Aus der Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin
der Universitat zu Liibeck

Direktor: Prof. Dr. med. Egbert Herting

Auswirkungen genetischer
Risikotaktoren fiir Erkrankungen

Erwachsener bei Frithgeborenen

Inauguraldissertation
zur
Erlangung der Doktorwiirde
der Universitat zu Liibeck
- Aus der Sektion Medizin -

vorgelegt von
Lynn Petersen

aus Hamburg

Liibeck 2017



Erklarung

Ich versichere, die vorliegende Arbeit selbststdndig und nur unter Benutzung

der angegebenen Hilfsmittel angefertigt zu haben.

Liibeck 2017



1. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Wolfgang Gopel

2. Berichterstatter /-in: Priv.-Doz. Dr.med. Yorck Hellenbroich
Tag der miindlichen Priifung: 12.12.2017

Zum Druck genehmigt. Liibeck, den 12.12.2017

Promotionskommission der Sektion Medizin



Inhaltsverzeichnis

Einleitung

1.1 Fiir diese Arbeit relevante Erkrankungen . . . . . . . . . .. ..
1.1.1 Lungenerkrankungen . . . . . . . . ... ... ... ...
1.1.2 Neurologische Erkrankungen . . . . . . .. .. ... ...
1.1.3  Glucosestoffwechsel . . . . . . ... ... ...
1.14  Gefaerkrankungen . . . . . . . .. ..o

Material

2.1 Allgemeines Arbeitsmaterial . . . . . . ... ...
2.2 DNA Isolierung . . . . . .. . .. .
23 DNA Gehalt . . . ... ...
2.4 TagMan SNP Genotypisierung . . . . . . . . .. ... ... ...

Methoden

3.1 DNA Proben . .. ... ... ...

3.2 DNA Isolierung . . . . . . . . .. ... ...

3.3 DNA Gehalt der Proben . . . . . ... ... ... ... ...

3.4 TagMan SNP Genotypisierung . . . . . . . . . . ... ... ...
3.4.1 Vorbereiten der Reaktionsplatten . . . . . . . .. .. ..
3.4.2  Prinzip der SNP Genotypisierung mit dem TagMan . . .

3.5 Statistik . . ...

Ergebnisse

4.1 Klinische Daten und Genotypen . . . . . . . . . ... ... ...
4.2 Lungenerkrankungen . . . . . .. ... ... L.
4.3 Neurologische Erkrankungen . . . . . . . .. ... ... ..
4.4 Glucosestoffwechsel . . . . . . ... oo

24
24
24
24
25

26
27
27
29
29
29
30
33



4.5 Gefafserkrankungen . . . . ..o o000

5 Diskussion
5.1 Lungenerkrankungen . . . . . . .. .. ... ... oL
5.2 Krampfanfdlle . . . . . .. ... oo
5.3 Glucosestoffwechsel . . . . . ... ... 0oL
5.4 Gefafserkrankungen . . . .. ..o L

6 Zusammenfassung
7 Danksagung
8 Anhang

Literaturverzeichnis

41
43
45
46
47

49

51

52

60



Abbildungsverzeichnis

3.1

8.1
8.2
8.3
8.4

Prinzip der allelischen Diskriminierung mit dem TaqMan . . . . 31
Einverstandniserklarung . . . . .. .. ... o000 53
Aufklarungsbogen . . . . . ... L 54

Datenbogen fiir Genetische Risikofaktoren bei Frithgeborenen . . 55
Neonatalerhebungsbogen . . . . . . .. .. ... ... ... ... 56



Tabellenverzeichnis

1.1

3.1

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8

8.1

Diagnosekriterien BPD . . . . . .. ..o 13
PCR Programm . . . . . . . . ... ... 33
Ubersicht klinische Daten von 2099 Frithgeborenen . . . . . . . 34
Genotypverteilung . . . . . ... 0oL 35
rs4950928, Sauerstofftherapie und Beatmung . . . . . . . . . .. 36
rs4950928 und Erkrankungen . . . . . ... o000 36
Therapie assoziiert mit rs3923809 . . . . . . . . ... ... ... 37
rsb60887 und postnatale Gewichtszunahme . . . . . . . . . . .. 38
Hoher Glucosespiegel, G6PC2 und Komplikationen . . . . . .. 39
rs1333049 und potentiell mit Gefafserkrankungen assoziierte Kom-

plikationen bei Frithgeborenen . . . . . . .. ... ... 40
Poweranalyse . . . . . . ... ... ... L. 52



Abkiirzungsverzeichnis

Abb.
ADHS
AMPA

ART
BMI
BPD

bzw.

CI1

CPAP

dl
dNTP
DNA
EEG
ELBW

et al.

evt.

FAM
FEF25-75

FEV1
FVC

Adenin (Nukleinséure)

Abbildung
Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitats-Syndrom
engl.alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoazolepropionic acid

Assistierte Reproduktionstechniken

Body Mass Index

Bronchopulmonale Dysplasie

beziehungsweise

Cytosin (Nukleinsdure)

Zentimeter

Kontinuierlich positiver Atemwegsdruck ( engl.= conti-
nuous positiv airway pressure)

Deziliter

Desoxynucleotidtriphosphat

Desoxyribonukleinsédure

Elektroenzephalogramm

Extrem untergewichtige Neugeborene (engl.— exremely
low birth weight infants)

und andere (lat. et alii)

eventuell

Fluoreszein

forcierte expiratorische Fluss zwischen 25% und 75% des
ausgeatmeten Volumens

Einsekundenkapazitét

forcierte Vitalkapazitét ( engl. forced vital capacity)



GABA
Hb
HFO
H>0
IgE

IL
IVH
kDA
kgKG
KHK

LBW

MAF
MEF5q

mg
mmHg
mmol
ng

nm

PCR
PDA
PEF
p.m.
PLM
PO,
RLS
ROP

Guanin (Nukleinsdure)

Gramm

Gammaaminobuttersdure (-acid)

Hémoglobin

Hochfrequenzoszillations Beatmung

Wasser

Immunglobulin E

Interleukin

Intraventrikulare Hamorrhagie

Kilodalton

Kilogramm Koérpergewicht

Koronare Herzkrankheit

Liter

untergewichtige Neugeborene (engl.= low birth weight
infants)

minor allel frequency

Maximale expiratorische Atemstromstéarke bzw. Fluss-
gewindigkeit (flow) zu dm Zeitpunkt bei dem noch 50
Prozent der VC auszuatmen sind (Lungefunktionsprii-
fung)

Milligramm

Millimeter Quecksilberséule

Millimol

Nanogramm

Nanometer

Sauerstoft

Polymerasekettenreaktion

Persistierender Ductus arteriosus

Peak Expiratory Flow (Lungenfunktionspriifung)

post menstruationem

Periodic Limb Movements

Sauerstoffpartialdruck

Restless Legs Syndrom

Frithgeborenenretinopathie



rpm
RSV

RV

SD

SNP

SOg.

SSW

T

T1D

T2D

Tab.

TGF beta
TLR

u.a.

u.a.m.
USA
il

VC
VEGF
VIC

VLBW
z.B.
ZNS
z.T.

rounds per minute

Respiratory Syncytial Virus
Residualvolumen (Lungenfunktionspriifung)
Standardabweichung

Single Nucleotide Polymorphism

So genannt

Schwangerschaftswoche

Thymin (Nukleinséure)

Diabetes mellitus Typ 1

Diabetes mellitus Typ 2

Tabelle

Transforming growth factor beta
Toll-like Receptor

unter anderem

und anderes mehr

United States of America

Mikroliter

Vitalkapazitat (Lungenfunktionspriifung)
engl.—vascular endothelial growth factor
Fluoreszenzfarbstoff, Patent der Firma Applied Biosys-
tems

Very-low-birth-weight

zum Beispiel

Zentrales Nervensystem

zum Teil



Kapitel 1
Einleitung

Ziel dieser Arbeit ist es, genetische Faktoren zu identifizieren die eine Rolle bei
der Entstehung von typischen Erkrankungen Frithgeborener, spielen. Obwohl
die neonatologische Intensivmedizin in den letzten Jahren grofse Fortschrit-
te gemacht hat und die Zahl der iiberlebenden Friihgeborenen kontinuierlich
steigt [1, 2|, stellt Frithgeburtlichkeit in den Industrienationen die Hauptur-
sache fiir Mortalitdt und Morbiditdt bei Kindern dar. Die Mortalitédtsraten
von Frithgeborenen korrelieren mit dem Geburtsgewicht und dem Gestations-
alter [3, 4, 5]. Ursache hierfiir sind typische Erkrankungen die durch unrei-
fe Organsysteme entstehen. Dieser Umstand macht eine intensivmedizinische
Versorgung notig, die ihrerseits an einigen der Erkrankungen mit beteiligt ist.
2009 wurden in Deutschland 665.126 Kinder lebend geboren, davon 46.034 mit
einem Geburtsgewicht unter 2500g (6,9%) [6].

Neugeborene (1-28. Lebenstag) konnen anhand ihres Geburtsgewichts in
Untergewichtige Neugeborene (LBW) < 2500g, in Sehr untergewichtige Neuge-
borene (VLBW) < 1500g und Extrem untergewichtige Neugeborene (ELBW)
< 1000g eingeteilt werden. Richtet man sich nach dem Gestationsalter, dann
handelt es sich bei einem Kind das vor dem 259. Tag (< 37. vollendete Schwan-
gerschaftswoche) geboren wurde um ein Frithgeborenes.

Wenn die Medizin ein besseres Verstandnis fiir die Ursachen und Risiken
von Komplikationen der Frithgeborenen entwickelt, konnte die Neugeborenen-
versorgung verbessert werden und idealerweise Morbiditdt und Mortalitat ge-
senkt werden.

Es gibt zahlreiche Risikofaktoren fiir Frithgeburtlichkeit. Dabei stellen vor-



herige Frithgeburten den stédrksten Risikofaktor dar |7, 8|. An zweiter Stelle
stehen Mehrlingsschwangerschaften. 17% der Geburten vor der 37. Schwanger-
schaftswoche und 23% der Geburten vor der 32. Schwangerschaftswoche sind
Mehrlinge [9, 10]. Die weitverbreitete Moglichkeit einer assistierten Reproduk-
tion fiihrt dazu, dass es vermehrt zu Mehrlingsschwangerschaften kommt, da
die Rate von Mehrlingsschwangerschaften mit assistierenden Reproduktions-
techniken (ART) bei Sterilitdt etwa 20fach gegentiber denen natiirlicher Em-
pfangnis erhoht ist. 2010 gab es laut dem Deutschen IVF-Register 5038 Gebur-
ten nach ART, davon waren 1.052 (20,88%) Zwillinge und 43 (0,85%) Drillinge
[11]. Ebenso fiihrt eine Zervixinsuffizienz zu einer Fehl- oder Frithgeburt. Sie
entsteht durch verschiedene Faktoren, dazu zdhlen u.a. Mehrlingsschwanger-
schaften, Zervixrisse bei einer vaginalen Geburt, verlangerte vorzeitige
Wehentéatigkeit, Verletzungen der Zervix bei einem Kaiserschnitt und operati-
ve Eingriffe an der Zervix, wie z.B. Dilatation mit Kurettage und Konisation
[12, 13, 14, 15, 16, 17, 18]. Auch eine pathologische Uberdehnung des Ute-
rus durch z.B. Multiple Schwangerschaften, Polyhydramnion oder Leiomyome
u.a.m. sind gut beschriebene Risikofaktoren [19, 20].

Eine kurze Zervix im Ultraschall [21] und uterine Fehlbildungen korrelieren
mit einem relativen Risiko fiir eine Frithgeburt. Eine Frithgeburtenrate von 17%
wird fiir einen Uterus unicornis beschrieben [22]. Frauen mit einem Uterus du-
plex haben ebenfalls ein hoheres Risiko gegeniiber Frauen mit einer normalen
Anatomie (29% versus 3%) [23]. Infektionern werden in verschiedenen Studi-
en aus unterschiedlichen Fachdisziplinen mit Frithgeburtlichkeit assoziiert. So
konnten Pathologen in Plazenten von Frithgeborenen histologische Beweise fiir
eine Chorioamnionitis in 20% bis 70% der Félle finden. 30% bis 60% dieser Fal-
le hatten eine positive, mikrobiologische Kultur |24, 25, 26, 27, 28, 29]. Auch
vaginale Blutungen im ersten und/oder zweiten Trimenon gehen mit einem
erhohten Risiko fiir Frithgeburt einher [30, 31, 32].

Wichtige kindliche Ursachen sind fetale Anomalien die mit einem Frithge-
burtenrisiko bzw. mit vorzeitigen Wehen einher gehen [33, 34|. Liegt eine fetale
Wachstumsrestriktion vor oder ein exzessives fetales Wachstum, so steigt das
Risiko fiir eine Frithgeburt [35, 36, 37]|.



Der Fortschritt der neonatalen Intensivmedizin macht es moéglich, dass ein
Kind ab der vollendeten 22. Gestationswoche iiberleben kann. Durch die feh-
lende Organreife konnen verschiedenste Komplikationen entstehen. Man kann
davon ausgehen, dass mehr als 50% der Kinder mit einem Geburtsgewicht von
600 - 1000g und mehr als 85% der Frithgeborenen mit einem Geburtsgewicht
von 1000 - 1500g {iberleben.

Im Folgenden soll auf mogliche und fiir diese Arbeit relevante Komplika-

tionen néher eingegangen werden.

1.1 Fiir diese Arbeit relevante Erkrankungen

1.1.1 Lungenerkrankungen

Kindliches Asthma bronchiale

Unter kindlichem Asthma versteht man eine anfallsweise auftretende hoch-
gradige Atemnot, infolge variabler und reversibler Bronchialobstruktion durch
Entziindung und Hyperreaktivitdt der Atemwege. Das Asthma bronchiale ist
eine der haufigsten chronischen Erkrankungen im Kindesalter (Pravalenz 10%)
[38]. Es entsteht wahrscheinlich durch das Zusammenwirken von verschiedenen
Genen und zahlreichen Umwelteinfliissen. Die extrinsisch-atopische Form ist
Immunglobulin-E (IgE) vermittelt, wodurch es zur Freisetzung von verschie-
den Mediatoren kommt (u.a. Histamin). Diese Mediatoren fiihren zu einem
Bronchospasmus und spéter, iiber einen Entziindungsvorgang, zu einer Hyper-
reagibilitit der Bronchien. Zur Diagnostik gehoren u.a. Lungenfunktionstests,
allerdings ist dazu die Mitarbeit des Kindes notig, weshalb sie sich nur fiir
Kinder ab dem 4.-6. Lebensjahr eignen. Bei einem Asthma bronchiale sind
FEV,, VC, MEFsy, PEF im Anfall erniedrigt und die Resistance sowie das
RV erhoht.

