = 3.
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Die Daten wurden ebenfalls fur die drei TMPRSS6/rs855791 Genotypen
aufgeschlisselt. Im Vergleich der Spaltenmittel ergab sich keine statistische

Signifikanz fur eine differente Behandlung zwischen den Genotypen AA und GG.

3.5 Daten zum kurzfristigen Outcome aufgeschlusselt fir die TMPRSS6/
rs855791 Genotypen

Die Daten zum kurzfristigen Outcome der TMPRSS6/rs855791 Genotypen sind in
Tabelle 8 dargestellt. Es wurden die Variablen Sepsis, NEC, FIP, IVH, ROP und
Tod wahrend des stationaren Aufenthaltes untersucht.

Tabelle 8: Daten zum kurzfristigen Outcome aufgeschlisselt fir die TMPRSS6/rs855791
Genotypen

AA AG GG Total®

(niedriges (Intermediares (hohes Serumeisen/
rs855791 Serumeisen/ Serumeisen/ niedriges
Genotyp hohes intestinales intermediares intestinales Eisen)

Eisen) intestinales Eisen)
n=2193 n = 5384 n = 3589 n=11.166

Sepsis 12,4 13,3 12,8 13,0
NEC 31 2,6 2,0 2,5
FIP 1,7 2,3 1,9 2,0
IVH 17,3 17,2 16,2 16,9
ROP 3,2 3,2 3,6 3,3
Tod 3,2 3,1 3,3 3,2

NEC, nekrotisierende Enterokolitis; FIP, fokale intestinale Perforation; IVH, intraventrikuldre Hé&morrhagie;
ROP, Retinopathia praematurorum. Werte angegeben in %. Statistische Auswertung: y?-Test und exakter
Test nach Fisher. Signifikanter Unterschied (p =<0,05) zwischen Genotyp GG vs. AA fett und unterstrichen.
aFehlende Daten: Sepsis =66, FIPn =18, IVHn =13, ROP = 6.

Im Rahmen der Ergebnisinterpretation fur den Endpunkt NEC zeigte sich, passend
zu den berechneten Assoziationen der Mendelschen Randomisierung, eine
signifikant hohere Anzahl an NEC-Operationen je niedriger der Serumeisenspiegel
und entsprechend erhoht die intestinale Eisenkonzentrationen war. Frihgeborene

mit einem AA-Genotyp (niedriges Serumeisen, hohes intestinales Eisen) wiesen
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mit 3,1 % die hdchste NEC-Operationsrate auf. Die NEC-Operationsrate bei
Kindern mit dem heterozygoten Genotyp AG (intermediares Serumeisen,
intermediares intestinales Eisen) war intermediar (2,6 %) und die Subgruppe der
Frahgeborenen mit dem Genotyp GG (hohes Serumeisen, niedriges intestinales
Eisen) hatte die geringste NEC-Operationsrate mit 2,0 % (OR fur AA gegen GG
0,62, 95 % Konfidenzintervall 0,44-0,87, p =0,006, exakter Test nach Fisher). Fur
135 der 281 Kinder (48 %) war der Zeitpunkt der ersten NEC-Operation bekannt
(Variable erfragt seit 2011). Im Mittel waren die Kinder bei der primaren Operation
18 Tage alt (Interquartilabstand: Lebenstag 10-31). Es bestand kein signifikanter
Unterschied zwischen den Kindern mit unterschiedlichem Genotyp.

Das Risiko fur die Entwicklung einer Sepsis, FIP, IVH oder ROP war in den Sub-
gruppen gleichmaRig verteilt. Es ergab sich ebenfalls kein Unterschied zwischen
den einzelnen Genotypen in Bezug auf die abgefragte Variable Tod wahrend des
stationaren Aufenthaltes.

Die Tabellen 9 und 10 (Anhang 7.6 und 7.7) prasentieren die klinischen Basis-
daten sowie Angaben zu Therapie und Outcome fur die HFE-Polymorphismen
rs1799945 und rs1800562. Genau wie fur den TMPRSS6-Polymorphismus wurde
der rs1799945 beziehungsweise der rs180052 Genotyp in die einzelnen
Allelsubgruppen eingeteilt und jede untersuchte Variable auf einen signifikanten
Unterschied zwischen dem homozygoten Wildtyp (rs1799945: CC; rs1800562:
GG) und dem homozygoten Mutanten (rs1799945: GG; rs1800562: AA) gepruft.
Flr den rs1799945 Genotyp konnte weder in den Basisdaten noch in den
erfragten Variablen aus dem Bereich Therapie und Outcome ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen dem Alleltyp mit hohem Serumeisen und
niedrigem intestinalen Eisen (GG) und dem Genotyp mit niedrigem Serumeisen
und konsekutiv hohem intestinalem Eisen (CC) dargestellt werden. Hingegen
wiesen die Kinder mit der homozygoten Allelverteilung AA (hohes Serumeisen,
niedriges intestinales Eisen) des rs1800562 Genotyps ein signifikant hoheres
Gestationsalter und Geburtsgewicht im Vergleich zu den Allelsubtypen AG
(intermediares Serumeisen, intermediares intestinales Eisen) und GG (niedriges
Serumeisen, hohes intestinales Eisen) auf. Weitere signifikante Unterschiede

zeigten sich nicht.
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3.6 Effektstarke der kombinierten Genotypen

Zur Schatzung der kombinierten Effektstarke auf das Risiko der NEC-Operation
wurden die Studienteilnehmer und Studienteilnehmerinnen, entsprechend ihrer
individuellen Anzahl eisensteigernder Allele, einem von drei moglichen
Phanotypen zugeteilt. Bei keinem der Patienten konnten mehr als 4 mutierte Allele
nachgewiesen werden, daher wurden die Phanotypen wie folgt definiert. Bei
fehlendem Nachweis einer eisensteigernden Mutation wurde der Patient unter
dem Phanotyp niedriges Serumeisen/hohes intestinales Eisen (n=1473, 13,2 %)
gefuhrt. Konnte mindestens ein rs1800562 A-Allel nachgewiesen werden,
beziehungsweise ein oder zwei rs1799945 G-Allel(e) oder rs855791 G-Allel(e), so
wurde das Kind dem intermediaren Phanotypen (intermedidres Serum-
eisen/intermedidres intestinales Eisen) zugeteilt. Dies traf auf 8.095 Patienten
(72,5 %) zu. Unter den Phanotyp hohes Serumeisen/niedriges intestinales Eisen
fielen die Kinder mit zwei eisensteigernden Mutationen (davon mindestens ein
rs1800562 A-Allel) oder 3-4 eisensteigernden Allelen (n=1598, 14,3 %). Den
geschatzten Serumeisenspiegeln naherten wir uns durch die Addition der
Standardabweichungen der adulten Serumeisenspiegel entsprechend der
Allelverteilung jedes einzelnen Kindes. Damit lag der maximale Serumeisen-
spiegel +0,62 SD (Mittelwert der berechneten Standardabweichungen in der
Subgruppe hohes Serumeisen/niedriges intestinales Eisen) Uber dem der Kinder
ohne eisensteigernde Mutation. Bei dem intermediaren Phanotyp waren es + 0,28
SD (Mittelwert der berechneten Standardabweichungen in der Subgruppe
intermediédres Serumeisen/ intermediéres intestinales Eisen). Im Vergleich zu den
Ergebnissen des TMPRSS6/rs85579 Genotyps konnte die negative Assoziation
eines genetisch gesteigerten Serumeisenspiegels auf das Risiko der NEC-
Operation in den kombinierten Daten der drei Polymorphismen noch starker
herausgearbeitet werden. Unter einem genetisch bedingten hohen Serumeisen-
spiegel war die Rate der NEC-Operation signifikant niedriger als bei Kindern ohne
eisensteigernde Mutation (3,2 % vs. 1,8 %, OR 0,54, 95 % Konfidenzintervall 0,34-
0,87, p=0,010, exakter Test nach Fisher). Dies entsprach einer reduzierten
Chance einer NEC-Operation von circa 50 % gegenuber den Kindern mit dem
homozygoten Wildtyp.
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Tabelle 11: Daten zur Rate der NEC-Operationen aufgeschlisselt fir die kombinierten Genotypen

Keine Ein oder zwei Zwei bis vier Total
(niedriges (Intermediares (hohes Serumeisen/
kombinierte Serumeisen/hohes Serumeisen/ niedriges
Genotypen intestinales Eisen) intermediares intestinales Eisen)
intestinales Eisen)
n=1473 n = 8095 n = 1598 n=11.166
NEC 3.2 25 1.8 2,5

NEC, nekrotisierende Enterokolitis. Wert angegeben in %. Statistische Auswertung: exakter Test nach Fisher.
Signifikanter Unterschied (p = < 0,05) zwischen dem Genotyp ,keine Mutation“ und ,zwei bis vier* Mutationen®,
fett und unterstrichen.

Um das Gestationsalter, Geschlecht, Mehrlingsgeburt, maternale Herkunft, SGA,
Behandlung mit Probiotika und die behandelnde Klinik als moégliche Confounder
auf den gesehenen Effekt ausschlielien zu konnen, berechneten wir eine
logistische Regression, wobei die NEC-Operation die abhangige Variable dar-
stellte. Der negative Einfluss der eisensteigernden Mutationen auf das Risiko der
NEC-Operation blieb auch nach Korrektur fur die genannten unabhangigen
Variablen bestehen (OR pro zusatzlicher geschatzter SD des Serumeisens 0,44,
95 % Konfidenzintervall 0,22-0,88, p = 0,020).

