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1.1 Zwillinge und Fruhgeburtlichkeit

Laut gangiger Literatur kommt heute ca. jedes zehnte Kind in Deutschland als
Frihgeborenes, das heilst nach WHO-Definition vor Vollendung der 37.
Schwangerschaftswoche (SSW), auf die Welt. Dabei unterscheidet man nach dem
Geburtsgewicht des Kindes zwischen LBW- (< 2500g), VLBW- (< 1500g) und ELBW-
(< 10009) Fruhgeborenen (Speer, 2004).

Trotz groRer Bemihungen, die Frihgeburtlichkeitsrate zu senken, kam es in den
meisten Landern in den letzten 10-15 Jahren zu einem Anstieg der Friihgeburten, wie
z.B. in den USA zwischen 1980 und 2006 um 36% (Martin et al., 2009). Zum einen
liegt dies am erhdhten Durchschnittsalter der Gebarenden in den Industriestaaten,
zum anderen sind die Fortschritte der Reproduktionsmedizin seit Ende der achtziger
Jahre fir die steigende Anzahl an Zwillings- und Mehrlingsgeburten mitverantwortlich
(ESHRE Capri Workshop Group, 2000; Bornstein et al., 2009; Blickstein et al., 2011).
Von 1915 bis 1970 lag die Inzidenz von Mehrlingsgeburten in den USA recht stabil bei
2%. Zwischen 1980 und 2009 stieg sie um 76 %. Wahrend 1980 auf 53
Neugeborenen ein Zwilling kommt, ist 2009 schon jedes dreil3igste Neugeborene ein
Zwilling (Martin et al., 2012). Die Anzahl an héhergradigen Mehrlingsgeburten stieg
zwischen 1980 und 1998 sogar um mehr als 400% (Martin et al., 2009)

Bereits im Jahr 1895 wurde von dem polnischen Pathologen Hellin eine Regel
aufgestellt, mit deren Hilfe sich die Haufigkeit von Mehrlingsschwangerschaften in
einer Population berechnen lasst. Sie sagt, wenn die Haufigkeit von Zwillingen in einer
Population 1/N entspricht, dann betragt die Wahrscheinlichkeit fur Drillinge 1/N? und
fur Vierlinge 1/N°. Durch die Eingriffe der Reproduktionsmedizin in die natirliche
Evolution der Fortpflanzung in Form von Fertilitditsbehandlungen ist diese Regel auf
die meisten Bevolkerungen der Industriestaaten heute nicht mehr anwendbar
(Fellman et al., 2009). Die Anzahl der Zwillings- und hoéhergradigen Mehrlings-
geburten nimmt einen immer gréRer werdenden Prozentsatz der Gesamtzahl der
Frihgeburten ein (Blondel et al., 2002). Die Fruhgeburtenhaufigkeit wird flr
Zwillingsschwangerschaften mit 30% angegeben, was dem drei- bis finffachen von
Einlingsschwangerschaften entspricht (Dudenhausen und Maier, 2010). Ein
durchschnittlich geringeres Geburtsgewicht und Reifungsstorungen bei Zwillingen

fuhren zu einer perinatal erhohten Mortalitat von 10-20% gegentber 2% bei
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Einlingsschwangerschaften (Sadler, 2003). Das Grundproblem sehr kleiner Frih-
geborener, die Unreife von Organsystemen und -funktionen, die zu einer Vielzahl an
akuten und chronischen Erkrankungen fiihren kann, féllt bei Zwillingen durch die hohe
Wabhrscheinlichkeit einer zu frihen Geburt besonders ins Gewicht.

1.1.1 Dizygote Zwillinge

Dizygote Zwillinge entstehen bei der gleichzeitigen Befruchtung zweier Eizellen durch
jeweils eine Spermatozyte. Beide Zygoten nisten sich anschlieend separat im Uterus
ein und entwickeln ihre eigene Plazenta, Chorionhille und Amnionhulle. Dabei kann
es dazu kommen, dass die Plazenten so dicht nebeneinander liegen, dass sie
miteinander verschmelzen, siehe Abbildung 1 (Sadler, 2003). Dizygote Zwillinge
entstehen durch Polyovulation. Dieses Phanomen ist haufiger zu beobachten bei
groReren, alteren, schwereren Frauen und Frauen mit vorausgegangenen Geburten
(Blickstein et al., 2011). Daneben ist eine deutliche Variation in der Haufigkeit von
dizygoten Zwillingen in unterschiedlichen ethnischen Gruppen zu beobachten:
Diamond fand ein deutlich niedrigeres Vorkommen bei Asiaten (3,9/ 1000 Geburten),
im Gegensatz zu Kaukasiern (7,9/ 1000 Geburten). Die héchste Rate ergab sich bei
Afrikanern (49/ 1000 Geburten), (Diamond, 1986). Die erhdhte Anzahl an dizygoten
Zwillingen durch Infertilitatsbehandlungen, besonders die hormonelle Ovulations-
induktion, weist auf einen genetischen Zusammenhang zwischen Hormonspiegel
(FSH) und der Entstehung zweieiiger Zwillinge hin (Marshall, 1970; Hall, 2003).