Ober et al. [39] haben zeigen konnen, dass ein Promotor SNP, rs4950928
(-131C->G) in CHI3L1, ein Chitinase 3-like 1 Gen auf Chromosom 1 (1p32.1),
das fiir YKL-40 codiert, assoziiert ist mit erhohten YKL-40 Serumwerten,
Asthma und bronchialer Hyperreagibilitat. YKIL-40 ist ein 40kDA grofses He-
parin bindendes Glykoprotein, dessen genaue Rolle noch nicht bekannt ist.

Die Serumwerte von YKL-40 sind bei Patienten mit kindlichem Asthma er-
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hoht, aber auch bei Patienten mit Chronisch Obstruktiver Lungenerkrankung,
Rheumathoider Arhtritis und verschiedenen Krebserkrankungen [40, 41, 42].
Die Serumwerte korrelieren dabei mit der Schwere des Asthmas, der Dicke der
subendothelialen Basalmembran und der Lungenfunktion. Dabei sind keine
Geschlechtsunterschiede festzustellen. Es konnte eine signifikante Assoziation
zwischen dem rs4950928 C Allel und Asthma und einer abnehmenden FEV;,
einem abnehmenden FFEFy5_75 Wert, sowie einem abnehmenden FEV;:FVC
nachgewiesen werden. Kein signifikanter Zusammenhang konnte zwischen dem
rs4950928 C Allel und einer Atopie oder erhohten Serum Igk Werten ermittelt
werden. Mdoglicherweise konnen die YKL-40 Level als Biomarker fiir Asthma
verwendet werden. Wenn diese auch bei Friithgeborenen mit BPD erhoht sind,

koénnte man sie dort ebenfalls einsetzen.

Bronchopulmonale Dysplasie

Friihgeborene haben meist einen Surfactantmangel, der zum Atemnotsyndrom
und damit zum respiratorischen Versagen fiihrt. Eine dann durchzufiihrende
Beatmung kann ein Barotrauma /Volutrauma, erhohte Sauerstoffzufuhr, pul-
monale und systemische Infektionen zur Folge haben, was zu Schédigungen
der unreifen Lunge fithrt. Daraus kann eine BPD entstehen. 15-30% der Friih-
geborenen mit einem Geburtsgewicht < 1000 g oder einer Schwangerschafts-
dauer von < 28 Wochen erkranken an einer BPD, bei Frithgeborenen, die nach
der 32. Schwangerschaftswoche geboren werden, ist die Erkrankung eine Ra-
ritdt [43, 44]. Obwohl die Effekte im Erwachsenenalter noch nicht vollstandig
bekannt sind, ist doch klar, dass friihe Verletzungen der Lunge lebenslange
Konsequenzen nach sich ziehen. So haben VLBW Kinder ein wesentlich erhoh-
tes Risiko fiir Krankenhausaufenthalte auf Grund von Lungenerkrankugen im
Erwachsenenalter [45].

Bei der BPD handelt es sich um eine schwere Lungenerkrankung der Friih-
geborenen, die bei 10-20% der Kinder mit einem Geburtsgewicht von 1000 -
1500g und bei 20-50% der Kinder mit einem Geburtsgewicht von 500 - 1000g
auftritt [46]. Bei Frithgeborenen, die nach der 32. Schwangerschaftswoche ge-
boren werden kommt die BPD so gut wie nicht vor. Sie entwickelt sich aus dem
Zusammenwirken der unreifen Lunge der Frithgeborenen, einem Barotrauma,

durch die maschinelle Beatmung mit hohem Inspirationsdruck und der Toxi-
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zitét von Sauerstoff, sowie erblichen Faktoren [47, 48]. Diese Faktoren fiithren
zu zwei pathophysiologischen Prozessen oder einer Mischung aus beiden:

1. Atemwegsverletzungen, Entziindung und Alveolarfibrose durch Sauerstoff,
Barotrauma und Infektionen. Diese Verdnderungen treten gehauft bei Kindern
mit BPD auf, die vor der Einfithrung von moderneren Therapien geboren wur-
den. Man spricht deshalb auch von der ,klassischen BPD.

2. Eine Unterbrechung der Lungenentwicklung, mit einer Rarifizierung der Al-
veolarsepten, was zu weniger und groferen Alveolen und einer Fehlgestaltung
der Gefafversorgung fiihrt. Diese Verdanderungen treten bei Kindern auf, die
geboren wurden als die Therapie mit préanatalen Glucokortikoidgaben und Sur-
factant etabliert war. Diese Kinder wurden auch weniger traumatisch beatmet
und erhielten geringere Sauerstoffmengen, hatten im Vergleich allerdings das
geringere Geburtsgewicht. Man spricht in diesen Féllen von der ,neuen BPD
[49].

Bei beatmungsbedingter Hyperoxie entstehen freie Radikale, besonders Su-
peroxidanionen und Wasserstoffperoxid, die die Funktion von Enzymen be-
eintrachtigen konnen. Neugeborene haben eine verminderte Fahigkeit diese
Radikale abzubauen. Dies erklédrt sich durch die geringere Aktivitit der Su-
peroxiddismutase, einem Enzym das Superoxidradikale in Wasserstoffperoxid
umwandelt. Wasserstoffperoxid wiederum wird von den Enzymen Glutathion-
peroxidase und Katalase zu Sauerstoff und Wasser abgebaut, deren Aktivitat
ebenfalls vermindert ist [50]. Dieser Sachverhalt macht die besondere Sauer-
stofftoxizitdt in der Neonatalperiode deutlich.

Tabelle 1.1 zeigt die Definition und wichtige diagnostische Kiterien der BPD.

Fiir die Diagnosestellung beurteilt man Kinder mit einem Gestationsalter
kleiner 32. Wochen in der 36. Woche und Kinder mit einem Gestationsalter
grofer gleich 32 Wochen zwischen dem 29. und 55. Lebenstag bzw. bei Entlas-
sung. Man stellt die Schwere der Erkrankung fest, indem man den Sauerstoff-
bedarf bzw. die Notwendigkeit einer Betamung oder CPAP Therapie zu diesem
Zeitpunkt beurteilt. In den aktuellen Leitlinien ist dazu eine ,physiologische*
Definition von Walsh et al. aufgenommen worden. Demnach sollen Frithgebo-
rene, die im Alter von 36 Wochen p.m. einen zusétzlichen Sauerstoffbedarf
aufweisen, einem Belastungstest unterzogen werden. Dabei wird in definierten

Schritten der Sauerstoff bis auf Raumluftniveau entzogen und die Sauerstoff-
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(Gestationsalter < 32 Wochen > 32 Wochen

Beurteilungszeitpunkt | 36 Wochen p.m. oder bei > 28 Tage aber < 56
Entlassung Tage postnatal oder bei

Entlassung

Sauerstoffgabe > 21% fiir mindestens 28 Tage und

leichte BPD Raumluft ab 36 Wochen Raumluft ab 56 Tage
p.m. postnatal
mittelschwere BPD | 22-29% Sauerstoffbedarf | 22-29% Sauerstoffbedarf
ab 36 Wochen p.m. ab 56 Tage postnatal
schwere BPD > 30% Sauerstoffbedarf | > 30% Sauerstoffbedarf
und/oder Beatmung ab und/oder positiv
36 Wochen p.m. pressure ventilation ab

56 Tage postnatal

Tabelle 1.1: Diagnosekriterien BPD

sattigung dieser Kinder kontrolliert und beurteilt. Patienten, die wihrend des
Sauerstoffentzugs und fiir eine halbe Stunde unter Raumluft eine minimale
Sauerstoffsattigung von grofer 90% halten konnen, haben demzufolge keine
BPD [51]. Umgekehrt heift das, dass die Frithgeborenen, die ohne zusétzli-
chen Sauerstoff eine Sattigung von mindesten 90% nicht halten konnen, eine
BPD haben. Unterschieden werden soll dabei, wie die Tabelle 1.1 illustriert,
zwischen einer moderaten ( F'iOy 22-29%) und einer schweren (FiO, > 30%)
BPD.

Pravention und Therapie: Bei drohender Friihgeburt werden zur Lungen-
reifung pranatal Kortikosteroide verabreicht. Diese reduzieren die Inzidenz des
Atemnotsyndroms und die Beatmungsabhangigkeit, wenn zwischen der ersten
Gabe und der Geburt mindestens 24 Stunden liegen. Nicht ausreichend be-
legbar ist der Effekt prénatal verabreichter Kortikosteroide auf die BPD-Rate
[52].

Die postnatale Gabe von Kortikosteroiden senkt laut Leitlinie die BPD-
Rate, aber nicht die Mortalitat. Wobei die Indikation zur Dexamethasonthe-
rapie streng zu stellen ist, da Studien zeigen konnten, dass VLBW Kinder,
die mit Dexamethason behandelt wurden, im Klein- und Schulkindalter kogni-

tiv schwéicher waren und eine hohere Rate an Cerebralparesen aufweisen [53].

13



Einige Studien, u.a. Wattenberg et.al., konnten zeigen, dass signifikante neu-
rologische Nebenwirkungen nicht bei ELBW Kindern auftraten, die postnatal
mit Hydrocortison anstatt Dexamethason therapiert wurden [54].

Unerwiinschte Wirkungen der Glucocorticoidtherapie, wie Hyperglycédmien,
Hypertonie und gastrointestinale Blutungen sowie intestinale Perforation soll-
ten nicht aufer acht gelassen werden [55, 56]. Deshalb sollte Dexamethason
nicht vor dem 8. Lebenstag und nur bei beatmeten Friithgeborenen mdglichst
niedrig dosiert und kurz gegeben werden.

In einigen Langzeitstudien stellte sich heraus, dass bei Kindern mit BPD in
der Anamnese im Alter von 6-15 Jahren weiterhin bronchiale
Obstruktion, Hyperreaktivitit und Entziindung nachweisbar sind [57, 58, 59,
60, 61]. Wie beim Asthma ist bei diesen Kindern bis zu einem Alter von 3
Jahren die Vitalkapazitiat und die F'E'V) erniedrigt, sowie das RV erhoht. Epi-
soden mit expiratorischen Stenosegerduschen wie beim Asthma, sind bei Kin-
dern und Teenagern mit BPD in der Krankengeschichte hiufig [62, 63, 64]
und bei 40-50% der Kinder mit BPD in der Anamnese kann eine Hyperrea-
gibilitat der Atemwege bei korperlicher Belastung, bei Histamin- und Metha-
cholinprovokation nachgewiesen werden [65]. Auch neuere Studien, wie die von
Baraldi, belegen, dass ehemalige BPD Patienten im Schulalter und jungem Er-
wachsenenalter haufig eine klinisch inapparente variable Atemwegsobstruktion
aufweisen [66]. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Patienten iiberwiegend die
gleichen Symptome haben. Angemerkt werden sollte, dass die Pravalenz der
Hyperreagibilitat sich nicht von der Frithgeborener ohne BPD unterscheidet.

Wenn man Polymorphismen nachweisen konnte, die mit einer bronchialen
Hyperreagibilitdt und Asthma assoziiert sind und bekannt ist, dass viele der
Kinder mit BPD ein Asthma entwickeln, gleiche Symptome und Merkmale
zeigen, so stellt sich die Frage, ob sich die ,Asthma SNP* -Varianten auch bei
den Frithgeborenen nachweisen lassen, die eine BPD entwickeln.

Wenn dem so sein sollte, hat man vielleicht ein Instrument mit dem man
das Problem der spaten Diagnosestellung einer BPD umgehen kann. Treten in
der ersten Lebenswoche klinische Friihzeichen einer sich entwickelnden BPD
bei einem Frithgeborenen auf, wie persistierende Atemnot, Sauerstoffabhén-
gigkeit und typische radiologische Verdnderungen, so konnte man nach den

entsprechenden ,, Asthma SNP* Varianten suchen.
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1.1.2 Neurologische Erkrankungen
Neonatale Krampfanfille

Das Risiko fiir Krampfanfille steigt mit sinkendem Geburtsgewicht und nied-
rigem Gestationsalter. So treten bei VLBW -Kindern Krampfanfélle mit einer
Héufigkeit von bis zu 10% auf.

Krampfanfille werden als unwillkiirliche, selbst limitierende Muskelkontrak-
tionen definiert. Sie sind Ausdruck von abnormen, exzessiven, synchronen Ent-
ladungen zerebraler Neuronen. Wahrscheinlich sind diese Dysfunktionen der
Neuronen getriggert durch metabolische Stérungen (hohes Fieber, Hypokal-
zémie, Hyponatramie), Schiadel-Hirn-Traumata, Ischdmien, Infektionen (Me-
ningitis, Encephalitis, Sepsis), Blutungen u.a.m.. Krampfanfélle kénnen auch
die Manifestation einer chronischen Storung der neuronalen Funktion sein, wie
z.B. perinatale Asphyxie, genetische Erkrankungen, Hirntumoren oder neuro-
degenerative Erkrankungen. Von diesen sog. symptomatischen Krampfanféllen
werden idiopathische Krampfanfille und Epilepsien unterschieden, wobei es
vererbbare Formen gibt. Krampfanfélle treten bei Neugeborenen im Vergleich

zu allen anderen Altersgruppen am héaufigsten auf.

Es ist klinisch schwierig zu entscheiden welche Bewegungsphdnomene bei
Frithgeborenen wirklich Krampfanfille darstellen bzw. Bewusstseinsverdnde-
rungen zu ermitteln. Das liegt zum einen daran, dass die typischen EEG Ver-
anderungen, Spikes iiber der Frontal- und Zentralregion, auch bei Neugebo-
renen zu finden sind die keine klinischen Anzeichen von Anféllen zeigen und
zum anderen ist die Morphologie der Anfille bei Frithgeborenen anders als bei
Reifgeborenen und élteren Kindern, sie erscheint weniger komplex. Auch ist es
moglich, dass Krampfanfille, die in den subkortikalen Regionen des Gehirns
entstehen, im EEG nicht detektierbar sind. Typische generalisierte tonisch-
klonische Anfdlle und Absencen treten sehr selten in den ersten zwei Lebens-
jahren auf und kommen bei Neugeborenen nicht vor [67].

Neugeborenenkrampfe sind voriibergehende Ereignisse mit Zeichen und/oder
Symptomen von abnormaler und tiberméfsiger neuronaler Aktivitdt des Ge-
hirns. Epilepsie ist ein Zustand mit wiederkehrenden Kriampfen. Bei Unter-

suchungen einiger padiatrischer Epilepsiezentren stellte sich heraus, dass 20%
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der iiberwiesenen Kinder keine epileptischen Anfille hatte |68, 69]. Kénnte es
also sein, dass einige Frithgeborenen gar keine Krampfanfille haben, sondern
andere Bewegungsstorungen vorliegen?