Angaben zur Verteilung der klinischen Basisdaten fur die kombinierten Genotypen
finden sich in der Tabelle 12 (Anhang 7.8). Zusatzlich sind hier Daten zu
medikamentosen Therapien sowie dem Outcome (Sepsis, FIP, IVH, ROP, Tod
wahrend des stationaren Aufenthaltes) der Kinder aufgelistet. In Bezug auf diese
Variablen ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen dem
Phanotyp hohes Serumeisen/niedriges intestinales Eisen und dem Phanotyp

niedriges Serumeisen/hohes intestinales Eisen.

3.7 Effekt von TMPRSS6/rs855791 auf die Rate der NEC-Operationen fiir die

Subgruppen Probiotikatherapie vs. keine Probiotikatherapie

Zur Betrachtung des Effektverhaltens des TMPRSS6/rs855791 Polymorphismus
auf die Rate der NEC-Operation unter Berucksichtigung einer Probiotikatherapie
berechneten wir getrennt fur das Kollektiv keine Probiotikatherapie und
Probiotikatherapie eine logistische Regression mit der NEC-OP Rate als
abhangige Variable und dem TMPRSS6/rs855791 Genotyp als unabhangige
Variable. Die Tabelle 13 zeigt die Anzahl der Kinder, die eine NEC-Operation
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hatten, aufgeschlusselt fur die drei TMPRSS6/rs855791 Genotypen und das

jeweilige Probiotikatherapieregime.

Tabelle 13: Effekt der TMPRSS6/rs855791 Genotypen auf die Rate der NEC-Operationen fur die
Subgruppen Probiotikatherapie vs. keine Probiotikatherapie

AA AG GG Total p-Wert
(niedriges (Intermediares (hohes
rs855791 Serumeisen/ Serumeisen/ Serumeisen/
Genotyp hohes intermediares niedriges
intestinales intestinales intestinales
Eisen) Eisen) Eisen)
Keine Therapie 3.6 3.0 1,9 2,8 (183/6581) 0,002
mit Probiotika (47/1310) (97/3208) (39/2063)
Therapie mit 2,5 2,0 2.1 2,1 0,592
Probiotika (22/882) (44/2176) (32/1524) (98/4582)

NEC, nekrotisierende Enterokolitis. Werte angegeben in % oder in absoluten Zahlen. Statistische Auswertung:
logistische Regression, separat durchgefihrt fiir das Kollektiv ,keine Probiotikatherapie® und
sProbiotikatherapie®. Signifikanter Unterschied (p=<0,05) zwischen dem Genotyp GG und AA, fett und
unterstrichen.

Bei den Fruhgeborenen ohne eine Therapie mit Probiotika zeigte sich ein
signifikant hoheres Risiko fur die NEC-Operation bei einem AA-Genotyp des
rs855791 Polymorphismus im Vergleich zum homozygoten Mutanten. Das Risiko
fur eine NEC-Operation steigerte sich pro A-Allel um 12% (OR 1,12, 95%
Konfidenzintervall 1,08-1,70, p =0,002). Dieser Effekt wurde in dem Kollektiv mit
einer Probiotikatherapie nicht beobachtet (OR 1,08, 95 % Konfidenzintervall 0,88-
1,33, p=0,592).

3.8 Daten des 5-Jahres Follow up aufgeschliisselt fur die TMPRSS6/rs855791
Genotypen

Tabelle 14 =zeigt die Daten des 5-Jahres Outcome dargestellt fur den
TMPRSS6/rs855791 Genotyp. Zum Zeitpunkt der Auswertung waren bereits 946
Kinder nachuntersucht. Es sind die Mittelwerte fir die Koérperlange, das Korper-
gewicht, die Einsekundenkapazitat sowie den Intelligenzquotienten fir den
jeweiligen Genotyp (AA, AG, GG) angegeben. Zudem die prozentuale Haufigkeit

einer Zerebralparese fur jede Allelkombination.
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Tabelle 14: Daten des 5-Jahres Follow up aufgeschlisselt fir die TMPRSS6/rs855791 Genotypen

AA AG GG Total®
(niedriges (Intermediares (hohes Serumeisen/

rs855791 Serumeisen/ Serumeisen/ niedriges
Genotyp hohes intestinales intermediares intestinales Eisen)

Eisen) intestinales Eisen)

n=191 n =471 n =284 n = 946
Korperlange 111 +5,8 112 +5,3 111 +£6,1 11157
(cm)
Korpergewicht 176 £2,7 18,4 £ 3,2 18,1+ 3,2 18,2 £ 3,1
(kg)
FEV1 91+£15 88 £ 17 89 £ 17 89+ 16
(%)
Zerebralparese 7,6 5,0 51 5,6
Intelligenzquotient 96 + 15 97 + 14 96 + 14 97 £ 14

FEV1 %, Einsekundenkapazitdt. Werte angegeben als Mittelwert + Standardabweichung oder %. Statistische
Auswertung: y?-Test und t-Test. Kein signifikanter Unterschied (p =< 0,05) zwischen dem Genotyp AA und
GG. 2Die FEV1% war von 750 Kindern verfiigbar, der IQ von 862 Kindern. Fir 895 Kinder waren
Informationen bezliglich der Variable Zerebralparese verfligbar.

FiUr keine der Variablen ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen dem
Kollektiv mit dem genetisch bedingten hohen Serumeisen (GG) und den Kindern

mit einem niedrigen Serumeisen aufgrund des homozygoten Genotyps AA.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit untersuchten wir die Hypothese, ob eine genetisch veranderte
enterale Eisenaufnahme kurzfristige oder langfristige Effekte auf das Outcome von
Frahgeborenen mit einem Geburtsgewicht unter 1500 g hat. Von besonderem
Interesse war dabei die Betrachtung ob und inwiefern sich ein genetisch
beeinflusstes, erhdhtes Serumeisen auf das Risiko einer operationsbedurftigen
nekrotisierenden Enterokolitis auswirkt. Wir genotypisierten daflr die DNS von
12.342 Fruhgeborenen mit einem Geburtsgewicht von unter 1500 g im Hinblick auf
3 Polymorphismen, die nachweislich die intestinale Eisenaufnahme bei
Erwachsenen steigern. Nach erfolgreicher Genotypisierung fir alle drei
Polymorphismen konnten die Datensatze von 11.166 Kindern untersucht werden.
946 der 11.166 Kinder waren zum Zeitpunkt der Auswertung bereits im Rahmen
des 5-Jahres Follow up zur Erhebung langfristiger Outcome-Daten untersucht

worden.

4.1 Diskussion der Ergebnisse

Die Analyse der Daten zeigte, dass eine genetisch bedingt erniedrigte Eisen-
aufnrahme aus dem Darm (und dementsprechend hohere intestinale Eisen-
konzentrationen) assoziiert ist mit einem erhohten Risiko fur eine nekrotisierende
Enterokolitis bei Frihgeborenen mit einem Geburtsgewicht unter 1500 g.
Frihgeborene mit dem eisensteigernden rs855791 G-Allel Polymorphismus
(hohes Serumeisen, geringes intestinales Eisen) wiesen dementsprechend eine
signifikant geringere Rate an NEC-Operationen auf.

4.1.1 Genetik und nekrotisierende Enterokolitis

Die Atiologie der nekrotisierenden Enterokolitis ist multifaktoriell bedingt und
neben zahlreichen Klinischen Risikofaktoren gewinnt die Annahme einer

zugrundeliegenden genetischen Pradisposition fur die Entwicklung einer nekro-
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tisierenden Enterokolitis zunehmend an Bedeutung. Passend zu dieser Arbeit
beschreiben aktuelle Studien ebenfalls eine Gen-NEC-Assoziation. Beispielhaft
sind die Arbeiten von Moonen et al. und Talavera et al. zu nennen. Die
Forschungsgruppen beobachteten einen Effekt von Einzelnukleotidpoly-
morphismen in Genen mit regulatorischem Einfluss auf immunmodulatorische/
inflammatorische Signalkaskaden beziehungsweise die intestinale Mikrozirkulation
auf die Manifestation einer nekrotisierenden Enterokolitis (Moonen et al., 2020;
Talavera et al., 2020). Eine isolierte genetische Storung ist aufgrund der hohen
Komplexitat der Erkrankung jedoch nicht anzunehmen, sondern vielmehr eine

Interaktion aus klinischen und genetischen Risikofaktoren.