1.1.2 Monozygote Zwillinge

Die groRe Mehrheit von monozygoten Befruchtungen fuhrt zum Heranwachsen eines
einzigen Embryos. In nur 0,4% aller natlrlichen Konzeptionen kommt es zur
Entstehung von eineiigen Zwillingen durch die frihe Spaltung des Embryos.
Monozygote Zwillinge besitzen somit den gleichen Chromosomensatz und demnach
vollstandig identische genetische Informationen (Blickstein et al., 2011). Eine Spaltung
des frihen Embryos ist nur wéhrend der ersten zwei postkonzeptionellen Wochen
maoglich. Nach diesem Zeitpunkt ist dies nicht mehr denkbar, da sich die untrennbare
Embryonalachse entwickelt hat (Benirschke, 1998). Der Zeitpunkt der Spaltung ist bei
monozygoten Zwillingen entscheidend fur die Anlage der Chorion- und Amnionverhélt-

nisse des Fruchtsacks (Bajoria und Kingdom, 1997):
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Befruchtung zwei separater Eizellen Spaltung einer einzelnen befruchteten Eizelle an Tag...

Dizygot Monozygot

/37 TN
PP P @@

dichorial- fusioniert monochorial- monochorial- siamesische
diamnial dichorial- diamnial diamnial monoamnial Zwillinge

\. J
Y

Fusionierte Plazenten

Abbildung 1: Plazentationsverhéaltnisse bei Zwillingsgraviditaten in Abhéngigkeit von der Zygotie
und Zeitpunkt der Zygotenspaltung (nach: Bajoria und Kingdom (1997))

In einem Viertel der Falle kommt es zu einer frGhen Spaltung 2-3 Tage
nach der Befruchtung im Morulastadium. Dies fuhrt zu dichorialen-
diamnialen Plazentationsverhéltnissen (separat oder fusioniert), wie sie
auch bei dizygoten Zwillingen vorkommen (siehe Abb. 1), (Bajoria und
Kingdom, 1997; Hall, 2003).

In drei Viertel der Falle kommt es zu einer Spaltung der Zygote zwischen
dem 5.-8. Tag postkonzeptionell. Zu diesem Zeitpunkt liegt eine entwickelte
Blastozystenhohle vor, die nicht mehr teilungsfahig ist. Es kommt zur
Ausbildung einer gemeinsamen Chorionhdhle und zwei separaten

Amnionhéhlen (monochorial-diamnial), (Bajoria und Kingdom, 1997).

In seltenen Fallen (1-3%) geschieht eine Spaltung des Embryos nach dem
8. postkonzeptionellen Tag. Da die Amnionhohle in dieser Entwicklungs-
phase schon ausgebildet ist, kommt es zu einer monochorialen-

monoamnialen Zwillingsplazenta (Benirschke, 1998; Hall, 2003).
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e In Ausnahmefallen (ca. 1:45000 Geburten) fallt der Zeitpunkt der
Zygotenspaltung zwischen den 12.-14. Tag nach der Befruchtung. Dies
fuhrt zu einer inkompletten Spaltung des Embryos, sogenannten
»Silamesischen Zwillingen“ (Benirschke, 1998).

Diese verschiedenen Plazentationsverhaltnisse kénnen fir die klinische Untersuchung
(z.B. préanatal mittels Ultraschall oder postnatal durch die makroskopische
Untersuchung der Plazenta) wegweisend fir die Bestimmung der Zygotie des

Zwillingspaares sein.

1.1.3 Bestimmung der Zygotie von Zwillingen

Einer der ersten Wissenschaftler, der die Relevanz von Zwillingsgeschwistern fir die
Forschung erkannte, war Francis Galton (1822-1911), ein Cousin Charles Darwins. Er
vertrat frih die Annahme, dass Zwillinge eine besondere Madoglichkeit darstellen,
Erkenntnisse Uber die unterschiedlichen Einflisse von Vererbung und Umwelt auf den
Menschen zu erlangen (Benirschke et al., 2006). Der grundlegende Unterschied
zwischen monozygoten und dizygoten Zwillingen war mit dem damaligen Versténdnis
von Vererbung allerdings noch nicht moglich.