Besonders Fokal-Klonische Anfille bestehen aus repetitiven, rhythmischen
Kontraktionen einzelner Muskelgruppen der Extremitéten, des Gesichts oder
des Rumpfes, erscheinen also &hnlich wie das RLS. Gleiches gilt fiir Myoklo-
nien. Darunter versteht man ebenfalls Kontraktionen definierter Muskelgrup-
pen, der Extremitdten (im ganzen oder nur distale Abschnitte), des Rump-
fes, des Zwerchfells oder des Gesichts. Sie unterscheiden sich von klonischen
Anféllen durch die Wiederholungsrate und die Persistenz.

Das bei Friih- und Neugeborenen am héaufigsten verwendete Antiepilepti-
kum ist Phenobarbital (5-Ethyl-5-phenylbarbitursdure), ein Barbiturat mit
langer Wirkdauer. Es bindet und aktiviert inhibitorische GAB A o-Rezeptoren
im zentralen Nervensystem (ZNS). GABA (Gammaaminobutterséure (-acid))
ist der wichtigste hemmende Neurotransmitter im ZNS. Phenobarbital
blockiert auferden den AMPA-Rezeptor, eine Untergruppe der Glutamatre-
zeptoren. Glutamat ist der wichtigste erregende Neurotransmitter im ZNS.

Insgesamt ergibt sich daraus eine dampfende Wirkung.

Restless Legs Syndrom und Periodic Limb Movements

Beim Restless Legs syndrom (RLS) kommt es zu einem nicht unterdriickba-
ren Drang die Lage der Beine zu verdndern. Besonders in Ruhe, meistens am
Abend und in der Nacht, kommt es zu Missempfindungen wie Ziehen, Krib-
beln, Spannen und typischerweise auch zu uncharakteristischen Schmerzen.
Die Symptome bessern sich durch Bewegung. Die Missempfindungen fiihren
zu Ein- und Durchschlafstérungen und nach dem Einschlafen zu periodischen,
stereotypischen Bewegungen der Gliedmafen (PLM in sleep), diese konnen zu
wiederholtem kurzen Aufwachen, sog. Arousals, fithren. Dadurch kann es zu
ernst zu nehmenden Schlafstorungen kommen. Die Ursachen dieser Erkran-
kung sind noch nicht abschlieffend geklart. Meist tritt das RLS idiopathisch
auf, allerdings auch familidr gehduft, bei Schwangerschaft, bei Einnahme von
Dopaminantagonisten, bei Urdmie und bei Storungen des Eisenstoffwechsels
(niedriges Ferritin <50 ng/ml). Es kommen ein gestorter Transmitterstoffwech-

sel, besonders des Dopamins, und Verédnderungen in der Substantia nigra in
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Betracht. Man konnte zeigen, dass es zu einer Aktivierung der Nuclei ruber
und des Hirnstammes kommt, wenn die Symptome auftreten. Fiir die Diagno-
sestellung wurden vier essentielle Kriterien aufgestellt: Bewegungsdrang der
Beine, meist assoziiert mit sensiblen Storungen unterschiedlicher Qualitéat oder
Schmerzen. Ausschliekliches Auftreten in Ruhe und Entspannung. Besserung
oder sistieren durch Bewegung. Zirkadiane Rhythmik mit Uberwiegen der Sym-
ptome am Abend und in der Nacht. Zusatzkriterien sind positives Ansprechen
auf Dopamin, Ein- und Durchschlafstérungen und eine positive Familienana-
mnese [70]. Das RLS kommt sowohl bei Kindern als auch bei Erwachsenen
vor, wobei die Prévalenz mit dem Alter zunimmt [71]. Kinder zwischen 8 und
17 Jahren sind zu etwa 2% betroffen, bei ihnen hatte in tiber 70% zumindest
ein Elternteil ebenfalls das RLS [72]. Verschiedene Studien identifizierten Gen-
loci auf unterschiedlichen Chromosomen, 2q [73|, 6p|74, 75|, 9p [76, 77|, 12q
[78, 79|, 14q [80], 15q [75] und 20p [81] die fiir das RLS prédisponieren.

Das héufigere Allel A des SNP rs3923809, im Intron des BTBD9 Gens auf
Chromosom 6p21.1 ist signifikant mit dem RLS und PLM assoziiert. Dies gilt
auch fiir Patienten die nur PLM haben, die Kriterien fiir ein RLS aber nicht
erfiillen. Bei Patienten mit RLS ohne PLM in sleep ergab sich keine Assoziation
mit dem A Allel. Es bestehen zudem zweimal so viele Limb Movements pro
Stunde bei AA homozygoten Patienten gegeniiber GG homozygoten [74]. Es
wurde also eine genetische Determinante fiir PLM identifiziert und es wére
interessant zu erfahren, ob das A Allel des rs3923809 SNPs auch mit PLM in
einem anderen Kontext aufter dem RLS assoziiert ist.

Da es, wie oben beschrieben, schwierig ist Krampfanfélle bei Frithgeborenen
zu diagnostizieren, haben wir uns die Frage gestellt, ob diese Bewegungsphéno-
mene bei Frithgeborenen nicht mit dem rs3923809 Polymorphismus assoziiert
sein konnten und ob deshalb Friihgeborene, die das A-Allel des rs3923809 tra-
gen, haufiger mit Phenobarbital behandelt werden.
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1.1.3 Glucosestoffwechsel

Der Glucosestoffwechel hat eine zentrale Bedeutung fiir das Wachstum und die

normale Entwicklung des Gehirns von Feten und Neugeborenen.

Diabetes mellitus

Diabetes Typ 2
Der Typ 2 Diabetes (T2D) ist eine chronisch, metabolische Erkrankung, die
meist erst im Erwachsenenalter diagnostiziert wird.

Man konnte zeigen, dass der SNP rs560887 eine Rolle bei ,Niichtern Plas-
maglucosespiegeln” und bei der Funktion der beta-Zellen im Pankreas spielt. Er
ist auf Chromosom 2 im Intron 3 des G6PC2 (glucose-6-phosphatase catalytic
unit 2) Gens lokalisiert. Dieses Gen codiert fur die katalytische Untereinheit 2
von Glucose-6-Phosphatase, die selektiv in den Inselzellen des Pankreas expre-
miert wird. Man geht davon aus, dass G6PC2 die Glycolyse und auch die durch
Glucose stimulierte Insulinsekretion beeinflusst, indem es Glucose-6-Phosphat
dephosphoryliert. G6PC2 knockout Méause zeigen einen erniedrigten ,Niich-
tern Plasmaglucosespiegel und eine normale Insulinsensitivitdt. Das A Allel
des SNP rsb60887 ist assoziiert mit erniedrigten , Niichtern Plasmaglucosewer-
ten“ und erniedrigten HbAlc (glycogeniertes, adultes Hamoglobin) Werten.
Weitere Analysen haben ergeben, dass Tréger des rsb60887 A Allels ein gerin-
geres Risiko haben eine milde Hyperglycdmie zu entwickeln. Es besteht kein
Zusammenhang mit ,Niichtern Insulinspiegeln und BMI (Body Mass Index)
bei iibergewichtigen Kindern und es gibt keine Assoziation mit einem erhohten
Risiko fir Typ 2 Diabetes [82].

Hyperglykamie bei Frithgeborenen

Die meisten Frithgeborenen benétigen eine parenterale Zufuhr von Glucose,
da eine adadquate enterale Zufuhr fehlt. In diesem Zusammenhang treten héu-
fig Hyperglykédmien auf. Hyperglykédmie ist ein signifikanter Risikofaktor fiir
Mortalitdt und Morbiditét bei Frithgeborenen und kommt bei ELBW Kindern
in 40-80% vor [83], wobei das Risiko fiir Hyperglykdmien mit sinkendem Ge-
stationsalter steigt, aber nicht bzw. nur gering vom Geburtsgewicht abhangt

[84, 85]. Die erhohten Blutzuckerspiegel fiihren zu Polyurie und damit zur De-
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hydrierung. Diese hat zur Folge, dass es zu erhohter Serumosmolaritit und
intrakranielen Blutungen kommen kann [46]. Man kennt bis heute nicht den
genauen Grund fiir die Hyperglykdmie bei Frithgeborenen. Sie ist oft mit einer
Insulinresistenz verbunden, von der man glaubt, dass sie durch eine wahrend
der Hyperglykiamie persistierende hepatische Glucoseproduktion entsteht, wei-
terhin scheint auch eine periphere Insulinresistenz beteiligt zu sein [86]. Ein
neonataler Diabetes mellitus ist sehr selten. Er ist definiert als persistierende
Hyperglykdmie in den erstem Lebensmonaten, die {iber mehr als zwei Wochen
andauert und eine Insulintherapie notwendig macht. Als Therapie der Hyper-
glykdmie bei Neugeborenen (ab Blutzuckerwerten zwischen 180-200 mg/dl)
wird empfohlen, die Glucosezufuhr zu reduzieren und Insulininfusionen zu ge-
ben. Dabei sollte der Blutzucker zwischen 80 und 160 mg/dl gehalten werden
[46]. Ein frither routineméfiger Einsatz von Insulin sollte vermieden werden, da
er die Mortalitdt erhoht. Wenn bei Hyperglykidmie die Reduzierung der Glu-
cosezufuhr auf 6mg/kgKG erfolglos bleibt, ist eine Insulintherapie weiterhin
sinnvoll [87].

Die vorliegende Arbeit untersucht ob Frithgeborene, die das A-Allel des
rsb60887 Polymorphismus tragen, seltener mit Insulin behandelt werden miis-

sen.

1.1.4 Gefafierkrankungen
Koronare Herzkrankheit und Myokardinfarkt

Eine Koronare Herzerkrankung (KHK) entsteht auf dem Boden von Athero-
sklerose der Koronargefife, wodurch es hauptséchlich zu Angina pectoris An-
fallen und Myokardinfarkten kommt. Eine endotheliale Dysfunktion fiihrt zur
Atherosklerose. Ursachen der endothelialen Dysfunktion sind sog. kardiovas-
kulédre Risikofaktoren, dazu zéhlen u.a. arterieller Hypertonus, Hypercholes-
terindmie, Diabetes mellitus und genetische Faktoren. Bleibt die endotheliale
Dysfunktion bestehen, kommt es zu einem Entziindungsprozess und zur Proli-
feration im subintimalen Raum des Gefafses. Im Verlauf kommt es zu weiteren
Veranderungen die schliefslich zu einer stenosierenden Plaque fithren. Die Ste-
nose oder aus den Plaques geloste Thromben fiihren zu Hypoxie des anschlie-

fslenden Stromgebietes, was sich als Angina pectoris und/oder Myokardinfarkt
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aufsert.

Eine Arbeitsgruppe [88] hat 2007 den SNP rs1333049 (MAF=0,494), mit
dem selteneren C Allel, auf Chromosom 9p21.3 identifiziert, der mit KHK
und Myokardinfarkt assoziiert ist. Untersucht wurden Patienten, die vor dem
60. bzw. 66. Lebensjahr einen Myokardinfarkt hatten, wie auch Patienten mit
grofsem familidren Risiko. Es stellte sich heraus, dass jede Kopie des C Al-
lels die Wahrscheinlichkeit zu erkranken erhoht. Die Region enthélt aufserdem
die codierenden Sequenzen fiir zwei Cyclin-abhéngige-Kinase-Inhibitoren CD-
KN2A (codiert fiir das INK4 Protein pl6INK4a) und CDKN2B (codiert fiir
p15INK4b), die eine wichtige Rolle in der Regulation des Zellzyklusses spielen
und vielleicht sind sie, durch ihre Rolle in der TGF-beta- induzierten Wachs-
tumsinhibition, an der Pathogenese der Atherosklerose beteiligt. TGF-beta ge-
hort zu den transforming growth factors. Es handelt sich um ein Protein, das
u.a. Proliferation und Differenzierung in vielen Zellen kontrolliert. TGF-beta
stoppt den Zellzyklus in der G1 Phase tiber die Cyclin-abhingige-CDK-Kinase
und so die Proliferation. Dadurch spielt es nicht nur eine Rolle im Immunsys-
tem und bei Krebserkrankungen, sondern auch bei Herzerkrankungen, Diabe-
tes mellitus und dem Marfan Syndrom. Es fungiert in normalen Epithelien
und in der frithen Onkogenese als Antiproliferationsfaktor [89] und kann die
Apoptose induzieren. Die Ansprechbarkeit kardiovaskuldrer Zellen auf diese
protektiven Eigenschaften von TGF-beta wird wahrscheinlich von Cholesterin

verringert, was die Entstehung von Atherosklerose begiinstigt.

Hypertension, Myokardinfarkt und Friihgeburtlichkeit

Es gibt Daten, die fiir eine mogliche Beteiligung eines geringen Geburtsge-
wichts an der Entwicklung einer essentiellen Hypertonie im Erwachsenenalter
sprechen, allerdings weniger deutlich als in fritheren Studien [90] angenommen.
Um diesen moglichen Zusammenhang zu erkléren gibt es unterschiedliche Hy-
pothesen. Eine gut untersuchte Hypothese geht von einer , kongenitalen Oli-
gonephropathie* aus, diese entsteht auf Grund von intrauterinen Wachstums-
storungen, die zu einer gestorten Entwicklung der Nieren fiihrt. Man findet
eine geringe Anzahl Nephrone in den Nieren von Menschen mit geringem Ge-
burtsgewicht, was zu einer kompensatorischen Erhéhung des Blutdruckes fiihrt

[91, 92]. Untersuchungen ergaben, dass der Blutdruck von Friihgeborenen im
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Vergleich zu Reifgeborenen im Erwachsenenalter héher lag und dass ihre Nie-
ren im Ultraschall kleiner sind [93, 94|. Dies passt zu der Beobachtung, dass
die Anzahl der Nephrone bei Frithgeborenen geringer ist [95].

Da Geféfsveranderungen die Grundlage verschiedener Erkrankungen des Friih-
geborenen sind, z.B. Frihgeborenretinopathie (ROP) | Hirnblutungen, persis-
tierende Ductus arteriosus und zur Frithgeburt fiihrende Plazentainsuffizienz,
wird in der vorliegenden Arbeit die Haufigkeit dieser Komplikation bei Friih-
geborenen mit unterschiedlichem rs1333049 Genotyp bestimmt.