4 .1.2 Eisen und Infektionen

Die Ergebnisse experimenteller Studien sowie Beobachtungsstudien stlitzen den
von uns beobachteten, schadigenden Effekt hoher intestinaler Eisenkon-
zentrationen. Als zentrale Pathogenese wird hier eine eisenassoziierte mikrobielle
Dysbalance im Darm mit konsekutiv erhdhter intestinaler Inflammation
angenommen. Eisen ist ein essentieller Nahrungsbestandteil fir nahezu alle
humanpathogenen Mikroorganismen (Drakesmith und Prentice, 2012). Die
Verfugbarkeit von Eisen kann die Virulenz der Pathogene malgeblich
beeinflussen (Armitage und Drakesmith, 2014). Passend dazu ergab sich im
Rahmen mehrerer Studien der Hinweis auf eine gesteigerte Morbiditat und
Mortalitat durch Infektionserkrankungen (z. B. Malaria und Tuberkulose) unter
oraler Eisentherapie in Entwicklungslandern (Ganz und Nemeth, 2015). 2003
wurde eine groRangelegte randomisiert Placebo-kontrollierte Studie an Kindern im
Vorschulalter in einem Malariarisikogebiet auf Sansibar vorzeitig beendet, weil die
Morbiditat und Mortalitat aufgrund von Infektionskrankheiten in der Interventions-
gruppe (orale Eisensupplementation) signifikant hoher im Vergleich zur
Kontrollgruppe war (Sazawal et al., 2006). Betrachtet man gesondert die
Assoziation von oraler Eisensupplementation und Diarrhoe, so ergibt sich aus den
aktuellen Daten ein Trend hinsichtlich eines gesteigerten Risikos fur eine Diarrhoe
unter oraler Eisentherapie in Entwicklungslandern (Paganini und Zimmermann,

2017). Kurzlich veroffentliche Ergebnisse zweier randomisiert-kontrollierter
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Doppelblindstudien an afrikanischen Kindern (Kenia und Elfenbeinkuste) im Alter
von 6 Monaten bis 14 Jahren flhren als Grund fur die gesteigerte enterale
Morbiditat eine Veranderung im Darmmikrobiom hin zu einem pathogeneren Profil
an. Sowohl Jaeggi et al. als auch Zimmermann et al. mallen nach oraler
Eisensupplementation einen Anstieg fakultativ pathogener Bakterien (Gamma-
proteobakterien und Clostridium perfringens) sowie gesteigerte Spiegel an
fakalem Calprotectin, als Ausdruck intestinaler Inflammation. Die Darmintegritat
schutzenden Bakterien wie Lactobacillen und Bifidusbakterien nahmen hingegen

in ihrer Anzahl ab (Zimmermann et al., 2010; Jaeggi et al., 2015).

4.1.3 Eisenassoziierte Veranderungen des Mikrobioms und die nekrotisierende

Enterokolitis

Die Entstehung der nekrotisierenden Enterokolitis wird unter anderem auf eine
mikrobielle Dysbalance im Darm zuruckgefuhrt (Warner et al., 2016). Diese
Hypothese stitzend konnte, laut der Ergebnisse einer umfassenden Metaanalyse,
bei einer Mehrzahl Friuhgeborener mit NEC eine Zunahme von Proteobakterien
sowie eine begleitende Abnahme von Firmicutes und Bacterioidetes im Stuhl
gemessen werden, wahrend diese Veranderung bei Kontrollkindern ohne eine
NEC fehlten (Pammi et al., 2017). In der Zusammenschau lassen diese
Ergebnisse sowie die im Unterkapitel 4.1.2 genannten Studienergebnisse den
Schluss zu, dass sich eine erhohte intestinale Eisenkonzentration negativ auf das
Darmmikrobiom auswirkt und damit einen bisher unterschatzen Risikofaktor fur die
Entwicklung einer nekrotisierenden Enterokolitis darstellt.

Die Food an Agriculture Organization of the United Nations (FAO) und die World
Health Organization (WHQO) definieren Probiotika als lebende Mikroorganismen,
die zur Gesundheit des Wirts beitragen, wenn sie in einer angemessenen Menge
verabreicht werden. International besteht der Konsensus, dass sich ein Grofteil
der Probiotika positiv auf die mikrobielle Balance des Darms auswirkt (Hill et al.,
2014). Laut der Ergebnisse einer grolien Metaanalyse des Cochrane-Netzwerks
senkt der Einsatz von Probiotika die Inzidenz der schweren NEC (definiert als Bell-
Stadium 2=2) (AlFaleh und Anabrees, 2014). Im Hinblick auf den, in der Literatur

beschriebenen, prophylaktischen Effekt probiotischer Spezies lassen unsere

52



4. Diskussion

Daten Ahnliches vermuten. Ohne eine Therapie mit Probiotika ergab sich eine
signifikant gesteigerte Rate an NEC-Operationen bei dem Genotyp AA (niedriges
Serumeisen/hohes intestinales Eisen) im Gegensatz zum homozygoten Genotyp
GG (hohes Serumeisen/niedriges intestinales Eisen). Unter einer Probiotika-
therapie konnte dieser signifikante Effekt nicht mehr nachgewiesen werden. Es ist
folglich anzunehmen, dass bestimmte probiotische Mikroorganismen, wie Lacto-
bacillus acidophilus und Bifidobakterium infantis (Infloran®), den schadigenden
Effekt von Eisen im Darm reduzieren. Einige Lactobacillus spezies (u.a.
Lactobacillus acidophilus) sind in der Lage freies Fe?* zu chelatieren, wahrend
eine Auswahl an Bifidobakterium spezies uber Sequestrierung von Eisen die
enterale Verfugbarkeit des Metalls fir Pathogene reduziert (Sun et al., 2010;
Paganini et al.,, 2017). Zudem scheinen Probiotika die Eisenspeicherung in
Darmzellen zu begunstigen, was sich ebenfalls limitierend auf das Wachstum
pathogener Mikroorganismen auswirken wurde (Deschemin et al., 2016). Ein
weiterer schutzender Mechanismus seitens ausgewahlter Lactobacillus spezies ist
ein antioxidativer Effekt. Eine orale Eisensupplementation kann das Vorkommen
freier Sauerstoffradikale insbesondere im Kolon steigern und somit schadigend auf
das Darmendothel wirken. Sun et al. konnten zeigen, dass Lactobacillus spezies
das Auftreten von Sauerstoffradikalen signifikant senken (Sun et al., 2010).
Lactobacillaceae sind eine der wenigen Organsimen, die nur sehr wenig oder gar
kein Eisen benotigen, sodass ihr mittleres Wachstum unabhangig vom
Eisenangebot ist (Zimmermann et al., 2010). Unter hohen Eisenkonzentrationen
konnen sie jedoch durch das gesteigerte Wachstum pathogener Mikroorganismen
zugig verdrangt werden (Bailey et al., 2011). Es scheint daher ratsam von
Monopraparaten mit Lactobacillaceae abzusehen. Laut aktueller Literatur ist die
Verwendung von Kombinationspraparaten mit Bifidobakteriaceae und
Lactobacillaceae am effektivsten (Thomas et al., 2017).

Sowohl das Risiko fur eine nekrotisierende Enterokolitis als auch die Rate an
NEC-Operationen ist bei Fruhgeborenen unter exklusiver Ernahrung mit
Formelnahrung signifikant erhoht (Sullivan et al., 2010; Spiegler et al., 2016).
Interessanterweise unterscheidet sich das Darmmikrobiom von Kindern mit reiner
Formelnahrung im Vergleich zu Kindern mit einer Erndhrung durch Muttermilch
(Lonnerdal, 2014). So ist eine exklusive Diat mit Formelnahrung mit einer erhohten

Anzahl von Proteobakterien verbunden, welche in zahlreichen Studien mit einer
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gesteigerten NEC-Inzidenz assoziiert sind (Elgin et al., 2016). Auch wenn der
Pathomechanismus der Assoziation von Formelnahrung und NEC nicht ganzlich
verstanden ist, so konnten die geringe Laktoferrinkonzentration sowie der hohe
Gehalt an Eisen in Formelnahrung ein doppeltes Risiko darstellen, da beide
Faktoren die Eisenkonzentration im Darm erhdhen. Der Eisengehalt in
Formelnahrung ist zum Teil 10-60mal hoher als in Muttermilch. Zudem enthalt
insbesondere Nahrung fur Frihgeborene sehr viel Calcium, welches bei
Erwachsenen die Eisenresorption aus dem Darm nachweislich reduziert
(Lonnerdal et al., 2015). Ein wichtiges Protein in der Muttermilch ist Laktoferrin.
Aufgrund der hohen Resistenz gegenuber proteolytischem Abbau kann es in
seiner aktiven Form multiple Funktionen Uubernehmen. Laktoferrin schutzt durch
seine hohe Bindungsaffinitat kompetent das intestinale Eisen vor einer
unerwunschten Aufnahme seitens pathogener Mikroorganismen. Des Weiteren ist
die Eisenresorption unter Anwesenheit des Proteins gesteigert, da der Laktoferrin-
Eisen-Komplex aktiv Uber den Laktoferrinrezeptor in die Intestinalzellen
aufgenommen werden kann. Neben der aktiven Rolle im Eisenstoffwechsel wirkt
Laktoferrin zusatzlich antibakteriell, antiviral sowie antiinflammatorisch (Lénnerdal,
2014). Laut aktueller Datenlage senkt die orale Supplementation von Laktoferrin
bei enteral ernahrten Frihgeborenen mit und ohne Probiotikatherapie sowohl die
NEC-Rate (Bell Stadium Il und IIl) als auch das Risiko fur eine Late-onset-Sepsis

ohne Nebenwirkungen (Pammi und Suresh, 2017).

Die Rate an Probiotika behandelten Frihgeborenen mit einem Geburtsgewicht
unter 15009 steigt seit Jahren konstant (Aceti et al.,, 2018). Es ist folglich
anzunehmen, dass durch die zunehmende Behandlungsrate der von uns
gesehene negative Effekt der genetischen Varianten mit erhéhtem Risiko, in einer
erneuten Analyse der GNN-Kohorte, in Zukunft reduziert beziehungsweise nicht

mehr nachweisbar sein dirfte.