Bei der prénatalen Bestimmung der Zygotie hat heute die Ultraschalldiagnostik die
groRte Bedeutung. Die Unterscheidung der Plazentationsverhaltnisse anhand der
interfetalen Membrandicke (Hertzberg et al., 1987), des Geschlechts und des von
Finberg 1992 publizierten ,twin peak sign“ als Zeichen fur Dichorialitat (Finberg, 1992)
geben Hinweise auf die Zygotie der Zwillinge.

Studien Uber die Genauigkeit der Determination der Plazentationsverhaltnisse bei
Zwillingen berichten von einer Spezifitat der Methode von 91% fir Monozygote und
96% fur Dizygote (Stenhouse et al., 2002). Eine Untersuchung der Haufigkeit der
Plazentationsverhaltnisse und die Korrelation zur genetisch bestimmten Zygotie
ergab, dass in 45% der Falle (n=668 Zwillingspaare) die Kinder gleichgeschlechtlich
und ihre Plazenten dichorial waren (Cameron, 1968). Uber diese Gruppe lasst sich
keine eindeutige Aussage Uber die Zygotie treffen, sie kdnnen sowohl monozygot, als
auch dizygot sein (siehe Abbildung 1). Diese Erkenntnis verdeutlicht, dass genauere

Methoden zur Zygotiebestimmung notwendig sind.
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Die ersten Zwillingsforschungen, die sich mit der Zygotiebestimmung beschéftigten,
konzentrierten sich auf die Gemeinsamkeiten und Ahnlichkeiten der Zwillings-
geschwister, wie z.B. Dermatoglyphen (Newman, 1931; Reed, 1975), Zahn-
morphologie (Lundstrom, 1963), Blutgruppenantigene (Cameron, 1968; Selvin, 1970)
und Plazenta- und Erythrozytenenzyme (Cameron, 1968).

Diese Verfahren sind nur eingeschrankt gultig und garantieren keine eindeutige
Bestimmung der Zygotie. Besonders bei der Analyse von Blutgruppenantigenen muss
beachtet werden, dass es bei dizygoten Zwillingen durch das Verschmelzen der
Plazenten zur Ausbildung von Anastomosen zwischen den ChoriongeféaRen kommen
kann. Uber diese GefaRverbindungen ist ein Austausch von Erythrozyten zwischen
den Zwillingen mdglich. Es kommt zum Erythrozytenmosaizismus: einer oder beide
Zwillinge besitzen zwei verschiedene Arten von Erythrozyten unterschiedlicher
genetischer Information (Sadler, 2003; Hall, 2003) Dies fuhrt zu Missinterpretationen
von Analysen auf Grundlage der Blutgruppenantigene.

Préaziser wurde die Genotypisierung durch den direkten Vergleich von DNA Varianten:
Dazu gehort die Analyse von chromosomalen C- und Q- Banden (McCracken et al.,
1978), Restriktionsfragmentlangenpolymorphismen (RFLP) (Derom et al.,, 1985),
Microsatelliten (Hill und Jeffrey, 1985) und ,short tandem repeats” (STR) (Yang et al.,
2006). Letztere Methode ist heute das gangigste Verfahren forensischer Typisierung
und findet kommerzielle Verwendung bei der Durchfihrung von Abstammungs-
nachweisen, wie z.B. dem Vaterschaftstest. In dieser Arbeit wurde sie zur genetischen
Determinierung von gleichgeschlechtlichen Zwillingspaaren unbekannter Zygotie

verwendet (siehe 2.4 Bestimmung der Zygotie von Zwillingen, Methodenteil).
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1.2 Surfactant

Die Entdeckung des pulmonalen Surfactants gelang 1929 Kurt von Neergaard. Ziel
seiner Versuche war die Messung der Oberflachenspannung in der Lunge und das
Erkennen ihrer Bedeutung fir die Gesamtretraktion. Durch seine Ergebnisse kam er
zu folgendem Schluss: Es bestehe die Moglichkeit, dass die Oberflachenspannung
der Alveolen durch Anreicherung oberflachenaktiver Substanzen gegeniber anderen
physiologischen Losungen verringert sei. Diese Erkenntnis musse in ihrer Bedeutung
fur das Neugeborene weiter erortert werden, wobei der Oberflachenspannung in den
Alveolen eine besondere Bedeutung zukdme (Von Neergaard, 1929).