Frithgeborenenretinopathie
Bei der Friihgeborenenretinopathie handelt es sich um eine Vaskularisierungs-
storung, die zu retinalen Blutungen fiihrt [96, 97]. Je unreifer ein Kind ist
desto hoher liegt die Inzidenz. Sie schwankt nach einer multizentrischen Stu-
die in den USA (2000 bis 2002) zwischen 8% fiir Kinder die > 32 SSW geboren
wurden, 19% fiir Kinder die von der 27 bis 31 SSW geboren wurden und 43%
fiir Kinder die < 27 SSW geboren wurden [98].

Normalerweise ist die Vaskularisierung der Retina ca. in der 36. Schwanger-
schaftswoche in den nasalen Anteilen und ca. in der 40. SSW in den tempora-
len Anteilen abgeschlossen, folglich bei Frithgeborenen noch unvollstéandig. Als
Wachstumsreiz herrscht intrauterin in der Retina Sauerstoffmangel, mit einem
Sauerstoffpartialdruck von etwa 30mmHg. Postnatal steigt dieser, besonders
unter Beatmung, auf 90-100mmHg oder mehr. Auch wenn die Pathogenese
noch nicht vollstédndig geklart ist, geht man davon aus, dass der sauerstoff-
abhéngige VEGF (vascular endothelial growth factor) infolge der postnatalen
Hyperoxie gehemmt wird. Das fithrt in der Frithphase der ROP zu einer Ob-
literation bereits existierender Retinagefifse. Im weiteren Verlauf bilden hypo-
xische Retinaabschnitte VEGF, woraus eine pathologische Neovaskularisation
entsteht. Die neu gebildeten Gefafte wachsen in den Glaskorper, es kommt zu
Blutungen und zur Bildung von fibrovaskuléren Strangen. Diese konnen Zug
auf die Retina ausiiben, sodass es zur Netzhautablosung und schlimmstenfalls

zur Erblindung kommt, meistens jedoch erfolgt eine spontane Regression.
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Persistierender Ductus arteriosus
Der Ductus arteriosus (PDA) ist eine normale Kurzschlussverbindung zwischen
Pulmonalarterie und Aorta, zur Umgehung der Lunge im fetalen Kreislauf.
Nach der Geburt verschliefst sich dieser normalerweise. Bleibt die Verbindung
langer bestehen spricht man vom PDA. Es kann ein Links-Rechts-Shunt entste-
hen, mit Lungenédem und Mangeldurchblutung im groften Kreislauf. Oft bleibt
ein PDA aber auch klinisch stumm. Die Inzidenz des PDA korreliert invers mit
dem Gestationsalter, bei etwa 30% der VLBW Kinder tritt er auf [99]. Nach
der Geburt kommt es durch steigenden Sauerstoffpartialdruck zur Konstriktion
des PDA und zum endgiiltigen Verschluft durch Proliferation und Fibrosierung
des Endothels, dhnlich wie bei der Atheraosklerose. Dabei ist TGF-£ vielleicht
beteiligt. Bei Frithgeborenen reagiert die unreife Muskulatur im PDA nicht

ausreichend auf den Konstriktionsreiz.

Plazentainsuffizienz

Man unterscheidet zwischen einer chronischen und einer akuten Plazentain-
suffizienz. Die akute geht meist mit einer vorzeitigen Plazentalosung einher,
die chronische Plazentainsuffizienz ist bedingt durch z.B. Diabetes mellitus,
Priaeklampsie, (Schwangerschafts induzierter -) Hypertonus, Niereninsuffizienz
und Infektionen. Dies alles kann zu einer Frithgeburt fithren. Eine Gefafibetei-
ligung liegt bei allen diesen Erkrankungen vor, sodass man hier ebenfalls einen
Einfluss von SNP rs1333049 vermuten konnte.

Hirnblutungen bei Frithgeborenen
Viele Frithgeborene versterben an intraventrikuldren Blutungen [100, 101], die
aufgrund der fragilen Anatomie entstehen [99]. Die Atiologie der Erkrankung
ist noch nicht geklart. Ungilinstig wirken sich Hypoxie, Hyperkapnie, Hypo-

thermie und Hyperglykidmie aus.
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Zusammenfassend mochte die vorliegende Arbeit folgende Fragestellungen

klaren:

1) Haben Frithgeborene, die homozygote Alleltrager des Asthma Risikoal-
lels rs4950928 C sind, ein erhohtes Risiko fiir eine Sauerstofftherapie oder die
Entwicklung einer BPD?

2) Werden Friithgeborene, die homozygote Tréiger des Restless legs-Risiko-Allels
rs39233809 A sind, gehéuft mit Phenobarbital behandelt?

3) Ist das homozygote C Allel des Polymorphismus rs560887 mit einem ge-
héuften Auftreten einer Insulintherapie assoziiert?

4) Treten bei Frithgeborenen, die homozygot fiir das C Allel des rs1333049
Polymorphismus sind, gehéuft vaskuldare Komplikationen wie Hirnblutung und

operationspflichtige Frithgeborenenretinophathie auf?
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Kapitel 2

Material

2.1 Allgemeines Arbeitsmaterial

Pipetten Reference 0,5ul-10pl, 100-100pl, 10011-1000p! Eppendorf GmbH,
Hamburg

Filter Tips steril, RNase/DNase free, GreinerBio-One GmbH, Frickenhausen
Vortex, IKA, Staufen

2.2 DNA Isolierung

Abstrichréhrchen, steril, Hain Diagnostic GmbH, Nehren
Reaktionsgefafse 1,5 ml, Eppendorf GmbH, Hamburg
QIAmp DNA mini Kit, Qiagen, Hilden

Absoluter Ethanol, Merck, Darmstadt

Thermoschiittler, Eppendorf GmbH, Hamburg
Zentrifuge, Eppendorf GmbH, Hamburg

2.3 DNA Gehalt

Pico-Green dsDNA Quantitation Kit, MoBiTec, Gottingen
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2.4 TagMan SNP Genotypisierung

PCR Platten 384 well, Eppendorf GmbH, Hamburg
Multipy-PCR Plate 384 well, Sarstedt AG und Co., Niimbrecht
DNA Proben

Multipette stream 5ul-100ul, Eppendorf GmbH, Hamburg
TagMan SNP Genotyping Assay, Applied Biosystems, USA
Aqua a iniectabila, Delta Select GmbH, Pfullingen

Crystalq PCR Film optical clear fiir Fluoreszenz, Biolab Products, Godenstorf
Zentrifuge Rotanta 460R, Hettich, Tuttlingen

Thermal Cycler, Thermo Hybaid, Ulm

TagMan ABIPRISM 7900HT, Applied Biosystems, USA

SDS 2.2.2. Software, Applied Biosystems, USA
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Kapitel 3

Methoden

Um einen Zusammenhang zwischen genetischer Variation und dem Auftreten
von Erkrankungen zu {iberpriifen, nutzten wir eine Assoziationsstudie. Die-
se sind besonders gut geeignet genetische Varianten zu identifizieren, die bei
multifaktoriell bedingten Erkrankungen oft nur als Risikofaktoren wirken. Er-
moglicht wird das u.a. durch die Analyse von single nucleotide polymorphisms
(SNP) [102]. SNP‘s sind Variationen einzelner Basenpaare in einer bestimmten
Position innerhalb eines DNA Stranges, z.B. in einem Gen. Diese Punktmuta-
tionen bestehen auch zwischen Individuen der gleichen Spezies und korrelieren
mit Pradispositionen fiir bestimmte Erkrankungen. Die Haufigkeit des seltene-
ren Allels eines SNP‘s, die minor allel frequency (MAF), in einer Population
ist grofer als 1% [103]. Man geht davon aus, dass sog. common SNP‘s (MAF
>5%) fiir mehr als 90% aller Variationen im humanen Genom verantwortlich
sind. [104, 105]

In die Studie wurden nur Kinder eingeschlossen die keine letalen Fehlbil-
dungen hatten, deren Geburt zwischen der 24+0 und 3646 Schwangerschafts-
woche (im Mittel 29 SSW) lag, die ein Geburtsgewicht <1500g hatten und
stationdr aufgenommen wurden. Dieser Umstand ermoglichte uns die retro-
spektive Analyse der klinischen Daten, da alle relevanten Ereignisse auf den
Intensivstationen erfasst und standardisiert dokumentiert wurden. Die Verle-
gung aus anderen Kliniken war ein Ausschlusskriterium. Um eine moglichst
grofse Fallzahl zu erhalten nahmen 16 deutsche Kliniken an der Studie teil, die
mehr als 40 Frithgeborene <1500g pro Jahr betreuen. (siehe Tabelle 4.1 und
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siche Seite 57). Nach der unterschriebenen Einverstdndniserklarung wurden
die Proben an unser Labor versandt (siehe Seite 54 und Seite 53).

Es wurden u.a. folgende, fiir unsere Untersuchung relevanten Daten erfasst:
Gestationsalter, Geburtsgewicht, Dauer der Sauerstoffgabe, Beatmungsdauer,
Medikamente, Pneumothorax, Krampfanfille, IVH, ROP, Gewichtszunahme
(g/d) und Tod siehe Seite 56 und Seite 55. Die Informationen aus beiden Da-
tenbldttern wurden nach Eingabe in eine Datenbank anonymisiert und die
DNA zur Analyse freigegeben.

Die zusténdige Ethikkommission hat dem Antrag zu dieser Studie zugestimmt,
Aktenzeichen: 99-047.

3.1 DNA Proben

Zur Gewinnung von DNA verwendeten wir Mundschleimhautabstriche, die
mittels sterilem Tupfer bei Friithgeborenen entnommen wurden. Die Entnahme
der Mundschleimhautabstriche wurde wie folgt durchgefiihrt:

Offnen des Abstrichréhrchens, ohne den sterilen Tupfer an der Kappe zu be-
rithren, den Tupfer 6-10 mal mit festen, rollenden Bewegungen an der Mund-
schleimhaut der Wangentaschen entlang streichen und ohne die Aufienseite
des Rohrchens zu beriihren, den Tupfer zuriickstecken. Kennzeichnen des Ab-

strichrohrchens mit Namen und Geburtsdatum.

3.2 DNA Isolierung

Die Extraktion der DNA erfolgte mittels des QIAmp DNA mini Kit von Qia-
gen. Das Prinzip basiert auf der kurzfristigen Bindung der DNA an Silikatsau-
len. Dort wird die DNA durch spezielle Lésungen gereinigt und dann in einer
wassrigen Losung eluiert [106]. Wir arbeiteten nach folgendem Protokoll:
Vorbereitung:

Protease auftauen

Thermoschiittler auf 56°C vorheizen

Je Proband zwei 2 ml Reaktionsgefésse beschriften.

Abbrechen der Tupfer im ersten Reaktionsgefiss.
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Vorgehen:

e Zugabe von 400ul PBS, vortexen

e Zugabe von 400ul AL-Puffer und 20ul Protease, sofort 15sec vortexen
e Inkubation 1 Stunde bei 56°C im Thermoschiittler, Stufe 11

e Zugabe von 400ul absoluten Ethanol, vortexen

e Zentrifugation 1 Minute bei 8000rpm

e Aufbringen von 600ul Probe auf eine identisch beschriftete Qiamp-Saule
mit zugehorigem Auffanggefifs

e Zentrifugation 1 Minute bei 8000rpm

e Aufsetzen der Sdule auf ein neues Auffanggefiafs und Aufbringen des rest-

lichen Materials
e Zentrifugation 1 Minute bei 8000rpm

e Aufsetzen der Sdule auf eine neues Auffanggefift und Aufbringen von
500l

e Waschpuffer 1
e Zentrifugation 1 Minute bei 8000rpm

e Aufsetzen der Séule auf eine neues Reaktionsgefift und Aufbringen von
500u0 Waschpuffer 2

e Zentrifugation 1 Minute bei 13200rpm

e Aufsetzen der Séule auf das 2. beschriftete Reaktionsgefaft und Aufbrin-
gen von 200ul AE-Puffer

e Zentrifugation 1,5 Minuten bei 9000rpm

e Aufbringen von weiteren 200ul AE-Puffer auf die Sdule und Inkubation
5 Minuten
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e Zentrifugation 1,5 Minuten bei 9000rpm

e Saule verwerfen, Probe bei minus 20°C einfrieren.

3.3 DNA Gehalt der Proben

In Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Rechtsmedizin des Universitétsklini-
kums Schleswig - Holstein Campus Liibeck bestimmten wir die Konzentration
von einigen DNA Proben. Dazu verwendeten wir den Quant-iT Pico-Green
dsDNA Assay Kit der Firma Molecular Probes, Inc.. Hierbei wird doppelstrén-
gige DNA fluoreszenzmarkiert und die Konzentration am Fluorometer bei 260
nm gegen eine Standardreihe gemessen. Die von uns isolierte DNA Menge lag
im Median bei 1,79 ng/ul (Range 0,2-7,2 ng/ul ). Bei einem Testlauf mit ge-
nau Ing DNA pro Probe ergab sich kein besseres Ergebnis im Vergleich zum
Einsatz von 1 ul DNA pro Probe, sodass wir, bei zusédtzlich erheblich mehr
Zeitaufwand und Mehrkosten, auf eine konstante DNA Konzentration verzich-

teten.

3.4 TaqMan SNP Genotypisierung

3.4.1 Vorbereiten der Reaktionsplatten

Aufbringen von je 1ul DNA der Frithgeborenen auf 384 well Platten. Proben

bei Raumtemperatur trocknen lassen.
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3.4.2 Prinzip der SNP Genotypisierung mit dem Taqg-
Man

Der TagMan SNP Genotyping Assay ist ein Verfahren zum Nachweis von
SNP‘s. Das Ergebnis ist die Bestimmung von Wildtyp, homo- oder hetero-

zygoten Varianten.

Der TagMan arbeitet dabei nach dem Prinzip der allelischen Diskriminie-
rung. Dies ist eine 5°-3‘ FExonuklease Reaktion. Es werden spezielle Sonden
eingesetzt, die aus einem Oligonukleotid bestehen, dessen 5‘Ende mit einem
Reporter- Fluoreszenzfarbstoff markiert ist. Dabei werden immer zwei Farb-
stoffe VIC (ein Patent der Firma Applied Biosystems) und FAM (Fluoreszein)
eingesetzt. VIC detektiert Allel 1 und FAM Allel 2. Am 3‘Ende der Sonde be-
findet sich ein Quencher-Farbstoff (ein Thiocyanidderivat). Zusétzlich zu dem
jeweiligen Reporterfarbstoff ist an den Gensonden ein fluoreszenzausléschender
Farbstoff ( non-fluorescent quencher = NFQ) mit minor grove binder (MGB)
gebunden.