4.1.4 Langfristige Auswirkungen einer Eisentherapie bei VLBW Friihgeborenen

Bewertet man die Ergebnisse unserer Studie kritisch hinsichtlich des aktuellen

Standards der Eisentherapie in der Neonatologie in Deutschland, so sind die
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Daten in Bezug auf Teilaspekte des kurz- und langfristigen Outcomes in zweierlei
Hinsicht beruhigend. So kann sich laut aktueller Forschungsergebnisse sowohl ein
Eisenmangel als auch Eisenuberschuss negativ auf die neurophysiologische
Entwicklung in der Perinatalzeit auswirken und das kurz- und langfristige
neurologische Outcome nachhaltig beeinflussen (Amin et al., 2012). Kinder mit
einem nachgewiesenen Eisenmangel in der Fetal- und Neonatalzeit zeigten im
Verlauf schlechtere Ergebnisse in Bezug auf neurokognitive und sozial-emotionale
Funktionen. Der nachteilige Einfluss eines Eisenmangels ist zum Teil dadurch zu
erklaren, dass zentrale chemische und metabolische Prozesse im Rahmen der
neurologischen Differenzierung mafRRgeblich abhangig sind von Eisen (Lozoff und
Georgieff, 2006). Hingegen wird hinter dem schadigenden Mechanismus des
EisenUberschusses der prooxidative Effekt des Spurenelementes vermutet sowie
ein Mangel anderer essentieller Nahrstoffe (z. B. Zink), die bei einem Uberangebot
an Eisen schlechter resorbiert werden (Lonnerdal et al., 2015). Die im GNN
wahrend der 5-Jahres Follow up Untersuchungen erhobenen Daten zum Langzeit-
Outcome zeigten keinen Unterschied hinsichtlich der neurokognitiven Ergebnisse
zwischen den Kindern mit hoher, intermediarer oder geringer Eisenaufnahme. Es
ist folglich anzunehmen, dass sich unter der erfolgten oralen Eisentherapie weder
schwere Mangelzustande noch ein schadigender Eisenuberschuss entwickelten.
Gleichwohl ist zu beachten, dass zum Zeitpunkt der Auswertung erst 946 Kinder
nachuntersucht wurden.

Ein weiterer beruhigender Aspekt ist das mittlere Alter der Friihgeborenen bei der
ersten NEC-OP. Ausgehend von unseren Daten waren die betroffenen Kinder zum
Zeitpunkt der ersten Operation 18 Tage alt. Gegenwartig wird die orale Eisen-
substitution jedoch in der Regel erst nach dem 18. Lebenstag begonnen, sodass
ein Zusammenhang zwischen oraler Eisentherapie und der Entwicklung einer
nekrotisierenden Enterokolitis unwahrscheinlich scheint. Die Sicherheit der oralen
Eisensubstitution wird durch das Ergebnis diverser randomisiert kontrollierter
Studien bestatigt, die ebenfalls keine Nebenwirkungen, insbesondere keine
erhohte Inzidenz einer nekrotisierenden Enterokolitis unter oraler Substitution von
Eisen beobachten konnten (Franz et al., 2000; Taylor und Kennedy, 2013; Joy et
al., 2014).
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4.2 Diskussion der Methoden

Mit insgesamt 11.166 verwertbaren Datensatzen erreichten wir in unserer
prospektiven Kohortenstudie eine sehr hohe Fallzahl. Die klar definierten
Einschlusskriterien Frihgeburtlichkeit (Geburt <37 Schwangerschaftswochen) und
ein Geburtsgewicht unter 1500 g schutzten vor einer individuell beeinflussten
Auswahl der Studienteilnehmer und Studienteilnehmerinnen. Die Restriktion der
Kohorte fur diese Einschlusskriterien hatte den Vorteil, dass eine grollere
Heterogenitat vermieden wurde, allerdings kann dadurch die Moglichkeit einer
generalisierten Aussage zu der Patientengruppe der Frihgeborenen erschwert
sein.

Betrachtet man die GNN-Kohorte im Hinblick auf die prozentuale Verteilung der
maternalen Herkunftslander, so ist diese reprasentativ fur Deutschland. Die
Pravalenz der untersuchten Polymorphismen HFE/rs1800562 und HFE/rs1799945
weist jedoch populationsbezogene Unterschiede auf (Brissot et al., 2018). Diesen
Umstand gilt es, bei der Interpretation der gemessenen Haufigkeiten dieser

Mutationen in unserer Studie, zu beachten.

Durch die Verwendung standardisierter Fragebdgen sowie normierter Unter-
suchungsablaufe wird im GNN eine hohe Datenqualitdat erreicht sowie
Informations-Bias vermieden. Die CRFs werden nur durch arztliches Personal
oder Study Nurses ausgefullt. Trotzdessen konnen durch zum Beispiel
wechselndes Personal oder fehlende personelle Ressourcen Daten falsch
bewertet oder fehlerhaft eingetragen sein. Um diese Art der Fehler zu minimieren,
erfolgt jahrlich ein Monitoring der teilnehmenden Kliniken durch ein geschultes
Team des GNN. Durch die regelmafligen Kontrollen wird zudem der Datenverlust
suffizient reduziert. Die abgefragten Items der Elternfragebdgen stimmen mit
denen der KiGGS-Studie des Robert-Koch-Institutes Uberein, womit eine bessere
Vergleichbarkeit sowie hohe Reproduzierbarkeit erreicht wird. Durch eine jahrliche
Versendung der Fragebogen und damit hoheren Kontaktfrequenz zwischen der
Studienzentrale und den eingeschlossenen Familien wird der Drop-out von
Studienteilnehmern und Studienteilnehmerinnen gesenkt. Des Weiteren wird so
der abgefragte Zeitraum in den Bdgen kurzer, um einen Informationsverlust

seitens der Eltern zu vermeiden. Nichtsdestotrotz konnen die Elternfragebdgen
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eine Fehlerquelle darstellen, da zum Beispiel Antworten auf den subjektiven
Einschatzungen des Kindes seitens der Eltern beruhen, Fragestellungen durch
fehlende Sprachkenntnisse nicht verstanden oder abgefragte Ereignisse nicht
erinnert werden.

Durch die Standardisierung der Untersuchungen sowie der festen Aufgaben-
verteilung innerhalb des Studienteams im 5-Jahres Follow up wird ebenfalls ein
hoher Qualitatsgrad bei der Datenerhebung des Langzeitoutcomes der
Frahgeborenen unter 1500 g erreicht. Leichte Unterschiede in der Beurteilung der
Kinder sind jedoch nicht vollends auszuschlieBen. Aufgrund personeller und
finanzieller Einschrankungen ist die 5-Jdahres Nachuntersuchung nicht bei allen
eingeschlossenen Kindern moglich. Es erfolgt eine zufallige telefonische
Einladung, die Teilnahme ist freiwillig. Dies birgt die Gefahr eines Selektions-Bias,
da madglicherweise vorrangig Eltern mit einem gewissen Bildungsgrad zusagen
oder solche, deren Kind gesundheitlich geringer betroffen ist. Beide Punkte
wiurden Einfluss auf das Gesamtergebnis des Langzeitoutcomes der
Frahgeborenen nehmen und die Daten in eine falsch-positive Richtung verzerren.

Der zentrale analytische Ansatz unserer Arbeit beruht auf der Methode der
Mendelschen Randomisierung. Sie ist eines der starksten Instrumente, um den
kausalen Zusammenhang zwischen zwei Variablen zu berechnen und gleichzeitig
das Risiko von Confoundern in einer Beobachtungsstudie zu reduzieren (Grover et
al., 2017). Durch den Einsatz genetischer Varianten (rs1800562, rs1799945,
rs855791) als unabhangige biologisch randomisierte Surrogatparameter fur den
Expositionsfaktor Serumeisenspiegel ist unsere Berechnung groldtenteils
unbeeinflusst durch aullere Storfaktoren. Die tatsachliche Assoziation zwischen
den genetischen Instrumenten und unserem Risikofaktor Serumeisenspiegel,
welche eine Voraussetzung fur die Durchfihrung der Mendelschen Rando-
misierung darstellt, wurde durch genomweite Assoziationsstudien bestatigt
(Pichler et al., 2013; Sgrensen et al., 2016). Samtliche Erkenntnisse der Arbeiten
von Pichler et al. und Sagrensen et al. basieren auf Untersuchungen mit adulten
Teilnehmern. Daten bezuglich konkreter Allele mit Effekten auf kindliche
Serumeisenspiegel und Ferritinlevel wurden bisher nicht publiziert. Unsere
Annahmen uber die Auswirkung genetisch beeinflusster Eisenwerte im Blut und

die damit veranderte intestinale Eisenaufnahme bei Frihgeborenen unter 1500 g
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beruhen somit vollstandig auf Erwachsenendaten, was die groRte Limitation
unserer Studie darstellt.

Der mogliche Einfluss des maternalen Genotyps auf den plazentaren Stoffwechsel
stellt ebenfalls eine Limitation dar. Kurzlich veroffentlichte Daten von Karwowski et
al. zeigen einen Effekt eines maternalen HFE-Polymorphismus auf den
plazentaren Bleitransfer, wobei die Beeinflussung von relevanten Transport-
proteinen (z. B. HFE-Protein), die ebenfalls eine Rolle bei dem Eisentransfer von
Mutter zu Kind spielen, als atiologisch diskutiert werden (Karwowski et al., 2014).
Folglich ist ein Effekt des maternalen Genotyps auf den Eisentransport zum Kind

mit in Betracht zu ziehen.