R. Pattle (1955) und J.A. Clements (1957) waren es schlie3lich, die die physikalischen
Eigenschaften des Surfactants aufklarten und damit ein neues wissenschaftliches
Feld begrundeten (Pattle, 1955; Halliday, 2008).

1.2.1 Bestandteile und Funktion des Surfactants

Die Hauptfunktion des Surfactants beim Menschen besteht in der Regulation der
alveolaren Oberflachenspannung im Verhdltnis zur AlveolengréfRe. Da benachbarte
Alveolen unterschiedlicher Gré3e durch Alveolargange miteinander verbunden sind,
muss die tatsachliche Oberflachenspannung in den kleinen Alveolen viel kleiner sein,
als man aufgrund der geometrischen Bedingungen erwarten wirde, damit das
Kollabieren kleiner Alveolen zugunsten groRerer verhindert werden kann
(Fehrenbach, 2001). Durch die Existenz von Surfactant in der Lunge kann dieses
Phanomen bewerkstelligt werden und ist wichtige Voraussetzung fur eine effiziente
Ventilation.

Surfactant ist eine Mischung aus verschiedenen Lipiden und Proteinen. 90% des
Gewichtes besteht aus Lipiden, wovon 80% Phospholipide (Dipalmitoyl
Phosphatidylcholine und Phosphatidylglycerol) und 10% neutrale Lipide ausmachen.
Die restlichen 10% des Gewichtes bestehen aus variablen Anteilen von
Serumproteinen und den vier speziellen Apoproteinen SP-A, -B, -C, und SP-D
(Fehrenbach, 2001; Walther et al., 2007).

Die Apoproteine lassen sich in zwei funktionelle Gruppen teilen:

Die kleinen, hydrophoben Proteine SP-B (8.7 kDa) und SP-C (4.2 kDa) optimieren

durch ihren lipophilen Charakter die Interaktion zwischen den Surfactantlipiden und



1 Einleitung

der Luft-Flussigkeits-Schranke und damit die Ausbreitung und Adsorption des
Surfactants in den Alveolen (Walther et al., 2007). SP-B spielt dabei eine groRere
Rolle als SP-C. Die biophysikalischen Eigenschaften des Surfactants sind im grof3en
Ausmald abhangig von der Existenz von SP-B. Wahrend ein kongenitales Defizit von
SP-B mit dem Leben nicht vereinbar ist (Nogee et al., 1994), verursachen Mutationen
im SP-C codierenden Gen dagegen eine erhdhte Neigung zu interstitiellen Lungen-
infektionen (Bridges et al., 2006). Beide Proteine sind heute wichtige Bestandteile von
therapeutisch eingesetzten Surfactant Produkten (Whitsett, 2005).

Die beiden groRRen, hydrophilen Proteine SP-A (26-36 kDa) und SP-D gehoren der
Kollektinfamilie an. Sie haben wichtige immunmodulatorische Funktionen. Zum einen
agieren sie als Teil der angeborenen Immunabwehr, da sie in der Lage sind, eine
groRe Anzahl von Viren, Bakterien und Pilze zu binden und deren Phagozytose
einzuleiten. Zum anderen spielen sie durch die Interaktion von T-Lymphozyten und
dendritischen Zellen auch eine Rolle in der sekundaren Immunantwort (Clark und
Reid, 2003). SP-A hat zusatzlich eine Funktion in der Bildung von tubularem Myelin,
einer extrazellularen Form von Surfactant, und halt das homeostatische Gleichgewicht

zwischen intra- und extrazellularem Surfactant aufrecht (Hohlfeld et al., 2002).

Alle Bestandteile des Surfactants, Lipide und Proteine, werden von den Pneumozyten
Typ 1l synthetisiert. Samtliche Proteinbestandteile, au3er SP-C, kénnen auch durch
Clara Zellen synthetisiert werden. Die Synthese von SP-C ist eine spezifische

Eigenschaft der Pneumozyten Typ Il (Fehrenbach, 2001).