Wird die intakte Sonde bei einer Wellenldnge von 488nm angeregt, so wird
die Fluoerszenz des Reporterfarbstoffes aufgrund der rdumlichen Nahe zum
Quencher durch einen sog. Fluoreszenz-Energietransfer (FET) unterdriickt.
Wiéhrend der PCR bindet die Sonde spezifisch an die komplementare Ziel-
sequenz zwischen Forward- und Reverseprimer (Match). Die Sonden sind so
konstruiert, dass die eine zu der dem Wildtyp entsprechenden DNA-Sequenz
passt und die andere der Variante entspricht. Wahrend der Synthese des Kom-
plementarstranges wird durch die 5°-3‘-Exonukleaseaktivitat der eingesetzten
Polymerase die komplett hybridisierende Sonde gespalten. Freie, nicht hybri-
disierte Sonden und die Sonden des nicht vorhandenen Allels hybridisieren
nicht (Mismatch) und werden nicht geschnitten, bleiben also intakt und tragen
nicht zum Fluoreszenzsignal bei. Die Spaltung der Sonde bewirkt eine raumli-
che Trennung zwischen Reporter und Quencher und damit eine Unterbrechung
der FET. Das fiihrt, durch die Anregung bei 488nm des Reporterfarbstoffes,
jetzt zu einem Fluoreszenzsignal (Emission). Die Emission fiir FAM liegt bei
518nm, die fiir VIC zwischen 500nm-600nm. Es erfolgt eine Endpunktmessung

der entstandenen Fluoreszenzen am Ende der PCR. Entsprechend der Akku-
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mulation von PCR-Produkten steigt die Fluoreszenz mit jedem PCR-Zyklus
an. Wird dabei nur die Fluoreszenz eines Farbstoffes gemessen, handelt es
sich um Homozygotie fiir das dem Farbstoff detektierende Allel. Kénnen beide

Fluoreszenzen gemessen werden liegt eine Heterozygotie vor, es werden also

beide Allele expremiert [107]. Siehe Abb. 3.1
®
O

puuguul

Mismatch

Allele 6
w1 7 LU 10
Match Mismatch
Legend
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@ VIC dye @ quencher AmpliTaq
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Abbildung 3.1: Prinzip der allelischen Diskriminierung mit dem TaqMan?

Wir haben den TagMan pre-designed SNP genotyping Assays, mit vorge-

fertigten Primern verwendet. Die unterschiedlichen Sequenzen lauten wie folgt:

rs4950928 CHI3L1 Chr.1 (1q32.1c) Forward
ATATACCTGTCCCACTCCACTCCCC|C/GJACGCGGCAAACCAGCCCTTTTATGG

rs3923809 BTBD9 Chr.6 (6p21.2b) Forward
ATAAAATGATAGCTTTCTCTCTTCT[A/G]TTTATCCATCTGCAATTCAGTAGGA

rsh60887 G6PC2 Chr.2 (2q24.3f) Reverse
AGTGATCCAGTTTCTTTGCTTTTTA|C/T|GCTTGTATCTATTCTTCCATCGTAG

! Aus TagMan SNP Genotyping Assay Protocol, Applied Biosystens, USA
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rs1333049 Myokardinfarkt INK4 locus Chr.9 (9p21.3c) Forward CATAC-
TAACCATATGATCAACAGTT|C/G|AAAAGCAGCCACTCGCAGAGGTAAG

Der Reaktionsansatz fiir eine Probe, besteht aus 2,5 pul 2x TaqMan Univer-
sal PCR Master Mix Puffer, 0,0625 ul, 40x SNP Genotyping Assay Mix und
2.4375 pul DNase freiem Auqga dest. Der SNP Genotyping Assay Mix enthélt
die FAM bzw. VIC markierten Sonden, sowie die Primer; der Universal PCR
Master Mix die fiir eine PCR benétigten Komponenten. Dies sind im einzelnen:
AmpliTaq Gold DNA Polymerase, dNTP “s, Magnesiumchlorid und Pufferlo-
sung. Zu jeder DNA Probe wurden 5ul Reaktionansatz geben. Zwischen jeder
Mixaufnahme sollte man vortexen.

Die Platte wurde mit einer selbstklebenden Folie abgedeckt, zentrifugiert
und die PCR durchgefiihrt. Dabei war zu beachten, dass die AmpliTaq Gold
DNA Polymerase in inaktiver Form vorliegt. So kénnen die Platten vorbereitet
und dann einige Tage im Kiihlschrank aufbewahrt werden ohne dass es zur
Anlagerung der Primer kommt. Das hat zur Folge, dass vor der eigentlichen
PCR eine 10 miniitige Enzymaktivierung erfolgen muss.

Fiir die PCR verwendeten wir sowohl den Thermal Cycler, Firma Thermo
Hybaid, als auch den TagMan ABI Prism 7900HT.

Die abschliekende Fluoreszenzmessung erfolgt in beiden Fallen im TagqMan
ABI Prism 7900HT. Zur Auswertung haben wir die SDS 2.2.2 Sequence De-
tector Software (Applied Biosystems, USA) verwendet.

Die gemessenen Werte werden in einem Allelplot (Punktwolke) dargestellt.
Die SDS Software arbeitet mit dem proportionalen Anstieg des Fluoreszenz-
signals wahrend der PCR. Dabei gibt es zwei Moglichkeiten der Auswertung,
eine Endpunktmessung und eine Quantifizierung. Die Endpunktmessung wird
bei der allelischen Diskriminierung eingesetzt und gibt Auskunft dariiber wel-
ches Fluoreszenzsignal entstanden ist, also eine qualitative Aussage iiber das
Vorhandenseins eines Allels. Bei der Quantifizierung wird in jedem PCR-Zyklus
der Fluoreszenzanstieg gemessen, sodass eine quantitative und qualitative Aus-
wertung erfolgen kann.

Nach Anonymisierung der Mundschleimhautabstriche wurde die DNA-Iso-
lierung und Verarbeitung rdumlich getrennt von der TagMan-Analyse durch-

gefithrt, um Verunreinigungen zu vermeiden. Zusétzlich wurde auf jeder der
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Temperatur Zeit Prozess Zyklen
95°C 10 Minuten Enzymaktivierung
95°C 15 Sekunden Denaturierung 45
60°C 1 Minute Annealining + Elongation

Tabelle 3.1: PCR Programm

384 well-Platten eine zufillige Anzahl Negativkontrollen, diese enthielten keine
DNA, mitgefiihrt. Dies ist wichtig, da die PCR eine sehr spezifische und sehr
sensitive Methode darstellt. Eine mogliche Kontamination durch Fremd-DNA
wiirde zu einer falschen Genotypisierung und so zu falschen Ergebnissen fiih-
ren. Es kommt zum vollstdndigen Verlust der Reliabilitdt und Validitat der
Untersuchung. Als weiteres Kontrollinstrument wurde eine zuféllige Anzahl

von Proben wiederholt aufgebracht und bestimmt.

3.5 Statistik

Die Polymorphismen wurde geméfs der oben formulierten Fragestellung mit-
tels Chi-Quadrat-Test bzw. Mann-Whitney-U-Test untersucht. Alle p-Werte
sind zweiseitig. Die als signifikant dargestellten Werte haben ein Signifikanzni-
veau von p< 0,05. Kontinuierliche Variablen (Geburtsgewicht, Gestationsalter
usw.) wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test untersucht, alle binéren Varia-
blen (Tod ja/nein, Therapie ja/nein etc.) wurden mit dem Chi-Quadrat-Test
analysiert.

Eine Korrektur fiir multiples Testing fithrten wir nicht durch, da es sich um
eine rein deskriptive Analyse handelt.
Nach Bestimmung der Genotypen fiihrten wir retrospektiv eine Powerkalku-
lation fiir die 6 getesteten klinischen Endpunkt bzw. Therapien durch. Wir
verwendeten dabei das Programm "PASS". Als erwartete Haufigkeiten der
Komplikationen/ Therapien im Normalkollektiv wurde die Gesamth&ufigkeit
angenommen. Die Power wurde berechnet fiir eine erwartete Risikoerhchung
um mindestens 10% bei Kindern mit homozygoten alternativen Genotypen
(Siehe Tabelle 8.1 auf Seite 52).
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Kapitel 4

Ergebnisse

4.1 Klinische Daten und Genotypen

Insgesamt wurden 2099 Frithgeborene vor 2009 mit einem Geburtsgewicht un-

ter 1500g untersucht 4.1.

Knaben 1072 (51%)
Mehrlinge 666 (32%)
Gestationsalter (Wochen) | 28,86 + 2,65
Geburtsgewicht (Gramm) | 1077 £ 291
Herkunft der Mutter

Deutschland 1541 (74%)
Ubriges Europa 215 (10%)
Naher Osten 221 (10%)
Asien 37 (2%)
Afrika 45 (2%)
Sonstige, nicht bekannt 40 (2%)

Tabelle 4.1: Ubersicht klinische Daten von 2099 Frithgeborenen !

Als DNA -Quelle wurden Mundschleimhautabstriche verwendet. Deshalb er-
warteten wir, in einem gewissen Prozentsatz keine erfolgreiche Genotypisierung

durchfithren zu kénnen. Die Tabelle 4.2 gibt einen Uberblick der Genotypen

!Gestationsalter und Geburtsgewicht sind angegeben als Mittelwert + Standardabwei-

chung, alle anderen Daten als Anzahl in %
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Polymorphismus

Genotyp AA

Genotyp AB

Genotyp BB

nicht bestimmbar

rs3923809 AA n=905 (43%) | AG n= 763 (63%) | GG n=153 (7%) N=278 (13%)
rs560887 TT n=1001 (48%) | TC n=760 (36%) | CC n=139 (7%) N=199 (10%)
rs4950928 CC n=1202 (57%) | CG n=651 (31%) | GG n—67 (3%) N=179 (9%)
rs1333049 GG n—529 (25%) | GC n— 1010 (48%) | CC n—=409 (20%) N=151 (7%)

Tabelle 4.2: Genotypverteilung

und die Rate an nicht erfolgreich analysierten Proben.

Da fiir einzelne Endpunkte (z.B.Insulintherapie, Beatmungszeit etc.) nicht

von allen Frithgeborenen Information vorlagen, sind die genauen Fallzahlen der

ausgewerteten Kinder und die relativen Prozente bezogen auf den jeweiligen

Genotyp in den folgenden Ergebnistabellen angegeben.
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4.2 Lungenerkrankungen

Der SNP rs4950928 in dem Chitinase 3 linke 1 Gen ist mit Asthma assoziiert,
somit interessierte uns hier besonders die Atmung. Von 1917 untersuchten Kin-
dern erhielten 1540 (80%) zusétzlichen Sauerstoff, 115 (6%) von ihnen auch
noch bei Entlassung. Zwischen Frithgeborenen mit unterschiedlichen rs4950928
Genotypen finden sich keine statistisch signifikanten Differenzen in Bezug auf

die Notwendigkeit einer Sauerstofftherapie, einer Versorgung mit Heimsauer-

stoff oder einer trachealen Beatmung. Siehe Tabelle 4.3.

Fiir die Bronchiopulmonale Dysplasie und die Notwendigkeit einer Dexa-
methasontherapie ergaben sich ebenfalls keine Unterschiede. 12% der homozy-
goten Risikoalleltrager versus 14% der CC homozygoten Kinder entwickelten

eine BPD. Fiir das Auftreten eines Pneumothorax ergab sich eine Differenz,

bei allerdings sehr kleiner Fallzahl (10% versus 6%). Siehe Tabelle 4.4.

CC %|CG % |GG % | Ges. % | p*
Oy Therapie | 969 81 | 513 79| 58 87 | 1540 80 | 0,248
05 bei 72 6| 3 5 § 12| 115 6 | 0,101
Entlassung
tracheale 543 45| 296 46 | 35 52| 874 46 | 0,525
Beatmung

Tabelle 4.3: rs4950928, Sauerstofftherapie und Beatmung 2

CC %|CG % |GG % | Ges % | p*
BPD 173 14| 99 15| 8 12| 280 150,737
Dexamethason | 53 36 5 8 94 5 [0,348
Pneumothorax | 73 24 4 6 10| 103 5 | 0,039

Tabelle 4.4: rs4950928 und Erkrankungen 3

2*Chi Quadrat Test
3*Chi Quadrat Test
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AA % | AG % |GG % | Ges % | p*

Phenobarbital | 59 8 | 52 8 | 10 8 | 121 8 | 0,963
Analeptika 595 80| 488 79| 93 76| 1176 79 | 0,550

Tabelle 4.5: Therapie assoziiert mit 1s3923809 *

4.3 Neurologische Erkrankungen

Wie in der Einleitung bereits beschrieben ist es aus verschiedenen Griinden
schwierig, Krampfanfélle bei Frithgeborenen zu diagnostizieren. Unter der Be-
riicksichtigung, das mit PLM das Allel A (Allelfrequenz A = 0,77) des SNP
rs3923809 im Intron des BTBD9 Gens assoziiert ist, stellten wir uns die Fra-
ge, ob bei den Frithgeborenen, die antikonvulsiv behandelt wurden, vermehrt
das A Allel homozygot vorliegt. Fiir die Therapie mit Phenobarbital liegen
uns Daten von 1485 Frithgeborenen vor. In dieser Gruppe sind 59 (8%) AA
homozygote versus 10 (8%) GG homozygote Kinder therapiert worden. Siehe
Tabelle 4.5. Von Stefansson [74] wurde beschrieben, dass bei AA homozygo-
ten Patienten 4 mal mehr Limb Movements pro Stunde auftreten als bei GG
homozygoten. In Bezug auf Frithgeborene kénnte dies mehr Aktivitdt, mehr
,Fitness* bedeuten. Dagegen sprechen die Zahlen in Tabelle 4.5. Sie zeigt, dass
von 1487 Frithgeborenen, von denen wir ein Ergebnis zur analeptischen The-
rapie haben, 1176 atemstimulierend behandelt worden sind. Davon sind 595
(80%) homozygot fir das Risikoallel A und 93 (76%) GG homozygot. Erkenn-
bar ist, dass alle Kinder, egal welchen BTBD9 Genotyp sie besitzen, hiufig

analeptisch behandelt wurden.

4*Chi Quadrat Test
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4.4 Glucosestoffwechsel

Das A Allel des SNP rsh60887 senkt das Hyperglykédmierisiko. Fiir unsere Ana-
lysen wurde eine Reverse-Sequenz verwendet, sodass hier das Allel des Inter-
esses das T Allel ist.