Der Einfluss von HFE/rs1800562, HFE/rs1799945 und TMPRSS6/rs855791 auf
den humanen Eisenstatus ist in der Literatur gut beschrieben. Trotzdem sind die
zugrundeliegenden biologischen Prozesse, wie die genetischen Varianten die
Eisenaufnahme erhohen, aufgrund unzureichender funktionaler Nachweise zum
jetzigen Zeitpunkt weitestgehend unbekannt. Pleiotrope Effekte der SNPs auf den
Endpunkt NEC-Operation kdnnen daher nicht ausgeschlossen werden (Nai et al.,
2011; Traglia et al., 2011; Galesloot et al., 2013). Das Mikrobiom von anamischen
und nicht-anamischen Kindern unterscheidet sich in seiner Diversitat. Zudem ist
die Anamie ein beschriebener Risikofaktor fur die Entwicklung einer
nekrotisierenden Enterokolitis bei VLBW Frihgeborenen (Jaeggi et al., 2015; Patel
et al.,, 2016). Dies gewinnt bei der kritischen Betrachtung einer mdglichen
Polyphanie des TMPRSS6 G-Allels an Bedeutung, da Letzteres auch das
Hamoglobin steigert. Komplexe Parameter, wie Hamoglobin, werden in ihrer
Gesamtheit jedoch nur geringfligig durch einzelne Punktmutationen beeinflusst
(Van der Harst et al., 2012; Patel et al., 2016). Weitere Studien zur Klarung einer
mdglichen Assoziation zwischen Andmie und NEC sind wlnschenswert, da
insbesondere sehr kleine, unreife Fruhgeborene regelhaft von einer Anamie
betroffen sind (Franz et al., 2000).
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4.3 Schlussfolgerung und Ausblick

Unsere Daten zeigen einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem A-Allel
des genetischen Polymorphismus rs855791 des TMPRSS6-Gens und einer
erhohten NEC Rate bei Frihgeborenen mit einem Geburtsgewicht unter 1500 g.
Das A-Allel des rs855791-Polymorphismus reduziert bei Erwachsenen die Serum-
eisenspiegel. Es ist anzunehmen, dass die genetisch veranderte intestinale
Eisenresorption einen Risikofaktor flr die Entwicklung einer mikrobiellen
Dysbalance im Darm und einer NEC darstellt. Diese Assoziation konnte bei dem
Frahgeborenenkollektiv mit einer Probiotikatherapie mit Lactobacillus acidophilus
und Bifidobakterium infantis hingegen nicht mehr beobachtet werden, sodass von
einem schutzenden Effekt der Probiotikatherapie auszugehen ist. Die aktuell
gangige klinische Praxis der Eisentherapie bei Frihgeborenen wird durch die
Ergebnisse unseres 5-Jahres Follow up unterstutzt, da sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Kindern mit hoher intestinaler Eisenaufnahme im
Vergleich zu den Kindern mit intermediarer und niedriger intestinaler
Eisenaufnahme in den betrachteten Endpunkten ergab. Zudem lag der Zeitpunkt
der Diagnosestellung einer NEC im Mittel vor dem Beginn einer iatrogen
verordneten oralen Eisentherapie. Die nekrotisierende Enterokolitis als Folge der
oralen Eisensubstitution scheint damit ebenfalls unwahrscheinlich. Einschrankend
ist darauf hinzuweisen, dass die Fallzahl des 5-Jahres Follow up zum Zeitpunkt
der Auswertung mit 946 Kindern noch limitiert war. Da die Nachuntersuchungen
jedoch weiter durchgefuhrt werden, ware eine erneute Betrachtung der
Langzeitdaten der eingeschlossenen Probanden im Verlauf interessant.

In unserer Arbeit war der Polymorphismus TMPRSS6/rs855791 der grofdte
beeinflussende Faktor der intestinalen Eisenaufnahme. Da die signifikante
Assoziation zwischen einem Risikofaktor und einem Outcome nicht per se
Kausalitat bedeutet, ware eine Bestatigung unserer Daten in Bezug auf die
Assoziation von genetisch reduzierter intestinaler Eisenaufnahme bei
Erwachsenen und der nekrotisierenden Enterokolitis bei Frihgeborenen unter
15009 durch zusatzliche Studien ahnlicher GroRe und Einschlusskriterien

wunschenswert.
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5. Zusammenfassung

Frihgeborene sind eine vulnerable Patientengruppe, die aufgrund ihrer Unreife ein
hohes Risiko hat, kurz- und langfristige Komplikationen zu entwickeln. Das Ziel
jeglicher Therapie- und Pflegemalinahmen ist folglich die Entstehung typischer
Erkrankungen des Fruhgeborenen zu vermeiden und eine optimale Entwicklung
der Kinder zu gewahrleisten. Eisen ist Bestandteil diverser fundamentaler
Stoffwechselprozesse in Zellen und Organismen und von grofl3er Bedeutung fur
die physiologische Entwicklung eines Fruhgeborenen. Ebenso sind nahezu alle
enterischen Mikroorganismen auf eine ausreichende Verfugbarkeit von Eisen
angewiesen. Die nekrotisierende Enterokolitis ist eine schwerwiegende
Erkrankung, die typischerweise Frihgeborene betrifft und mit einer Todesrate von
20-30 % assoziiert ist. Aktuellen Forschungsergebnissen zufolge scheint eine
intestinale Dysbiose der NEC voranzugehen und eine orale Eisentherapie die
Diversitat des intestinalen Mikrobioms hin zu einem pathogenerem Profil zu
verschieben. Ziel unserer Untersuchung war es zu prufen, ob eine genetisch
veranderte enterale Eisenresorption (veranderter Serumeisenspiegel) Aus-
wirkungen auf das kurz- und langfristige Outcome von Fruhgeborenen unter
1500 g hat, mit besonderer Betrachtung der Entwicklung einer nekrotisierenden
Enterokolitis. Das Studienkollektiv flr diese Arbeit bestand aus Frihgeborenen mit
einem Geburtsgewicht unter 1500 g, die von 2003 bis einschlieBlich 2014 in das
German Neonatal Network sowie in die Vorlauferstudie aufgenommen wurden.
Daten zum stationaren Aufenthalt und der weiteren Entwicklung der Kinder bis
zum 5. Lebensjahr wurden mittels standardisierter Fragebdgen erhoben. Wir
isolierten die DNS von insgesamt 12.342 Kindern und genotypisierten sie im
Hinblick auf das Vorkommen genetischer Varianten mit nachgewiesenem Effekt
auf den Eisenstatus bei Erwachsenen (HFE/rs 1800562, HFE/rs1799945 und
TMPRSS6/rs855791). Das Effektallel jedes ausgewahlten Polymorphismus
steigert den Serumeisenspiegel bei Erwachsenen. Es wurden nur die Daten der
12.342 Studienteilnehmer/-innen mit erfolgreicher Genotypisierung aller 3
Polymorphismen fur die weitere Auswertung verwendet. Dies gelang bei 11.166
Kindern. Wir berechneten anhand jedes einzelnen Polymorphismus die Odds

Ratio fur das Risiko der NEC-Operation pro SD-Einheit gesteigertem
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Serumeisenspiegel mithilfe der Mendelschen Randomisierung. Je SD-Einheit
erhdhten Serumeisens (und damit niedrigeren intestinalen Eisens) durch das
TMPRSS6/rs855791 G-Allel reduzierte sich das Risiko einer NEC-Operation
signifikant mit einer OR von 0,27 (95 % Konfidenzintervall 0,11-0,65, nominales
p=0,004, adjusted p=0,011). Bei Betrachtung der klinischen Daten zeigte sich
passend zum Ergebnis der MR ein hdheres Risiko fur eine NEC-OP bei Kindern
mit einem rs855791 A-Allel ohne Probiotikatherapie (OR 1,12, 95%
Konfidenzintervall 1,08-1,70, p=0,002). Hingegen war das Risiko fur eine NEC-
OP bei Tragern des rs857991 A-Allels unter einer Therapie mit Probiotika
reduziert. Im Hinblick auf die weiteren Daten zum kurz- und langfristigen Outcome
zeigten sich keine Unterschiede. Entsprechend unserer Ergebnisse ist
anzunehmen, dass eine genetisch reduzierte Eisenresorption aus dem Darm
einen moglichen Risikofaktor fur die Entwicklung einer intestinalen Dysbiose und
NEC bei VLBW Frihgeborenen darstellt.