1.2.2 Bedeutung von Surfactant fur die Therapie Frilhgeborener

Neben der Gefahr einer Vielzahl chronischer und akuter Erkrankungen, denen ein
Frihgeborenes aufgrund seiner Unreife ausgesetzt ist (bronchopulmonale Dysplasie,
Hirnblutung, periventrikulare Leukomalazie, Retinopathia praematorum, nekrotisier-
ende Enterokolitis, persistierender Ductus arteriosus), spielt das Atemnotsyndrom
(RDS: Respiratory Distress Syndrom) als haufigste Todesursache in der Neonatal-
periode, eine besonders bedrohliche Rolle. Erst ab der 35. Gestationswoche besteht
beim Fo6tus normalerweise eine ausreichende korpereigene Surfactantsynthese
(Speer, 2004).
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Dass ein Mangel an Surfactant die Ursache des Atemnotsyndroms Friihgeborener ist,
wurde 1959 von Every und Mead erstmals erkannt. Erste Studien zum
therapeutischen Einsatz von Surfactant bei der Behandlung von RDS folgten bald
nachdem Patrick Bouvier Kennedy (Sohn von Prasident Kennedy) 1963 kurz nach der
Geburt an den Folgen dieser Krankheit verstarb und dieses Ereignis die offentliche
Aufmerksamkeit auf sich zog. Die 1980er Jahre brachten eine Vielzahl randomisierter
kontrollierter Studien hervor, die die Wirksamkeit verschiedener synthetischer und
natdrlicher Surfactantpréparate untersuchten und belegten (Halliday, 2008).

In allen bisher publizierten Studien konnte unmittelbar nach der Surfactantapplikation
bei Frihgeborenen eine Verbesserung der Oxygenierung und des Gasaustausches
nachgewiesen werden. Zudem wurde eine Senkung der Mortalitdt und der

Pneumothoraxinzidenz beobachtet (Parmigani und Solari, 2003).

1.2.3 Applikationsform von Surfactant

Eine besondere Gefahr im Zusammenhang mit dem RDS ist die Entstehung eines
chronischen Folgeschadens der Lunge, der bronchopulmonalen Dysplasie (BPD). Sie
kann sich auf Grundlage des broncheoalveolaren Traumas bei maschineller
Beatmung entwickeln und u.a. zu starker Beeintréchtigung der Lungenfunktion,
rezidivierenden bronchopulmonalen Infekten und psychomotorischen Entwicklungs-
storungen fuhren (Speer, 2004).

Die in der Surfactanttherapie des RDS Ubliche Anwendung einer Intubation mit
nachfolgender Surfactantgabe und Beatmung stellt nicht nur den grof3ten Risikofaktor
zur Entstehung einer BPD dar (Christou und Brodsky, 2005), sondern birgt auch die
Gefahr eines erhohten Infektionsrisikos und einer mdoglichen Verletzung der
Atemwege. Besonders bei der Behandlung von sehr kleinen Friihgeborenen (unter
1500g9) ist die maschinelle Beatmung Hauptrisikofaktor fur die Entstehung chronischer
Lungenerkrankungen (Van Marter et al., 2000). Die von Gregory 1971 eingeflhrte
CPAP-Therapie ist eine Alternative zur maschinellen Beatmung. Bei dieser Methode
wird statt eines endotrachealen Tubus eine Nasenbrille oder Maske verwendet, die
einen kontinuierlichen positiven Atemwegsdruck erzeugt, gegen den der Patient
ausatmet. Dies fuhrt zum Offenhalten der Atemwege des Frihgeborenen und erreicht
eine groRere funktionelle Residualkapazitat, eine Rekrutierung bereits kollabierter

Alveolen und eine vergroRerte Gasaustauschflache in der Lunge (Verder et al., 2009).



1 Einleitung

Studien, die den Einsatz von CPAP und die Intubation bei Frihgeborenen
vergleichen, zeigen &hnliche Ergebnisse hinsichtlich der Morbiditat und Mortalitat
(Kribs, 2011). Allerdings hangt die Erfolgsrate der CPAP Methode stark vom
Gestationsalter des Frihgeborenen ab. Gerade die sehr kleinen Frihgeborenen (25.-
28. SSW) mit dem hdochsten Risiko fur ein schlechtes Outcome profitieren am
wenigsten von der Methode (Morley et al., 2008; Aly et al., 2005).

Auf der einen Seite kann durch die Anwendung der CPAP-Methode zwar die fur die
Lunge schadliche Intubation umgangen und das Risiko einer BPD vermindert werden,
auf der anderen Seite muss gleichzeitig auf die frihe Gabe von Surfactant verzichtet
werden, was vor allem fur die VLBW Kinder von Nachteil ist (Finer, 2006).

Mit dem Ziel, die Intubation und maschinelle Beatmung bei der Applikation von
Surfactant zu umgehen, wurde nach alternativen Methoden gesucht.