Das T Allel hat in unseren Untersuchungen keinen entscheidenden Einfluss

auf das Outcome der Kinder. Tendenziell sind, von den 1897 Frithgeborenen
zu denen es Ergebnisse fiir eine Insulintherapie gibt, sogar etwas weniger CC
homozygote Kinder mit Insulin behandelt worden als TT homozygote, 3,6%
versus 6,2%. Im Gegensatz dazu tendierten diese Kinder zu Hirnblutungen.
23,0% versus 18%, von 1896 untersuchten Friithgeborenen. Die Mortalitat ist
bei allen Genotypen in etwa gleich hoch, im Mittel 3,1% bei 1896 dazu ana-
lysierten Frithgeborenen. Hierzu ist anzumerken, dass wir nur sehr wenige CC
homozygote Kinder untersuchen konnten (Tabelle 4.7).
Wie von Kao und Blanco beschrieben, ergab sich auch in unseren Untersu-
chungen kein Zusammenhang mit dem Geburtsgewicht [84, 85|. Die Kinder
wiesen ein durchschnittliches Geburtsgewicht von 1081,7g auf. T'T homozygo-
te im Mittel 1083g, SD = 291g und CC homozygote 1090g mit einer SD von
296g. Im Hinblick auf den Einfluss des Glucosestoffwechsels auf das Wachstum
der Kinder konnte ebenfalls keine Differenz belegt werden. Fiir alle Genotypen
fand sich eine Gewichtszunahme von ca. 21g pro Tag, SD = 5,1g pro Tag
(Tabelle 4.6).

TT TC CC Ges.

Gestationsalter | 28,9 +26 | 288 £2,7 | 29,0 = 2,8 | 28,9 + 2.6 | 0,705

(Wochen) n=1001 n="760 n=139 n=1900

Geburtsgewicht | 1083 + 291 | 1072 + 291 | 1090 + 296 | 1079 + 291 | 0,646

(Gramm) n=1001 n="760 n=139 n=1900

Gewichtszunahme | 20,8 54 | 20,9 £5,1 | 21,0 £4,8 | 20,8 £5,2 | 0,917

(Gramm/d) n=978 n="743 n—=136 n=1857

Tabelle 4.6: rs560887 und postnatale Gewichtszunahme °

5Alle Daten sind angegeben als Mittelwert 4+ Standardabweichung,n ausgewertete Fille;*

Kruskal-Wallis-Test
6%Chi Quadrat Test
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TT % |[CT % |CC % | Ges % | p*

Insulin Therapie | 62 6,2 | 42 5,5 ) 3,6 | 109 5,7 | 0,437

IVH 180 18,0 | 133 17,6 | 32 23,0 | 345 18,2 0,301

Tod 32 3219 25| 5 36| 5 3,0 | 0611

Tabelle 4.7: Hoher Glucosespiegel, G6PC2 und Komplikationen °

4.5 Gefallerkrankungen

Das C Allel des SNP 1rs1333049 fiithrt zu Gefafveranderungen [88, 89|, wenn
daraus eine Plazentainsuffizienz folgt, miissten CC homozygote Kinder ein
niedrigeres Geburtsgewicht und eventuell ein geringeres Gestationsalter auf-
weisen als die GG homozygoten bzw. heterozygote Kinder. Unsere Analyse
unterstiitzt diese Hypothese nicht. Die Kinder weisen ein Gestationsalter von
ca. 29 Wochen und ein Geburtsgewicht von durchschnittlich 1076g auf ( Ta-
belle 4.8). 529 GG homozygote Frithgeborene sind durchschnittlich in der 29,1
Gestationswoche geboren, SD = 2,6 Wochen und haben eine Geburtsgewicht
von 1082g, SD = 290g. Die 409 CC homozygoten Frithgeborenen sind durch-
schnittlich in der 28,8 Woche, SD = 2,7 Wochen und mit einem Gewicht von
1070g, SD = 296g, geboren worden. Die jeweils &hnlichen SD sprechen fiir eine
homogene Verteilung. Es sind nicht mehr Todesfélle bei den Frithgeborenen zu
verzeichnen, die das Risikoallel C tragen. Wir konnten insgesamt 1948 analy-
sieren, davon waren 529 GG homozygot. 15 von ihnen (3%) starben. Von den
409 CC homozygoten starben 11 (3%) Siehe Tabelle 4.8.

Ebenfalls keine signifikanten Unterschiede ergaben sich in der Haufigkeit des
Auftretens von weiteren gefiafbedingten Erkrankungen. Einzig ein etwas héu-
figeres Auftreten von Hirnblutungen bei CC homozygoten (21%) Kindern ge-
gentiber GG homozygoten (18%), bei 1948 untersuchten Kindern. Diese Werte
sind als nicht signifikant zu beurteilen. Eine Ligatur des PDA haben 25 (5%)
GG homozygoten Kindern erhalten, 23 (6%) der CC homozygoten ebenfalls.
21 (4%) GG homozygote Kinder versus 16 (4%) CC homozygote Kinder von
1907 Frithgeborene erhielten eine Kryo- oder Lasertherapie ihrer ROP. Siehe
Tabelle 4.8. Diese Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.

8Gestationsalter und Geburtsgewicht sind angegeben als Mittelwert & Standardabwei-

chung, n ausgewertete Félle, alle anderen Variablen als Anzahl in % der von der jeweiligen
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GG GC CC Ges. p*
Gestationsalter | 29,1 £ 2,6 | 28,8 22,7 | 288 £ 2.7 | 28,9 = 2,6 | 0,094
Wochen n—=529 n=1010 n—= 409 n—1948
Geburtsgewicht | 1082 + 290 | 1077 £ 292 | 1070 £ 296 | 1079 £+ 291 | 0,846
Gramm n= 529 n=1010 n=409 n—=1948
Hirnblutungen | 93/18% 171/17% 86,/21% 350/18% | 0,193
(n/%)
Operation 25 /5% 60/6% 23/6% 108/6% 0,616
eines PDA
(n/%)
Operation 21/4% 43 /4% 16/4% 80/4% 0,944
einer ROP
(n/%)
Tod (n/%) 15/3 29/3 11/3 55/3 0,981

Tabelle 4.8: rs1333049 und potentiell mit Gefafserkrankungen assoziierte Kom-

plikationen bei Frithgeborenen

Komplikation betroffenen Kinder mit dem in der Spalte angegebenen Genotyp. * Kruskal-

Wallis-Test fiir Gestationsalter und Geburtsgewicht, Chi-Quadrat fiir alle iibrigen Variablen
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Kapitel 5
Diskussion

Auf Grund der immer noch sehr hohen Morbiditiat und Mortalitat sollte mit
dieser Arbeit nach Ursachen fiir Erkrankungen der Frithgeborenen gesucht wer-

den.

Die Inzidenz der Friihgeburtlichkeit variiert in den unterschiedlichen eth-
nischen Gruppen. So haben besonders farbige Frauen, aber auch Lateiname-
rikanerinnen und Asiatinnen, laut Statistiken aus den USA und England, ein
erhohtes Frithgeburtenrisiko [4, 108]. Das gibt einen Hinweis auf mogliche ge-
netische Ursachen. So entstand die Idee, zu iiberpriifen, inwieweit genetische
Polymorphismen, die fiir Erkrankungen Erwachsener beschrieben sind eben-
falls eine Rolle bei der Entstehung spezifischer Erkrankungen Friihgeborener
spielen. Wir wéhlten die damals wesentlichen bekannten SNPs fiir unsere Un-
tersuchungen aus. Dabei ist wichtig zu wissen, dass SNPs unterschiedliche Fol-
gen haben koénnen. Sie kénnen, z.B. durch den Austausch einer Aminoséure,
das Gen bzw. das Genprodukt stark beeinflussen. Dies kann, bei einer groften
Penetranz, zu Krankheiten fiithren. Hierbei handelt es sich um die klassische
Punktmutation. Andere SNPs haben einen geringeren funktionellen Effekt. Sie
pradisponieren, zusammen mit weiteren genetischen Eigenschaften und Um-
welteinfliissen, fiir bestimmte Erkrankungen. Wenn diese SNPs in einer Popu-
lation stark verbreitet sind, kénnen sie von besonderer Bedeutung sein, wenn
sie mit multifaktoriell bedingten Erkrankungen wie Diabetes mellitus, KHK,
Asthma u.a., assoziiert sind [109, 110, 111]. Es existieren aber auch einfluss-

lose SNPs. Um sicher zu sein, dass ein funktioneller SNP eine pathologische
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Wirkung hat, muss man seine Funktion auf Proteinebene nachweisen. Dies ist
oft schwierig, besonders wenn kodierende SNPs fiir den einzigen beeinflussen-
den Faktor einer multigenetischen Erkrankung gehalten werden [112]. Mégliche
Effekte funktioneller SNPs auf die Transskription, das Splicing und die Trans-
skriptstabilitét in nicht kodierenden, regulatorischen DNA-Abschnitten (Pro-
motorregionen, Introns, Transkriptionsfaktorbindungstellen) sind mit heutigen
Methoden kaum nachzuweisen [113].

Zur Uberpriifung eines Zusammenhanges zwischen den beschriebenen Poly-

morphismen und dem Auftreten von Erkrankungen nutzten wir eine Assoziati-
onsstudie. Assoziationsstudien bieten einige Vorteile, allerdings ergeben sich oft
falsch positive Ergebnisse durch eine zu geringe Fallzahl, nicht gut korrelierte
Kontrollgruppen, keine Uberpriifung der Ergebnisse an einem zweiten Fall-
Kontroll-Kollektiv und eine nicht ausreichende Begriindung der Ausgangshy-
pothese u.a.m. [114]. Essentiell ist weiterhin eine klar definierte Risikogruppe.
Letzteres wird gerade von dem Kollektiv der Frithgeborenen gut erfiillt, da alle
diese Kinder intensivmedizinisch betreut werden und somit wichtige Ereignisse
standardisiert erfasst werden. Ein weiterer Vorteil dieses Kollektivs ist, dass
die einzelnen spezifischen Erkrankungen gut definiert sind. Als Kontrollgrup-
pe gelten jeweils die von einer Erkrankung nicht betroffenen Frithgeborenen.
Zur Erreichung einer reprasentativen Fallzahl war es notwendig, eine moglichst
grofe Zahl neonatologischer Zentren mit einzubeziehen.
In der retrospektiv durchgefiihrten Powerkalkulation konnten wir, mit einer
Ausnahme- 184950928, zeigen, dass die Negativaussage, also dass die von uns
untersuchten "Risikoallele"kein Risiko darstellen, ausreichend sicher ist. Dies
gilt allerdings nur fiir die Annahme, dass die Differenz zwischen den alternati-
ven Genotypen 10% betragt (Siehe Tabelle 8.1 auf Seite 52). Die Power sollte
> 0,8 sein, d.h. fiir den SNP rs4950928 héatten wir mehr Kinder untersuchen
miissen um eine ausreichende Power zu erreichen.

Auf der Grundlage der beschriebenen SNPs fiir Erkrankungen Erwachsener

fithrten wir molekulargenetische Untersuchungen genomischer Frithgeborenen-
DNA durch.

Herkémmliche Verfahren zum Nachweis von PCR-Produkten, wie Southern-

blot oder Restriktionsenzymverdau, schliefen sich der PCR an und sind zudem
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sehr zeit- und arbeitsintensiv. Hinzu kommt die Gefahr der Kontamination und
der Probenverwechslung bei jedem Arbeitsschritt. Der TagMan bietet den Vor-
teil Amplifikation und Nachweis der PCR-Produkte gleichzeitig (real time) und
in einem Reaktionsgeféafs durchzufithren. Weitere Vorteile des Systems sind der
hohe Probendurchsatz und die Moglichkeit zur automatischen Quantifizierung
der Proben.

Fiir den korrekten Ablauf und eine hohe Spezifitit der Analyse ist eine sta-
bile und sequenzspezifische Bindung der Sonde an die Matrix-DNA essentiell.
Siehe 3.4.1. Um das zu gewahrleisten ist es sinnvoll beim Sondendesing einige
Punkte zu beachten. Der CG-Gehalt sollte zwischen 40-60% liegen, die Sonde
sollte nicht mehr als drei Nukleotide eines Typs hintereinander aufweisen und
es sollte keine Komplementaritéit zu den PCR-Primern bestehen. Fiir eine opti-
male Spezifitdt der Sonde wahlt man deren Lénge zwischen 24-30 Nukleotiden.
Sonden, die lénger als 35 Nukleotiden sind, kénnen durch Sekundérstruktur-
bildung Probleme bei der Hybridisierung machen.

Unsere Sonden weisen an einigen Stellen Folgen gleicher Nukleotide auf, die
>3 sind, dies ist vertretbar, da besonders Poly-G-Bereiche zu vermeiden sind.

Trotz einer statistisch geniigend grofen Zahl untersuchter Kinder, iiberleg-
ter Auswahl der modernen, effektiven Methode und zuverlassiger Laborarbeit

konnten unsere theoretischen Ansétze nicht bestétigt werden.

5.1 Lungenerkrankungen

Verschiedene Arbeiten zeigten, dass Kinder mit BPD und Asthma &hnliche
Symptome haben|57, 58, 59, 60, 61, 62, 64]. Im Rahmen dieser Arbeit priiften
wir, ob ein fiir Asthma pradisponierender SNP auch gehduft bei Frithgebore-
nen mit BPD nachzuweisen ist und so eine gemeinsame genetische Grundlage
dieser Erkrankungen angenommen werden kann. Unsere Ergebnisse sprechen
dagegen.