Dieser Befund bedarf einer Bestatigung mittels weiterer Studien von ahnlicher
GroRe und Einschlusskriterien.
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7. Anhadnge

7.1. Anhang 1: CaseReportForms

Stand: 01.01.2017

7. Anhange

Name Kind:

GNN

Name Mutter:

StraBe; Nr.:
PLZ; Wohnort:
Einschluss 1/3 Geb. Kind:
PE EV?:  Kiinik:
Labor: D HL 1

1. Einschluss ja nein 11. Lungenreifebeh. v. Geburt nein (| ja O
Nabelschnurrest eingefroren? OO Einschluss nur bei Betamethason [l
Outborn? [ [J » Ubernahmeam 1.1T! Dexamethason O
2. Geschlecht: weiblich [] mannlich (| Volistindiger Zyklus (2 Dosen + 12h nach 2. Dosis) nein [] a O
3. Mehrling nein O ja O 12. Tokolysebehandlung v. Geburt nein [] ja O
Nr. des Mehrlings: von Mehrlingen Magnesium intravends (| ~ Nifedipin (Adalat®) O
Fetofetales Transfusionssyn.?  nein [ ] ja [] ja, mitLaser [ Fenoterol (Partusisten®)  [] O
4. Informationen zur Geburt nein ja 2 Atosiban (Tractotile®) (|

3
Blasensprung vor Wehen? O YO s Tokolyse seit (Datum):

[
:;Euf’n: Uhrzeit: : .i 13. Weitere MaBnahmen? nein [] ja O
Geburtsmodus: 75 Cerclage (| in SSW:

]
Spontangeburt  [] Sectio [ Notsectio [ ; Pessar O in SSW:

? Progesteron O seit SSW:
APGAR 5 Minuten % = stationdrer Aufenthalt der Mutter O SSW:

9 § > 1 Woche
APGAR 10 Minuten A

S8
Nabelarterien-ph: y %’ § 14. Antenat. Antibiotische Therapie nein [] ja O
Nabelarterien BE (+/-): ’ g 8 Cephalosporine (|

(+1-) s Metronidazol (Clont®) O

5. Geburtsdaten / Gestatic Iter (GA) g Ampicillin und andere Penicilline O
GG: g Korpertemp.: y °C % Imipenem/Meropenem O

S

2
KL: y cm GA: + » Od
KU: y cm % 15. Ursache der zu friihen Geburt

5
6. Erstversorgung - Uhrz. Geb.: : = unhemmbare Wehen  [] patholog. CTG [l
Versorgung in den ersten 60 Minuten: V.a. Amnioninfektion O Wachstumsretard./patholog. Doppler O
Sustained Inflation O Pufferung O EPH-Gestose [0  |Placentalosung O
LISA [l Volumensubstitut. (10 mikg KG) [] HELLP O Anhydramnie / BS > 5 Tage O
Surfactant uber Tubus [ Adrenalin O Fruchtblasenprolaps O
Intubation (| Herzdruckmassage O [

Keine d. MaBnahmen O 16. Alter und Herkunft der Mutter Alter: Jahre

7. CRIB-Score (erste 12h)

Niedrigster BE (+/-) min. 02: max. 02:

y mmol/l % %
I—> Wenn "N.-BE" > 0, dann eine "98" dokumentieren.

8. Schwere Fehlbildungen oder Chromosomopathien

nein [ a
9. Niedrigster MAD (innerhalb der ersten 24 h)
Manschette  [] Arterie [] mmHg
10. Katecholamine in d. ersten 24h? nein O ja
Von Liibeck Monitor korr. Eingabe

FB1V7 Eingabe

auszufiillen

Datenbogen des Kindes bitte ausfiillen und zusammen

mit je zwei Mundschleimhautabstrichen von Mutter und Kind an die Studienzentrale senden.:

O
O

Asien

Afrika

Naher Osten,
einschl. Turkei u. Nordafrika

Deutschland

ubriges Europa
einschl. Russland

O
17. Schulabschluss der Mutter
Hochschulreife [] Realschule [] Sonstiges/ Kein Abschluss
18. Vorausgegangene Geburten? nein O ja
Wenn ja: keine rémischen Zahler
Gravida: (ohne diese Geburt)
Para: (ohne diese Geburt)
Friihgeburten vor 37 + 0 SSW?: nein [ ja
(ohne diese Geburt)
!Hierm/t bestétige ich die Richtigkeit der Angaben: _!
| |
' '
. . |
Name/Unterschrift (dokum Arzt/Arztin . s

ooOd
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Stand: 01.01.2017

7. Anhan

ge

Name Kind:
‘NN Behandlung 2/3
— Geburtstag: Kiinik: Nr:
HL 1
1. Prophylaktische Medikamente O 10. Sonstige Medikamente nein [] ja [
Vitamin K : nein ja oral Acetylcystein ~ [] Hydrocortison  [] Omeprazol O
(| a - O Ambroxol [0  Ibuprofen O Phosphat O
Teicoplanin/Vanco zur Sepsis-Prophylaxe O Ca-Gluconat [ Indomethacin  [] Prednisolon O
Fluconazol zur Pilzsepsis-Prophylaxe O Ca-Glycerolph. [] Insulin O Ranitidin O
Indomethacin zur Prophylaxe der IVH O Calcium O L_Thyroxin O Sildenafil (|
Erythropoeitin zur Anamie-Prophylaxe O Ca-Phosph. O Na-Gluconat O Urflc}g%fsa?‘{xf:h.-saure (|
O Dexamethason ~ []  Na-Glyceroph. [] Vitamine-nicnto  []
Eisen O Na-bicarbonat [] Zink O
2. Antibiotische Therapie nein [] ja O Glucose O Naci O Kalium/KCl O
Amikacin O Clarithromycin ] Meropenem O - O
AmphotericinB  [] Erythromycin O I(\élqu'nidazol O
Ampi/Amoxicillin - [] Flocloxacill. O Mezlocillin O 11. Probiotika nein [ ja O
Ampi/Sulbactam  [] Fluconazol O Piperacillin o = Lactobacillus + Bifidobacterium (z.B.Infloran®) O
Cefazolin O Fosfomycin O Tazobactam o - Lactobacillus GG (z.B. Infectopharm LGG®) O
Cefotaxim O Gentamicin O Teicoplanin O E-coli (z.B. Mutaflor®) O
Ceftazidim O tgli‘gf‘rj)em O Tobramycin O O
Cefuroxim (M| Linezolid O Vancomycin O
12. Impfungen (stationar) nein O ja O
O 6-fach-Impfstoff (TDP;HiB,IPV,HB) O
3. Katecholamin-Therapie nein [] ja O Pneumokokken-Konjugat O
Dopamin O Dobutamin [ RSV passiv (Palivizumab) O
Noradrenalin O Adrenalin O Rotaviren: — Rotarix O
4. Analgetika u. Sedativa nein [] ja O - RotaTeq O
Paracetamol O Midazolam O Piritramid O O
Morphin O Fentanyl [0  sulfentanit []
Thiopental O Phenobarbital O Propofol a = 13. Medik. Wg. NW abgesetzt? nein [] ja
Pentobarbital  [] Chloralhydrat O Diazepam [ wg.
Andere O 14. Zentr.-vendse Katheter nein [] ja O
- Katheterart: zvk O NVK O Silastik [
5. Surfactantgabe nein [] ja O [ Komplikationen?: » »
Wenn ja, bitte Anzahl und Darreichungsform angeben: X 15. Arterielle Katheter nein O ja O
mit Sonde / Spontanatmung O Nabel-Arterienkatheter [
mit Tubus O periphere Arterienkatheter O
6. Diuretika nein [] ja O = Extremitatennekrosen? nein [ ja O
Furosemid (Lasix) O 16. Nahrungsaufbau
Hydrochlorothiazid O Beginn Nahrungsaufbau am . Lebenstaa
Spironolacton (Aldactone) O Erstmals vollstandig oral (150 ml/kg) . Lebenstaa
7. Inhalative Medikamente nein [] ja O Anzahl der Tage mit iv-Zugang Tage
Salbutamol O Budesonid [] Atrovent O . wihrend
. i bei Entlassung
Furosemid O Sultanol O Flutide O Nahrung des Aufenth.
NO O Pumicort [ Muttermilch O rymeeem= O ;7/;\_\ ; ;: e zur
O Spenderinnenmilch O : ahinicht 1 [ i N[({L (\w das i
8. Transfusionen "bitte komplett ausfiillen” nein [] ja O FG-Nahrung (z.B. HuO) [ i streichenl '+ M ! Textfeld "andere !
Keine  1x 2x 3x Anzahl bei >3 x : Pre-Nahrung 0O i--meme-e- | ; _Nahrung” unten.
Blut (EK): O O O O X Nahrungszusitze : [ O
FFP: - O O O O X Zusatze auf Station:
TK: -0 O O O X Zusatze bei Entlassung:

Wenn “ja", dann auch "Keine" angeb., da freie Felder als "keine Angabe" gefuhrt werden

9. Atemanalept. Medikamente nein

Coffein [ Theophyliin []

O

ja

Doxapram

Datenbogen des Kindes bitte ausfiillen und zusammen mit dem Bogen 3 (griin)
nach Entlassung/Verlegung ohne wieder Aufnahme des Kindes an die Studienzentrale senden.
Kilinik fiir Kinder und Jugendmedizin, Prof. Dr. W. Gépel, 23538 Liibeck

andere Nahrung (Entl. | St.)

O

- Felder frei lassen, wenn keine Zusatze !