Weder die Gabe von Surfactant in vernebelter Form (Berggren et al., 2000), die
nasopharyngeale Applikation von Surfactant unmittelbar nach der Geburt (Kattwinkel
et al., 2004) noch der Einsatz von Larynxmasken (Brimacombe et al., 2004;
Trevisanuto et al., 2005) fanden in der Praxis routineméRige Anwendung. Meist
fanden die Studien nur an einer kleinen Gruppe von Kindern statt und hatten keine
Vergleichsgruppe.

Die INSURE-Methode (Intubation-Surfactantgabe-Extubation) konnte sich dagegen in
Skandinavien durchsetzen und erfolgreich die maschinelle Beatmungshaufigkeit
vermindern. Das Konzept beruht auf einer kurzen Intubation, verbunden mit der
Surfactantgabe, gefolgt von einer Extubation mit anschlieender CPAP-Atemhilfe. Die
maschinelle Beatmungshaufigkeit konnte um fast 50% gesenkt werden. Verstéarkt
wurde der Effekt durch die frihe Gabe von Surfactant, wie in einer Studie mit
Frihgeborenen unter der 30. SSW gezeigt werden konnte (Verder et al., 1999, Verder
et al. 2009).

Ein neues Verfahren zur Surfactantapplikation unter minimal invasiven Voraus-
setzungen wurde vor kurzem von Neonatologen am Kolner Universitatsklinikum
entwickelt. Das Vorgehen beruht auf der Gabe von Surfactant an das spontan
atmende Frihgeborene mittels einer dinnlumigen Magensonde, welche unter direkter
Laryngoskopie mit Hilfe einer Magill-Zange anstatt eines Tubus in der Trachea plaziert
wird. Dabei wird das Kind mit CPAP unterstitzt und atmet den Surfactant aktiv ein
(Kribs et al., 2007). Neben dem Vorteil, dass die Irritation der Atemwege durch
minimal invasives Vorgehen sehr gering und kurz ist und durch die CPAP Beatmung

der PEEP kontinuierlich aufrecht gehalten wird, was die selbststandige
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Lungenentfaltung fordert, konnte der Verzicht auf Narkosemittel, wie sie bei der
Intubation nach herkébmmlicher Methode bendtigt wurden, zusatzlich positive
Auswirkungen haben. Die Methode vereint die Effizienz der frihen, prophylaktischen
Surfactantgabe, die als einzige kausale Therapie des RDS bekannt ist (Finer, 2006)
mit der minimalinvasive Atemunterstiitzung mittels CPAP.

Erste Ergebnisse zum Outcome von 29 Kindern, die mit der neuen Therapiemethode
behandelt wurden im Vergleich zu einer Kontrollgruppe, erschienen 2007. Es wurde
gezeigt, dass die Mortalitat, die Rate an IVH>II° und die Rate an interstitiellen
Emphysemen durch die Surfactantgabe ohne Intubation signifikant gesenkt werden
konnte (Kribs et al., 2007).

Eine weitere Studie analysierte retrospektiv den Einsatz der Surfactantgabe ohne
Intubation Uber einen Zeitraum von vier Jahren. Insgesamt wurden 247 Kinder in die
Studie eingeschlossen. Es wurde deutlich, dass es zu einem Anstieg des Einsatzes
der neuen Methode von 75% auf 86% kam. AuRerdem stieg die Uberlebensrate bei
der Versuchsgruppe von 76% auf 90%, die Uberlebensraten ohne BPD von 65% auf
80%. Die Gruppe der Kinder die initial mit CPAP behandelt wurde, meist in
Kombination mit der Surfactantgabe ohne Intubation, zeigte eine signifikant reduzierte
Mortalitatsrate (7.7% vs. 42%), weniger BPDs (7.1% vs. 33.3%), IVHs>II° (5.2% vs.
33.3%), Pneumothoraces (2.6% vs. 6.7%) und weniger pulmonale interstitielle
Emphyseme (3.9% vs. 20%) (Kribs et al., 2008; Kribs, 2011).

Die erste Multicenterstudie zu der neuen Therapieform erschien 2010. Dabei wurden
insgesamt 1541 sehr kleine Frihgeborene mit einem Gestationsalter unter 31 SSW
und einem Geburtsgewicht unter 1500 g eingeschlossen. 319 dieser Kinder wurden
mit der neuen Therapieform behandelt. Obwohl die Kinder der Behandlungsgruppe
signifikant kleiner (945 vs. 1018 g) und unreifer (27.3 vs. 27.9 Gestationswochen)
waren als die Kinder der Standardtherapiegruppe, konnte auch hier ein signifikanter
Unterschied in der H&aufigkeit der mechanischen Beatmung (29% vs. 53%) und der
bronchopulmonalen Dysplasie (10.9% vs. 17,5%) nachgewiesen werden. Auch das
Ereignis ,Tod oder BPD" war in der Behandlungsgruppe signifikant seltener als in der
Standardtherapiegruppe (Kribs et al., 2010; Kribs, 2011).