Die Préavalenz von Asthma ist bei Kindern und Erwachsenen zwei bis drei
mal geringer als die von bronchialer Hyperreagibilitat [115]. Obwohl Carol
Ober et al. [39] zeigen konnten, dass der SNP rs4950928 mit erhhten YKL-40
Serumwerten, Asthma und bronchialer Hyperreagibilitéit assoziiert ist und die

Patienten mit Asthma erhéhte YKL-40 Serumwerte aufweisen, konnen fiir die
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BPD vollig andere Mechanismen von Bedeutung sein. Zum einen sind die er-
héhten Serumwerte fiir YKL-40 bei Patienten mit Chronisch Obstruktiver Lun-
generkrankung, Rheumathoider Artritis und verschiedenen Krebserkrankungen
[40, 41, 42| nachzuweisen und zum anderen scheint, wie oben erwahnt, Asth-
ma pathophysiologisch nicht gleich bronchialer Hyperreagiliabilitdt zu sein.
Die Idee YKL-40 Level als Biomarker fiir BPD einzusetzen musste deshalb
ebenfalls verworfen werden. Allerdings berichten die Autoren von einer Quer-
schnittsstudie an 1071 Kindern und jungen Erwachsenen, im Alter zwischen 3
und 22 Jahren mit Asthma, dass ein Screening fiir rs4950928 asthmabedingte
Krankenhausaufenthalte vorhersagen und durch dann individuell erstellte The-
rapieplane die Kosten fiir das Gesundheitswesen gesenkt werden konnen. Sie
konnten zeigen, dass das minor-131G Allel des SNP rs4950928 vor asthmabe-
dingten Krankenhausaufenthalten schiitzt [116]. Die Ursachen der BPD miis-
sen nicht im weitesten Sinne im entziindlichen Bereich liegen. Hadchou et al.
konnten Variationen im SPOCK2 Gen, rs1245560 und in der kaukasischen Po-
pulation auch rs1049269, eine Assoziation mit BPD nachweisen. Das SPOCK2
Gen scheint eine wichtige Rolle in der Alveolarisierung zu spielen und kénnte
so fiir BPD préadisponieren [117]. Dies impliziert, dass nicht die Entziindung
sondern die Entwicklung der Lunge und daran beteiligte Gene bei einer zu
frithen Geburt fiir die BPD préadisponieren. Dafiir sprechen die Ergebnisse von
Krueger et al., die zeigen, dass IL18, ein wichtiges immunologisches Zytokin,
keine Rolle in der Entstehung der BPD spielt [118]. Wiederum im Gegensatz
dazu stehen die Ergebnisse von Mailaparambil et al.. Sie konnten eine Asso-
ziation zwischen SNPs des Tumor Nekrose-Faktor-alpha, Toll-Like-Rezeptor-10
und dem Vascular-Endothelial-Growth-Factor und der Entstehung einer BPD
nachweisen [119]. Sie spielen alle eine Rolle im Immunsystem. Die Toll-like
Rezeptor Proteinfamilie (TLR) fordert wahrscheinlich die pulmonale Clearan-
ce, reguliert Entziindungsreaktionen und erleichtert das Epithelwachstum in
der Lunge. So vermuteten Sampath et al., dass Polymorphismen in den TLR-
Signalwegen die Pradisposition bzw. den Schweregrad der BPD beeinflussen.
Sie fanden eine Assoziation zwischen der TIRAP (g.2054C>T') Variante und
BPD sowie zwischen der TLR5 (g.1174C>T) Variante, die fiir das Stop-Codon
(R392X) codiert und schwerer BPD [120].
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5.2 Krampfanfalle

Wie eingangs berichtet, ist es schwierig zu entscheiden welche Bewegungspha-
nomene der Frithgeborenen Krampfanfille darstellen. Neonatale Anfalle kon-
nen als tonische Bewegungen, als Myoklonien oder Kloni auftreten. Spezifisch
fiir Neugeborene sind jedoch subtile Anfélle, die orale (Schmatzen, Schlucken)
und okulére Phédnomene (Bulbusbewegungen, Nystagmus), komplexe Bewe-
gungsmuster oder Schluckauf beinhalten konnen. Frithgeborene zeigen oft ab-
rupte Bewegungsmuster, wodurch die klinische Einteilung in epileptische oder
nicht epileptische Phénomene oft nicht moglich ist und es so zu Fehlinterpreta-
tionen kommt [121]. Die weitaus haufigeren symptomatischen Krampfe miissen
ebenfalls beriicksichtigt und abgegrenzt werden, wobei es hier aufgrund von
weiteren klinischen Ergebnissen leichter fallt die Phdnomene zuzuordnen. Die
sich daraus ergebene Hypothese, es konnte sich bei den Bewegungsphénomenen
der Frithgeborenen um eine frithe Form des RLS oder PLM handeln, konnten
wir nicht bestdtigen. Das A Allel des rs3923809 SNPs das mit PLM in sleep
assoziiert ist, ist nicht mit Krampfanféillen bei Friihgeborenen assoziiert, da
8,0% AA homozygote versus 8,2% GG homozygote Kinder mit Phenobarbital
therapiert wurden, siehe Tabelle 4.5. Man kann zu diesem Zeitpunkt also davon
ausgehen, dass das RLS keine genetische Gemeinsamkeit iiber o.g. SNP mit
neonatalen Krampfanfillen hat. In neueren Studien wurden nur Assoziationen
zwischen dem BTBD9 Gen und dem Tourette-Syndrom sowie zwischen dem
Auftreten eines RLS im Endstadium von Nierenerkrankungen nachgewiesen
[122, 123|. So wird bis zur Klarung, welche Kinder unter welcher Art Bewe-
gungsphénomenen leiden, weiter antikonvulsiv behandelt. Eine andere Arbeit
sollte kldren, was den Bewegungsphianomenen wirklich zu Grunde liegt und
wie diese sinnvoll therapiert werden konnen. Die Hoffnung, dass aus unseren
Ergebnissen mit einer moglichen Assoziation zwischen dem A Allel und neo-
natalen Krampfen eine neue Therapieoption entsteht, mussten wir aufgeben.
Nach unserer Vorstellung hétten weitere Untersuchungen der AA homozygoten
Kindern mit neonatalen Krampfanféllen in verschiedenen Altersstufen ein RLS
bzw. PLM ergeben und so die Sichtweise auf Krampfanfille bei Frithgeborenen
verandert, was moglicherweise zu anderen Therapien gefiihrt hétte.

Verschiedene Gene der KCNQ Familie codieren fiir Kaliumkanalunterein-
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heiten. Speziell KCNQ2 und KCNQ3 reduzieren den Ionenstrom in der Zelle,
wodurch sie eine wichtige Rolle bei benignen familidren neonatalen Krampf-
anfdllen spielen. Goldberg-Stern et al. fanden eine neue Mutation im KCNQ2
Gen, ¢.63-66delGGTG (p.K21fsX40), die einen frame-shift verursacht. Die-
se Mutation konnte bei Patienten mit familidreren neonatalen Krampfanfillen
nachgewiesen werden. Die Krampfe traten nach der Neonatalperiode nicht wie-
der auf. Diese Mutation hat fiir die Autoren Auswirkungen auf die Diagnose,
die Prognose und die Therapie neonataler Krampfanfille [124]. Man konnte
versuchen diese Mutation an den Frithgeborenen mit Krampfen nachzuweisen,
auch wenn diese familidren neonatalen Krampfanfélle eine seltene autosomal-
dominant vererbte Epilepsieform Neugeborener darstellen.

Zu iberlegen ist, ob man die AA homozygoten Kinder in Zukunft auf PLM
und RLS untersucht und so die Studie von Stefansson bestétigen kann. Dazu
sollte man die betroffenen Friihgeborenen im Alter zwischen 8 und 17 Jahren
und ggf. in héherem Lebensalter nochmal befragen und untersuchen, da die
Prévalenz des RLS mit zunehmendem Alter steigt. Als Kontrollgruppe kénnten
dabei die heterozygoten und die GG homozygoten Kinder dienen.

5.3 Glucosestoffwechsel

Hyperglykdmien erh6hen bei Frithgeborenen Morbiditéat und Mortalitéat. Aus
diesem Grund ist es von Bedeutung die Ursachen fiir Hyperglykdmien zu ken-
nen, die bis heute nicht genau geklart sind. Moglich ist eine inadaquate
Insulinantwort auf Grund einer gestorten Proinsulinproduktion der beta-Zellen
des Pankreas bei ELBW Kindern [125]. Auch eine Insulinresistenz, wie ein-
gangs beschrieben, scheint an den Hyperglykédmien der Frithgeborenen beteiligt
zu sein. Das A Allel (hier T Allel) des SNP rs560887 reduziert das Hyperglyk-
amierisiko und ist assoziiert mit verminderten niichtern Plasmaglucosewerten
1.1.3. Hier konnten wir keinen Unterschied zwischen den Genotypen und der
Haufigkeit von Insulintherapie nachweisen. 6,2 % der TT homozygoten versus
3,6% der CC homozygoten Kinder erhielten Insulin.

Daraus ergibt sich, dass das A Allel des Polymorphismus, rsb60887, das bei
Erwachsenen fiir niedrigere niichtern Plasmaglucosewerte und ein vermindertes

Hyperglykamierisiko sorgt, keinen Einflufs auf die Hyperglykdmien Friihgebo-

46



rener hat. Fiir genetische bedingte Diabetes Formen wie den transienten oder
permanenten neonatalen Diabetes mellitus allerdings fanden sich Variationen
z.B. im KCNJ11 Gen [126]. Fiir Frithgeborene konnte man jlingst feststel-
len, dass ihre zu friithe Geburt mit verringerter Insulinsensitivitit assoziiert
ist. Bei Kindern mit geringem Geburtsgewicht liegt im Vergleich eine inverse
Assoziation zur Insulinsensitivitdt und beta-Zellfunktion vor [127]. Die beta-
Zellen Proliferation des Pankreas scheint altersabhéngig zu sein. Das zeigen
die jlingst veroffentlichten Ergebnisse von Chen et al.. Mit dem Alter fillt in
den beta-Zellen des Pankreas die platelet-derived groth factor receptor (Pdgfr)
Konzentration, was zu einer reduzierten Replikation fithrt. Bei Mausen verhin-
dert diese altersabhédngige Veranderung die neonatale beta-Zell Expression und
in der erwachsenen Maus die beta-Zell Regeneration. Bei Erwachsenen fehlt
also das Signal des Pdgfr. Durch die Einwirkung von Pdgfr-AA in den jungen
Inselzellen werden die beta-Zellen des Pankreas stimuliert [128]. Aus diesen
Beobachtungen konnte sich ein neuer Hinweis fiir die Entstehung von Hyper-
glykédmien bei Frithgeborenen ergeben. Vielleicht wird in ihren beta-Zellen auf-
grund der Unreife noch zu wenig Pdgfr exprimiert. Eine andere Ursache konnte
in der Leber liegen. Der orphan nuclear receptor LRH-1 (oder auch NR5A2
genannt), reguliert die Gallensdurenbiosynthese. Als Ligand konnte Dilauroyl
Phophodicholin (DLPC) nachgewiesen werden. DLPC induziert bei Méusen
Enzyme der Gallensdurenbiosynthese in der Leber, erhoht deren Konzentrati-

on und verringert die hepatischen Triglyceride sowie die Serumglucose [129].

5.4 Gefallerkrankungen

Der SNP rs1333049 ist iiber die Cyclin-abhéngige-Kinase-Inhibitoren CDKN2A
und CDKN2B an der Regulation des Zellzyklus und iiber TGF-beta an der Pro-
liferation und Differenzierung vieler Zellen sowie der Pathogenese der Athe-
rosklerose beteiligt. Die in dieser Arbeit erwdhnten Geféferkrankungen sind
multifaktoriell bedingt und bei den meisten ist die genaue Pathogenese noch
unbekannt. Vor diesem Hintergrund entstand die Vermutung, dass an der Ent-
stehung dieser Erkrankungen der SNP rs1333049 beteiligt sein konnte. Unsere
Ergebnisse bestiitigen die Uberlegungen einer Beteiligung des SNP rs1333049

nicht. Es ergaben sich zwischen den verschiedenen Genotypen keine Unter-
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schiede.

Allenfalls bei der IVH kénnte man eine Tendenz erkennen. Hier hatten 16,1%
GG homozygote Frithgeborene eine IVH und 20,8% der CC homozygoten, die-
se Tendenz ist nicht statistisch signifikant. Eine chronische Plazentainsuffizienz
ist letztlich auf Gefafiveranderungen zuriickzufiihren. Sie hat nicht nur Einflufs
auf das fetale Wachstum sondern fithrt z.T. zur iatrogenen Frithgeburt. Wenn
als Ursache der Insuffizienz eine Proliferationsstorung unter Beteiligung des
SNP rs1333049 vorliegt, sollten die CC homozygoten Kinder ein geringeres
Gestationsalter und ein geringeres Geburtsgewicht aufweisen. Tatséchlich er-
gaben sich diesbeziiglich keine Diskrepanzen. Die GG homozygoten Kinder
kamen mit 29,9 Wochen (SD 2,5 Wochen) und einem Gewicht von 1078,48g
(SD 295,7g) zur Welt, die CC homozygoten mit durchschnittlich 28,7 Wochen
(SD 2,7 Wochen) und einem Gewicht von 1049,81g (SD 287,5g). Fiir IVH konn-
te eine Assoziation zwischen einer Faktor V Leiden Mutation, rs6025 (A Allel)
und IVH Grad I und II erarbeitet werden [130]. Eine Ursache im Gerinnungs-
system, nicht in den Gefaften selber.

In der Zusammenschau fehlt bei Frithgeborenen die Relevanz der Risikofak-
toren die bei Erwachsen gefunden wurden. Zum einen kann dies bedeuten, dass
nicht die richtigen bei Erwachsenen detektierenden Risikofaktoren untersucht
wurden, sodass es sich lohnen kénnte weitere Polymorphismen zu untersuchen.
Zum anderen scheint eine genomweite Analyse bei Frithgeborenen mit spezifi-

schen Erkrankungen wesentlich erfolgversprechender.
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Kapitel 6
Zusammenfassung