Von Lubeck

FBZV7 Eingabe

iftillen

O

Monitor korr. Eingabe

Bitte nicht liber die Bezeichnung FB2V6 stempeln!
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Stand: 01.01.2017

7. Anhange

Name Kind:
‘GNN Verlauf 3/3
Geburtstaq: Klinik: Nr.:
HL 1
1. Sauerstoffzufuhr nein [] ja O
Beginn : ‘Wenn das Kind mit O2-Bedarf entlassen wurde, dann entsprlchti
Endg. Beendigung: < E "Endg. Beendigung" dem Entlassungsdatum. ;
. 5 . .
Sauerstoffbedarf bei Entlassung? nein O a o 7. Pneumonie / NEC (Kriterien NEO-KISS)
2. Atemhilfe nein [ ja O = nein ja vor72h nach72h
CPAP O O g Pneumonie: oo O
CPAP mit Beatmungshuben (nasal/pharyngeal) (| a @ NEC Il / Il (auch ohne OP): Ood
HFO - CPAP [Endg. Beendigng. dieser Atembilfen bitte: [ O = 8 Schidelsonogramm nein [0 ja O
Highflow o _ _UMenbeiPunkt@angeben o O: ¢ nein  ja  Grad: | 0 mooow
3. Beatmungsmodus nein [ ja O: 2 IVH O O - O O O O
Konventionelle Beatmung (IMV; SIMV; etc.) O O: g = pPvL O O
Hochfrequenzoszillation (HFO) O [J: 5 9. Hiftsono nein [] ja
P8
4. Tracheale Beatmungszeiten (+ Beatmng. beior) nein [] ja O i e - Huftgelenksdyspl. >= 2 nach Graf nein O ja O
1. Beatmg. vom bis = & 10. Ophthalmol. Untersuchung nein [] ja O
2. Beatmg. vom bis s max. ROP-Stadium: - Ziffern 0 bis 5 ; @ entspricht 0
3. Beatmg. vom bis 2 nein ja Datum: links rechts bds.
4. Beatmg. vom bis kl (Bevacizu{nab o0 O O O
2 Bsp.: Avastin
5. Beatmg. vom bis < Laser o0 O O O
6. Beatmg. vom bis “x;“ Kryo o0 O O O
7. Beatmg. vom . ) bis ;% 11. Apparatives Horscreening nein O ja O
Endg. Beendigung jegl. Langzeit-Atembhilfe sl Alliy
(CPAP / tr. Beatmung / u. a.) . unauffellig -~ [ auftallig - [
Beatmung bei Entlassung? nein O ja O 12. Operationen nein O ja O
5. Pneumothorax/ PIE nein (| ja O nein ja Datum
nein ja PDA-OP o 0O .
PIE O d NEC-OP O O .
Pneumothorax mit Drainage O g Lebenstag FIP-OP O O .
- unter trachealer Beatmung O a VP-Shunt O O . .
- unter CPAP O O Herniotomie (| O . .
- Spontanatmung O 0O Sonst. OPs? O O .
6. Sepsis/SIRS (Kriterien NEO-KISS) nein O ja O Art der OP (Freitext in Druckbuchstaben):
Beginn innerhalb 72h ? O O
Il Erreger in Blutkultur? O O
Erreger-Nr.: Datum Erregernachweis: 13. BPD (nach Walsh, 35+0 bis 36+6 SSW) nein O ja O
1. Sepsis: - 0O2-Bedarf < 30% (moderat) O
2. Sepsis: - 0O2-Bedarf > 30%, CPAP od. Beatmung (schwer) []
3. Sepsis: -
Andere Sepsiserreger: d 14. Entlassung/Verlegung (ohne Wiederaufnahme!)
Erregerkatalog:
kein Keimnachweis 00 00 m Datum Entlassung: . .
Enterokokken ENT 34 Gewicht: Gramm
Enterobacter ENB ’39 KU: ] [ cm KL: [l cm
Pseudomonas aeruginosa PAE 42
Staphyl. epidermidis KNS 32 nach Hause (]
Staphyl. aureus SAU 31
Staphyl. Aureus Oxacillin resist. MRSA 51 Verlegt [ - Grund:
E. coli ESBL bildend ESBL_ECO 50
Klebsialla ESBL bildend ESBL_KLE 153 Tod in Klinik [ - Gruna:
E. feacium/ E. feacalis Vancomycin resist. VRE 52
Serratia SER 40
Listeria monocytogenese LMO 43
Candida CAN 46 Von Liibeck Eingabe Monitor korr. Eingabe
Strepokoko Gruppe B BST 33 e FB3VT |
Datenbogen des Kindes bitte ausfillen und zusammen mit dem Bogen 2 (gelb) IHierm” bestétige ich die RiChﬁgke” der Angaben" I
napr! En_'tIaS§ungNerlegung ohne wn.eger Aufnahme des__Kindes an die__Studienzentrale senden.: i i
Klinik fiir Kinder und Jugendmedizin, Prof. Dr. W. Gopel, 23538 Liibeck n.N.i ne / .';J_$ e r_.c-h_i f.‘J.‘k’i"L' .ir.Zt_/. _A.F_IZ E.‘l) -
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7. Anhange

7.2. Anhang 2: Protokoll zur DNS-Isolierung aus Mundschleimhautabstrichen
mit dem QIAamp® 96 DNA Kit

© N o bk 0N~

10.

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.

28.

Tupfer in Eppendorf-Reaktionsgefalie (Eppis) brechen

+ 400 pl PBS (Phosphatgepufferte Salzlésung) in alle Eppis

+ 400 pl AL-Puffer in alle Eppis

+ 20 pl Protease — sofort 15 Sekunden vortexen

1 Stunde bei 56 °C im Thermoschuttler inkubieren, Speed 500

+ 400 ul Ethanol in alle Eppis — vortexen

96er-Saulen auf den S-Block setzen — vortexen

2x600 yl Probe in die 96 Wells geben (Tupfer ausdricken) — mit Folie
verschlielen

Austarieren der Zentrifuge: 1050 yl Wasser auf 96er-Saulen mit S-Block
geben und mit der Folie verschliel3en 4 Minuten bei 6000 rpm zentrifugieren
FlUssigkeit aus den S-Blocken ausschutten, Block auf Papier ausklopfen und
unter die Saulen stellen

+ 500 ul Waschpuffer 1 — mit Folie verschliel3en

Austarieren der Zentrifuge: + 500 ul Wasser — mit Folie verschliel3en

2 Minuten bei 6000 rpm zentrifugieren

Blocke nicht leeren

+ 500 ul Waschpuffer 2 — mit Folie verschliel3en

Austarieren der Zentrifuge: + 500 yl Wasser — mit Folie verschlie3en

15 Minuten bei 6000 rpm zentrifugieren

96er-Saulen auf die blaue 96er-Platte setzen (Elution Microtubes CL)

+ 200 pl AE-Puffer — mit Folie verschliel3en

Austarieren der Zentrifuge: + 200 ul Wasser — mit Folie verschliel3en

4 Minuten bei 6000 rpm zentrifugieren

+ 200 pl AE-Puffer — mit Folie verschliel3en

Austarieren der Zentrifuge: + 200 ul Wasser — mit Folie verschliel3en

5 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren

4 Minuten bei 6000 rpm zentrifugieren

Saulen verwerfen, AE-Puffer aus der Negativ-Kontrolle pipettieren

Proben aus der blauen 96er-Platte in eine Deep-Well-Platte pipettieren
(450 pl)

Deep-Well-Platte mit Folie verschlie3en, beschriften und bei -20 °C lagern

Zentrifuge: Sigma 4-16
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7. Anhange

7.3. Anhang 3: Protokoll zur DNS-Isolierung aus Nabelschniren mit dem

Gentra® Puregene® Tissue Kit

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Nabelschnur etwa 100 mg klein schneiden

+ 3 ml Cell Lysis Solution

+ 30 pl Puregene Proteinase K — vortexen

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

+ 15 pl RNase A Solution — vortexen

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

Fir 3 Minuten im Eis runterkihlen

+ 1 ml Protein Precipitation Solution — sofort 20 Sekunden hochtourig
vortexen

10 Minuten bei 5000 rpm zentrifugieren — Proteine befinden sich jetzt in Form
eines festen Pellets am Boden des Rohrchens

DNS-Uberstand in ein neues Réhrchen mit 1 ml Protein Precipitation Solution
uberfuhren und die Proteinfallung wiederholen — auf Eis pipettieren

3 ml Isopropanol 100 % in ein neues Rohrchen pipettieren

Den DNS-Uberstand dazugeben und das Réhrchen vorsichtig Giber Kopf
schwenken

5 Minuten bei 5000 rpm zentrifugieren — DNS befindet sich jetzt als Pellet am
Boden des Rdhrchens

Uberstand vorsichtig abgieRen und das Réhrchen kopfiiber auf sauberes
Papier abtropfen lassen — auf Pellet achten

+ 3 ml Ethanol 70 % — Probe vorsichtig durchspulen, um das DNS-Pellet zu
waschen

5 Minuten bei 5000 rpm zentrifugieren

Alkohol vorsichtig abgiel3en, Réhrchen Uber Kopf auf Papier abtropfen lassen
Ethanolwaschschritt wiederholen

Réhrchen Uber Kopf auf sauberem Papier fur etwa 2 Stunden lufttrocknen
lassen

+ 150 pl DNS Hydration Solution — vorsichtig mit Pipette durchspilen

Uber Nacht bei 25 °C im Thermoschdittler inkubieren, Speed 300 oder bei
Raumtemperatur langer stehen lassen, hin und wieder bewegen, da die
langen DNS-Strange sonst zerbrechen

DNS-Konzentrationsmessung: Einstellung auf 50-70 ng/ul

Zentrifuge: Heraeus Megafuge 2.0
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7. Anhange