Die kurzlich erschienen Ergebnisse der randomisierten, kontrollierten AMV Studie
zeigen ebenfalls die Vorteile der Surfactantgabe ohne Intubation im Vergleich zu
herkbmmlichen Therapiemethoden. Bei der Analyse von 220 Kindern, von denen 108
der Interventionsgruppe und 112 der Kontrollgruppe angehérten, zeigten sich eine
deutlich reduzierte Beatmungshaufigkeit an Tag 2 oder 3 nach Geburt (28% vs. 46%),
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weniger Beatmungsfalle wahrend des stationdren Aufenthaltes (33% vs. 73%),
signifikant weniger durchschnittiche Tage an denen beatmet wurde und ein
niedrigerer Bedarf an Sauerstoff (30% vs. 45%) (Gopel et al., 2011).

1.3 Risiken fur mannliche Frihgeborene

Vorausgegangene Studien haben mehrfach belegt, dass der mannliche Fotus mehr
Risiken in Bezug auf den Verlauf der Schwangerschaft und das perinatale Outcome
ausgesetzt ist als der weibliche. Schon die Rate an spontanen Aborten ist 30% hoéher
als bei weiblichen Feten (Ingmarsson, 2003). Daneben stellt das mannliche
Geschlecht einen eigenstandigen Risikofaktor fur Frihgeburtlichkeit (McGregor et al.
1992; Ingmarsson, 2003), erhohter Mortalitat und neurologischer Entwicklungs-
verzdgerung dar (Tyson et al., 2008). Das Risiko fur Letzteres ist sogar vergleichbar
mit einem einwoéchigen Rickstand im Gestationsalter. Besonders in Bezug auf
pulmonale Komplikationen haben die mannlichen Frilhgeborenen Nachteile: Elsmén
und Kollegen zeigten, dass sie deutlich haufiger mechanische Beatmung bendétigen,
haufiger chronische Lungenerkrankungen wie BPD entwickeln und mehr Surfactant
bendtigen als die weiblichen Frilhgeborene (Elsmén et al., 2004; Farstad et al., 2011).
Die Erkenntnis aus Tierversuchen, dass Androgene einen hemmenden Einfluss auf
die Entwicklung der Lunge haben (Hanley et al., 1996), leitet zu der Hypothese, dass
diesen geschlechterspezifischen Unterschieden ein hormonell vermittelter intra-
uteriner Nachteil des mannlichen Feten zu Grunde liegt. Auch die Surfactantsynthese
ist durch Sexualhormone reguliert. Wahrend Androgene zu einer Hemmung der
Surfactant-Protein Genexpression in den Typ Il Alveolarzellen fuhren, werden sie
durch Ostrogene stimuliert (Carey et al., 2007).

Das erhohte Risiko einer Frihgeburt, verbunden mit einer verzdgerten Surfactant-
synthese bei den mannlichen Feten, ist eine besonders unglinstige Kombination fr
das perinatale und langfristige Outcome dieser Kinder und benétigt eine
angemessene Therapie, speziell abgestimmt auf die Bedirfnisse der méannlichen

Frihgeborenen.
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1.4 Fragestellung der Arbeit
e Wie préazise ist die klinische Einschatzung der Zygotie gleichgeschlechtlicher
Frihgeborener?

e Haben genetische Faktoren einen Einfluss auf die Surfactanttherapie von sehr

kleinen Frihgeborenen?

e Welchen Einfluss hat das Geschlecht von Frihgeborenen auf die
Surfactanttherapie?

e Welchen Einfluss hat die neue Therapieform ,Surfactantgabe ohne

Intubation“?

12
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2 Material und Methoden

2.1 Allgemeine Vorgehensweisen

Im Rahmen der multizentrischen prospektiven Kohortenstudie ,Krankheitsbezogene
Analyse von Kandidaten-Polymorphismen fur schwere Erkrankungen des Frih-
geborenen“ und der Nachlauferstudie ,German Neonatal Network- Deutsches
Frihgeborenen Netzwerk® wurden von September 2003 bis Ende Dezember 2009
Daten von 3708 Kindern (davon 31,6% Mehrlinge, n=1173) aus 28 deutschen
neonatologischen Zentren in Libeck gesammelt, zu denen Informationen Uber
Mehrlingsstatus, Tod, Gestationsalter und Geburtsgewicht vorlagen. Voraussetzung
der neonatologischen Stationen zur Teilnahme an der Studie war ihre Grofl3e und eine

geforderte Fallzahl von mindestens 40 Frihgeborenen unter 15009 pro Jahr.