Jedes 10. Kind wird in Deutschland zu friith geboren. Friihgeburt stellt, trotz
enormer Fortschritte in der neonatalen Intensivmedizin, die Hauptursache fiir
Morbiditat und Mortalitat im Kindesalter dar. Bis heute sind die genauen
Ursachen spezieller, schwerer Erkrankungen Friihgeborener nicht ausreichend
geklart. Mit dieser Arbeit hofften wir genetische Risikofaktoren fiir bestimmte
Erkrankungen Frithgeborener zu identifizieren. Bei den untersuchten
Polymorphismen handelt es sich um bekannte Risikofaktoren fiir Erkrankun-
gen Erwachsener. Wir priiften deshalb die Hypothese, dass diese genetischen
Risikofaktoren auch bei Friigeborenen mit dem Auftreten von Komplikationen
assoziiert sind, fiir die ein dhnlicher Pathomechanismus wie beim Erwachsenen
vermutet werden konnte. Im einzelnen handelt es sich um:

rs4950928 CHI3L1 Chr.1 (1g32.1c) - Asthma/ BPD

rs3923809 BTBD9 Chr.6 (6p21.2b) - RLS,PLM/ neonatale Krampfanfille
rsb608887 G6PC2 Chr.2 (2q24.3f) - hohe Plasmaglukosewerte/ neonatale Hy-
perglykdmien

rs1333049 INK4 Chr.9 (9p21.3c) - Myokardinfarkt/ Geféfserkrankungen

Um bei den multifaktoriell bedingten Erkrankungen einen Zusammenhang zwi-
schen den entsprechenden genetischen Variationen und dem Auftreten der
beschriebenen Erkrankungen zu iiberpriifen, nutzten wir eine Assoziations-
studie. Untersucht wurden DNA-Proben aus Mundschleimhautabstrichen von
Friihgeborenen. Zur SNP Genotypisierung nutzten wir das TaqMan-Verfahren.
Grundlage fiir die Untersuchung der Asthma assoziierten SNPs in Bezug auf

die BPD waren Beschreibungen, dass Kinder mit einer BPD spéter dhnliche
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Symptome zeigen wie Kinder mit Asthma. Unsere Ergebnisse ergaben keine
Assoziation zwischen rs4950928 und BPD. Man sollte also trotz der Gemein-
samkeiten von einer unterschiedlichen Pathophysiologie ausgehen. Krampfan-
falle sind aus verschieden Griinden bei Frithgeborenen schwierig zu diagnosti-
zieren und zuzuordnen, so erschien es uns interessant zu iiberpriifen, ob den
Bewegungsphénomenen der Frithgeborenen eine Frithform des RLS und/oder
PLM zugrunde liegen konnte. Anlass dazu gab eine Studie in der das A Allel
des SNP rs3923809 mit PLM in sleep assoziiert ist. In dieser Arbeit ist es aber
nicht mit neonatalen Krampfanfillen vergesellschaftet. Besonders Hypergly-
kiimien, die bei Frithgeborenen sehr haufig vorkommen, erhéhen Morbiditéat
und Mortalitdt, sodass wir genetischen Ursachen analysierten. Das A Allel
des SNP rsHh60887 reduziert das Hyperglykdmierisiko und ist mit niedrigeren
Plasmaglucosewerten assoziiert. Zu erwarten wire gewesen, dass die GG homo-
zygoten Kinder, in unserer Arbeit CC homozygoten (reverse Sonde), vermehrt
mit Insulin therapiert wurden, da ihnen die protektive Wirkung des A Alleles
fehlt. Nachzuweisen war kein Unterschied in der Haufigkeit einer Insulinthe-
rapie zwischen den einzelnen Genotypen. Das A Allel des Polymorphsismus
rsH60887, das bei Erwachsen fiir niedrigere niichtern Plasmaglucosewerte und
ein vermindertes Hyperglykdmierisiko sorgt, hat keinen Einflufs auf Hyperglyk-
amien bei Frithgeborenen. Die hier untersuchten Geféaferkrankungen, IVH und
Plazentalosung sind multifaktoriell bedingt und ihre genaue Pathogenese nicht
ausreichend geklart. Der SNP rs1333049 ist an der Regulation des Zellzyklus,
an der Proliferation und der Differenzierung vieler Zellen, sowie an der Patho-
genese der Atherosklerose beteiligt. Diese Feststellung lieft uns vermuten, dass
dieser Polymorphismus auch in Zusammenhang mit Gefaferkrankungen Friih-
geborener stehen konnte. Allerdings ergab sich fiir keine der Erkrankungen eine
Assoziation mit dem SNP rs1333049.

Zusammenfassend steht keiner der untersuchten Polymorphismen fiir Er-

krankungen Erwachsener im Zusammenhang mit Erkrankungen Frithgeborner.
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Kapitel

Anhang

8

SNP Erkrankung Erwartete Erwartete Zahl Anzahl | Power
Haufigkeit der | Haufigkeit der | Normkol- Risiko-
Erkrankung / Erkrankung lektiv* kollek-
Therapie im im Risikokol- tiv*
Normkollektiv lektiv
rs4950928 Sauerstoff 80% 90% 1202 67 0,53
BPD 15% 25% 1202 67 0,58
rs3923809 | Phenobarbital 8% 18% 905 153 0,94
rsH60887 Insulin 5% 15% 1001 139 0,97
rs1333049 | Hirnblutung 18% 28% 529 409 0,95
ROP 4% 14% 529 409 0,99

Tabelle 8.1: Poweranalyse !

*Berechnet wurde jeweils der homozygote Wildtyp vs. homozygoter alternativer Geno-

typ. Fiir die Powerberechnung wurde eine absolute Differenz von 10% als klinisch relevant

angesehen, 2-seitige Testung, alpha-Fehler 0,05
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Einverstandniserklarung

Einverstandniserklarung

Hiermit erklare ich/wir mein/unser Einverstandnis =zur Untersuchung meiner

Mundschleimhautproben und der meines(r)/unseres(r) Kindes(r)

geb. am

auf genetische Polymorphismen. Ich bin dariiber aufgeklart und einverstanden, dass die
klinischen Verlaufsdaten meines Kindes weitergeleitet werden und dass die entnommenen
Mundschleimhautproben ausschlieflich in anonymisierter Form zur Erforschung von
Risikofaktoren fir Erkrankungen des Frithgeborenen und Fruhgeburtlichkeit genutzt werden.
Ich bin dartber informiert, dass aufgrund der anonymisierten Probenverarbeitung eine

Befundmitteilung weder an mich noch an die mein Kind behandelnden Arzte erfolgen kann.

Ort, Datum Unterschrift des/der Erziehungsberechtigten

Abbildung 8.1: Einverstdndniserklérung
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Aufklarungsbogen

Aufklirungsbogen fiir Eltern Friihgeborener

Liebe Eltern,

Thr Kind wurde mit einem Geburtsgewicht unter 1500 Gramm und weit vor dem errechneten
Geburtstermin geboren. Trotz intensiver Forschung weill man immer noch sehr wenig iiber die
Ursachen von Frithgeburtlichkeit. Nach der Geburt benétigen manche Frithgeborene sehr viel
mehr technische Hilfe (Beatmung etc.) als andere, obwohl sie in der gleichen
Schwangerschaftswoche geboren wurden. Auch tiber die Ursachen fiir diese unterschiedlich
schwere Auspriagung von “frithgeborenentypischen” Problemen ist bislang nur sehr wenig
bekannt. In letzter Zeit gibt es nun Hinweise darauf, das bestimmte genetische Polymorphismen
(das sind kleine Variationen der Erbsubstanz, die bei jedem Menschen vorkommen) den Verlauf
von bestimmten Erkrankungen des Frithgeborenen, aber auch das Auftreten von
Friihgeburtlichkeit beeinflufen kénnen. Sollten sich unsere vorldufigen Untersuchungen
bestitigen so wire dies von grofier Bedeutung fiir die zukiinftige Forschung, denn einige dieser
Polmorphismen wurden gehduft bei Friihgeborenen gefunden, die einen besonders
unkomplizierten Verlauf hatten. Weifl man erst einmal weshalb einige Frithgeborene z.B. ohne
Beatmung auskommen, so kann man versuchen diese genetische Eigenart durch Medikamente
nachzuahmen, um so auch anderen Frithgeborenen zu helfen. Bislang ist jedoch noch nicht klar
welche Polymorphismen fiir Frithgeborene Kinder besonders giinstig oder ungiinstig sind. Wir
mochten Sie deshalb bitten einer anonymisierten Untersuchung bestimmter Polymorphismen bei
Thnen und Threm Kind zuzustimmen. Fiir die Untersuchung benétigen wir lediglich jeweils zwei
Mundschleimhautabstriche von Mutter und Kind. Die Abstriche werden mit einem sterilen
Wattetupfer gemacht und bedeuten auch fiir sehr kleine Kinder keine Belastung. Es werden nur
Polymorphismen untersucht, die im Sinne der oben genannten Fragestellung relevant sein
konnten. Aus dem verwendeten Material werden keine anderen Untersuchungen durchgefiihrt
und die Datenschutzbestimmungen werden eingehalten. Da wir alle Untersuchungen aus
Datenschutzgriinden vollstindig anonymisiert durchfiihren (d.h. alle Namen werden in unserem
Labor durch Nummern ersetzt und die personenbezogenen Daten wie Name und Geburtstag
werden vor Beginn der Untersuchung vollstindig geldscht), konnen wir Ihnen leider keine
Untersuchungsergebnisse mitteilen. Wir hoffen durch diese Studie kleinen Frithgeborenen in
Zukunft noch besser helfen zu kénnen. Falls Sie zu der Studie noch Fragen haben wenden Sie
sich bitte an den ihr Kind behandelnden Arzt, bzw. an einen der unterzeichnenden Arzte der
lokalen Studienleitung.

Prof. J. Méller, Dr W. Gopel

Abbildung 8.2: Aufklarungsbogen
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Datenbogen

Datenbogen flr die Studie ,,Genetische Risikofaktoren bei Frithgeborenen*

Kind
Name des Kindes
Tag der Geburt SRR | /

Geschlecht O mannlich O weiblich

Mehrling O nein O ja wenn ja, Anzahl Mehrlinge: Ifd. Nr.:
Geburisgewicht g Lange cmKopfumfang cm
APGAR SN (v |

Nabelarterien-ph (falls gemessen)

Antenatale Lungenreifebehandlung O nein U ja

Entbindung

Gestationsalter: _ __ vollendete Schwangerschaftswochen + __ Tage
Geburtslage O Schadellage 0O Beckenendlage
andere

Entbindungsmodus O spentan /Manualhilfe O Forceps / Vakuum
Sectio

Ursache der zu friihen Geburt (nur bei Frihgeborenen):

O unhemmbare Wehen [J pathologisches CTG

O V. a. Amnioninfektionssyndrom O Plazentaldsung

O EPH-Gestose O sonstiges

Mutter
Geburtsjahr
Herkunftsland der Mutter O Deutschland
O Ubriges Europa einschl. RuBland
0 Naher Osten einschl. Tlrkei und Nordafrika
O Asien [0 Afrika [0 Sonstige:
Anzahl vorausgegangener Schwangerschaften
Anzahl vorausgegangener Geburten
Falls vorausgegangene Geburten:
Darunter Frihgeborene (<37+0 SSW)} O nein O ja wenn ja: Anzahl___
Darunter Frihgeborene (<32+0 SSW) LI nein U ja wenn ja: Anzahl:____
Zigarettenkonsum (nach Bekanntwerden der Ss) O nein O ja wenn ja: Anzahl/Tag:

Abbildung 8.3: Datenbogen fiir Genetische Risikofaktoren bei Frithgeborenen
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Neonatalerhebungsbogen

Patient

1. Patienten-Nummer: 1111111
2. Einling/Anzahl Mehrlinge: 0 1fd. Nr. Mehrling:0
3. geboren am: 01.01.2001
4. Geschlecht: minnl. Geb.-Gewicht: Og
5. errechneter Geburtstermin: . .
6. Reifealter: 0 SSW
7. Postleitzahl des Wohnortes:
Aufnahme 19.Schadelsonogramm
8. Aufnahmedatum: Uhrzeit: wenn durchgefiihrt:
9. von: IVH:
10. Kérpertemperatur: 0,0 °C Gewicht: 0g wenn ja, max. Stadium: 0
11, Linge: 0 cm  Kopfumfang: 0,0 cm PVL: .
12. Bilirubin (aufnahmeentscheidender Wert): 20.Ophthalmologische Untersuchung:
mg/dl oder prmol/l wenn durchgefiihrt:
13. CRIB- Score Datum der Erstuntersuchung:
Fehlbildungen: Retinopathie:
id. ersten 12 Lebensstunden gemessenes wenn ja, max. Stadium: 0
gréBtes Basendefizit: mmol/l 21.apparatives Horscreening:
minimaler FiO2 tiber 15 min.: auffillig:
maximaler FiQ2 iiber 15 min.; 22.Operation(en) wihrend des stat. Aufenthaltes:
Dia"nostik/Therapie wenn ja, wegen Diagnose(n) It. Katalog
14. Sauerstoffzufuhr jeglicher Art nach Aufnahme:

("

=N

1

17.
18.

wenn ja, Beginn:

endgiiltige Beendigung: .
maschinelle Beatmung? (nicht CPAP):
wenn ja, Beginn:

endgiiltige Beendigung: P

endg. Beendigung jegl. Atemhilfe: . .
Pneumothorax wihrend der Beatmung:

. Sepsis:

wenn ja, Beginn: . .
Erreger It. Kat. in Blut, Liquor oder Urin:

typische klinische Symptomatik:
hichstes gemessenes CrP:
hochster ermittelter T-Quotient:
wenn 2, Sepsis: Erreger It. Kat:

mg/dl

wenn 3. Sepsis: Erreger It. Kat:

Antibiotika, systemisch:
perinatale Hypoxie/Ischidmie (Asphyxie):
HIE:

wenn ja und Tragzeit > 36 SSW:

Krampfanfille:

Jjeweils schlechtester Befund vom 2.-4. Lebenstag fiir:
Bewubtseinslage:

Muskeltonus:

Saugreflex:

Mororeaktion:

erstes EEG:

wenn durchgefiihrt,

Befund:

Entlassung/Verlegung

23.Zwischenzeitlich verlegt:
in Kinderklinik:
‘Wiederaufnahme:

24 Aufenthalt beendet:
Grund:
Gewicht:
Linge:
Kopfumfang: 0,0 cm
wenn verlegt:
in Klinik:
wenn verstorber:

Uhrzeit:
Todesursache (Diagnose It. Kat.):

Avtoncia
Aulopsic!

25, weitere Diagnosen (It. Katalog):

Abbildung 8.4: Neonatalerhebungsbogen
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Teilnehmende Kliniken

Klinik fiir Kinder und Jugendmedizin
Am Hasenkopf 1
63739 Aschaffenburg

Universitatskinderklinik Bochum
St. Josefs-Hospital
Alexandrinenstrafe 5

44791 Bochum

Klinik fiir Allgemeine Padiatrie
Moorenstr. 5
40225 Diisseldorf

Kinderklinik Eutin
Ostholstein Kliniken
Janusstrasse 22
23701 Eutin

Zentrum fiir Kinder- und Jugendmedizin
Ernst-Moritz- Arndt-Universitét
Soldmannstrasse 15

17487 Greifswald

Altonaer Kinderkrankenhaus
Bleickenallee 38
22763 Hamburg

Kinderkrankenhaus auf der Bult
Janusz-Korczak-Allee 12
30173 Hannover
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Kinderklinik Kassel
Monchenbergstrasse 41-43
34125 Kassel

Universitéatsklinikum Schleswig-Holstein
Klinik fiir Allgemeine Padiatrie
Schwanenweg 20

24105 Kiel

Klinik und Poliklinik fiir Allgemeine Kinderheilkunde
Joseph-Stelzmann Str. 9
50924 Koéln

Universitétsklinik fiir Kinder und Jugendliche
Liebingstrafe 20a
04103 Leipzig

Klinik fiir Kinder und Jugendmedizin
Uiversitatsklinikum Schleswig-Holstein Campus Liibeck
Ratzeburger Allee 160

23538 Liibeck

Kinderklinik St. Hedwig
Steinmetzsrasse 1-3
93049 Regensburg

Klinik fiir Kinder und Jugendmedizin
Winterberg 1
66119 Saarbriicken

Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin
Olgahospital

Bismarckstrafe 8

70176 Stuttgart
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