7.4. Anhang 4: Genotypisierungsanalyse mittels TagMan®-PCR

PCR und Detektion von cDNA

a. Assay-Komponenten
Wi
— Sonde Y Reverse primer
Forward primer ,' m—
SIP-\___ cDMA Template - 3
8T NN O N T
e =5 ~a— cONA
3 5
b. Denaturiertes Template und Anlagerung der Assay-Komponeniten i LEGENDE
3 5 3
S —m e Reverse primer Zufalls-Primer
. Sonde ;1 - b FAM™-Farbstoff
FIT W_ I I —@ @
GIWBrC prmer Quencher
>_I 1 1 /I 1L L I__%
- Minor Groove
¥ 5 WGBS Binder
c. Signalerzeugung ’Sﬁﬁ'gaﬁ Gold®
olymerase
T 5
[ [ JILLTLT . Sonde
» ff x Reversa primear .
—(E.—~ ! Primer
Forward primer * | - MGEB
. = e b)‘ ' 2 ‘ Template
[N R AR AR ANy i TS i
3 5 Erweiterter Primer

Abbildung 4: Die Abbildung 4 zeigt die Funktionsweise von Genotypisierungsanalysen mit dem StepOne™
Real-Time PCR System von Applied Biosystems. Bindet die mit einem fluoreszierenden
Farbstoff markierte Sonde wahrend der PCR an die entsprechende Komplementarsequenz
zwischen Forward- und Reverse-Primer, so wird sie durch eine Tag-DNS-Polymerase
gespalten. Daraufhin entfernt sich der Reporter-Farbstoff vom Quencher, das Fluoreszenz-
signal verstarkt sich und kann gemessen werden.

(Quelle: http://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/cms_048139.pdf)
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7. Anhange

7.5. Anhang 5: Allelische Diskriminierung mittels Cluster-Plot

Marker: Zall: ®
rs855701 Platted Legend
* Undetermined
I & Alels X
78
w Alele Y
S| B NTC
& W
-5
2.3 "y
"l'r :
F.L ] L []
H e
P '-__""
-': L -
1.8
g Jd LT Ik
=
z
&
2
=
E 1.3
=
n ¥
iy f- L
fos
8 . B ..'.h"i'
0.8 .l ..I. .
&
0.2
0.2 s 13 18 232
Allele X (re855791_A)
Abbildung 5: Die Abbildung 5 zeigt die allelische Diskriminierung von DNS-Proben (Platte 6) hinsichtlich

des SNP rs855791 mittels Cluster-Plot. Die rote Wolke umfasst die DNS-Proben der
Frihgeborenen mit einem homozygoten Wildtyp (in diesem Fall das A-Allel). Die blauen
Punkte sind die DNS-Proben, bei denen ein homozygoter Genotyp fiir den Polymorphismus
rs855791 (in diesem Fall das G-Allel) nachgewiesen werden konnte. Die griine Wolke enthalt
die Frihgeborenen mit heterozygotem Genotyp. Mit einem schwarzen ,X* sind DNS-Proben
gekennzeichnet, die nicht eindeutig einem Genotyp zugeordnet werden konnten. Hier fand,
wenn maoglich, eine manuelle Einteilung statt oder die DNS-Probe wurde nicht in der
Auswertung verwendet.
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7. Anhange

7.6. Anhang 6: Tabelle 9: Klinische Daten aufgeschliisselt fiir die
HFE/rs1799945 Genotypen

Tabelle 9: Klinische Daten aufgeschlisselt fur die HFE/rs1799945 Genotypen

CcC CG GG Total®
rs1799945 S(nledrl_ges / (Igtermec_llarels (hohes_ S:ljumelsenl
Genotyp erumeisen ‘Serumeisen . niedriges
hohes intestinales intermediares intestinales Eisen)
Eisen) intestinales Eisen)

n = 8330 n = 2625 n =211 n=11.166
Gestationsalter 28,7127 28,7127 28,8+2,6 28,727
(Wochen)
Geburtsgewicht 1063 + 303 1065 + 300 1059 + 303 1064 + 302
(9)
Mannliches 51,2 50,4 52,1 51,1
Geschlecht
Mehrlingsgeburt 33,0 35,0 35,5 33,6
SGA 18,0 17,5 19,0 17,9
Erythropoetin 13,1 14,0 11,5 13,3
Eisen 85,7 86,4 89,6 85,9
Bluttransfusionen 40,1 40,2 43,3 40,2
Probiotika 41,3 40,3 41,2 41,0
Sepsis 12,9 13,3 12,4 13,0
NEC 25 2,7 1,4 25
FIP 1,9 23 3,8 2,0
IVH 16,7 17,5 171 16,9
ROP 3,3 35 24 33
Tod 34 25 3.3 3.2

SGA, small for gestational age; NEC, nekrotisierende Enterokolitis; FIP, fokale intestinale Perforation; IVH,
intraventrikuldre Hémorrhagie; ROP, Retinopathia praematurorum. Werte angegeben als Mittelwert +
Standardabweichung oder %. Statistische Auswertung: y?-Test und t-Test. Kein signifikanter Unterschied
(p =<0,05) zwischen dem Genotyp CC und GG.

aFehlende Daten: Gestationsalter n = 2; SGA n = 3; Erythropoetin n = 38; Eisen n = 3; Bluttransfusionen
n = 16; Probiotika n = 3; Sepsis n =66; FIPn =18; IVHn = 13; ROP n = 6.
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Tabelle 10: Klinische Daten aufgeschlusselt fir die HFE/rs1800562 Genotypen

GG GA AA Total?

(niedriges (Intermediares (hohes Serumeisen/
rs1800562 Serumeisen/ Serumeisen/ niedriges
Genotyp hohes intestinales intermediares intestinales Eisen)

Eisen) intestinales Eisen)

n =10332 n =819 n=15 n=11.166
Gestationsalter 287+27 28927 30,9+3,0 28,727
(Wochen)
Geburtsgewicht 1063 * 302 1075 *+ 304 1287 + 263 1064 + 302
(9)
Mannliches 50,9 52,7 46,7 51,1
Geschlecht
Mehrlingsgeburt 33,5 34,7 40,0 33,6
SGA 17,7 20,1 33,3 17,9
Erythropoetin 13,3 12,5 6,7 13,3
Eisen 85,8 87,5 80,0 85,9
Bluttransfusionen 40,4 37,7 20,0 40,2
Probiotika 411 40,2 33,3 41,0
Sepsis 12,9 13,8 6,7 13,0
NEC 2,5 2,3 0 25
FIP 2,1 1,0 0 2,0
IVH 171 15,2 13,3 16,9
ROP 3,4 2,3 0 3,3
Tod 3,3 2,2 0 3,2

SGA, small for gestational age; NEC, nekrotisierende Enterokolitis; FIP, fokale intestinale Perforation; IVH,
intraventrikuldre Hémorrhagie; ROP, Retinopathia praematurorum. Werte angegeben als Mittelwert +
Standardabweichung oder %. Statistische Auswertung: y?-Test und t-Test. Signifikanter Unterschied
(p =<0,05) zwischen dem Genotyp GG und AA fett und unterstrichen.

aFehlende Daten: Gestationsalter n = 2; SGA n = 3; Erythropoetin n = 38; Eisen n = 3; Bluttransfusionen
n = 16; Probiotika n = 3; Sepsis n =66; FIPn =18; IVHn = 13; ROP n = 6.

78



7. Anhange

7.8. Anhang 8: Tabelle 12: Klinische Daten aufgeschliisselt fiir die

kombinierten Genotypen

Tabelle 12: Klinische Daten aufgeschlisselt fur die kombinierten Genotypen

Keine Ein oder zwei Zwei bis vier Total®
(niedriges (Intermediares (hohes Serumeisen/
kombinierte Serumeisen/ Serumeisen/ niedriges
Genotypen hohes intestinales intermediares intestinales Eisen)
Eisen) intestinales Eisen)

n = 1473 n = 8095 n = 1598 n=11.166
Gestationsalter 286 +2,6 28,7127 289+27 28,727
(Wochen)
Geburtsgewicht 1052 + 303 1063 + 302 1078 + 301 1064 + 302
(9)
Mannliches 51,4 50,8 52,2 51,1
Geschlecht
Mehrlingsgeburt 33,6 33,1 35,7 33,6
SGA 17,7 17,7 19,0 17,9
Erythropoetin 13,1 13,5 12,2 13,3
Eisen 84,5 86,0 86,6 85,9
Bluttransfusionen 41,8 40,2 38,5 40,2
Probiotika 39,9 41,6 39,4 41,0
Sepsis 13,0 12,9 13,2 13,0
FIP 1,7 21 2,2 2,0
IVH 17,9 16,9 16,1 16,9
ROP 3,3 3.4 2,8 3,3
Tod 35 33 2,6 3.2

SGA, small for gestational age; FIP, fokale intestinale Perforation; IVH, intraventrikuldre Hédmorrhagie, ROP,
Retinopathia praematurorum. Werte angegeben als Mittelwert + Standardabweichung oder %. Statistische
Auswertung: y?-Test und t-Test. Kein signifikanter Unterschied (p=<0,05) zwischen dem Genotyp ,keine
Mutation®und ,zwei bis vier Mutationen®.

aFehlende Daten: Gestationsalter n = 2; SGA n = 3; Erythropoetin n = 38; Eisen n = 3; Bluttransfusionen
n = 16; Probiotika n = 3; Sepsisn =66; FIPn =18; IVHn =13, ROP n = 6.
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