Anhand drei standardisierter Fragebdgen (siehe Anhang 1) wurden klinische
Basisdaten Uber die Umstande der Geburt, antenatale Behandlung, Therapie,
Medikation und Krankheitsverlauf des Kindes erhoben sowie je 2 Mundschleimhaut-
abstriche von Mutter und Kind und, wenn méglich, ein kurzes Stick Nabelschnur des
Kindes gesichert. Die Zustimmung der Eltern zur Speicherung der Daten ihrer Kinder
sowie zur Entnahme des Mundschleimhautabstrichs und des Nabelschnurrestes
erfolgte nach einer ausfuhrlichen mindlichen und schriftlichen Aufklarung durch lokale
Arzte. Die Aufklarung wurde auf einem unterschriebenen Einverstandnisbogen
festgehalten und vor Ort abgeheftet (siehe Anhang 2). Nach dem Einschluss des
Kindes in die Studie wurde der erste Datenbogen (1/3) gemeinsam mit den
Mundschleimhautabstrichen nach Lubeck geschickt. Dort erfolgte die DNA- Isolierung,

welche anschlie3end bis zur weiteren Verwendung eingefroren wurde.

Der zweite und dritte Dokumentationsbogen wurde erst nach der Entlassung des
Kindes nach Lubeck geschickt. Im Labor erfolgte fur jeden Patienten die Zuordnung
einer DNA- Nummer. Unter dieser Nummer wurden die Datenbégen anschlie3end in
eine Access-Datenbank tbertragen. Dies hatte den Zweck, die Daten anonym, ohne
Namen oder Geburtsdatum der Kinder, zu archivieren. Die Eingabe erfolgte doppelt
kontrolliert, mit computergestitztem Abgleich der Datenbank auf Eingabefehler.

In halbjahrlichen Abstanden wurden die erhobenen Daten durch die Studienzentrale
gepruft (Monitoring). Ein Arzt der Studienzentrale in Lubeck kontrollierte anhand der

Patientenakte die Vollstandigkeit der klinischen Daten und die Einschlussrate der
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Patienten. Dabei wurde auch das Vorliegen der unterschriebenen Einverstandnis-
erklarung gepruft, deren Nichtvorhandensein zum Ausschluss des Kindes aus der
Studie fuhrte. AuRerdem wurde vom Monitor das Stationsbuch auf weitere Patienten
Uberpruft, die die Einschlusskriterien erfullten. Wenn Kinder trotz Erfullung der
Einschlusskriterien nicht eingeschlossen wurden, kam es zu einer nachtraglichen,
anonymen Registrierung des Geburtsgewichtes, einigen Outcomeparametern und
dem Grund des fehlenden Einschlusses. Nach Kontrolle der Daten durch den Monitor
wurden alle vollstdndigen Datensatze und die dazugehérigen DNA Proben
pseudonymisiert.

Ein weiteres Ziel der Studie ist es, die eingeschlossenen Kinder Uber einen Zeitraum
von sechs Jahren hinsichtlich ihrer kdrperlichen und neurologischen Entwicklung zu
beobachten. Dafur werden zu zwei weiteren Zeitpunkten, bei einer ambulanten
Wiedervorstellung im Alter von 2 und 6 Jahren, Daten zu den Patienten erhoben.
AulRerdem sendet die Studienzentrale in grof3eren Abstdnden nach der Entlassung
Fragebdgen an die Eltern der Kinder. Dabei werden die Fragebdgen der ,Studie zur
Gesundheit von Kindern und Jugendlichen in Deutschland® (www.KiGGS.de)
verwendet, die schon von 17.000 Eltern beantwortet wurden, deren Kinder keine sehr
kleinen Frihgeborenen sind. Die Fragebdgen enthalten unter anderem Fragen zum
Gesundheitsverhalten, sozialen Status, zur Bildung, Familiensituation und Ernahrung.
Dieses Vorgehen erlaubt einen Vergleich der Frihgeborenen mit reif geborenen

Kindern.

Die Studie wurde von allen Ethikkommissionen der teilnehmenden Kliniken
beflrwortet (Aktenzeichen 08-022 der Ethikkommission Liibeck).
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2.2 Studienpopulation

Einschlusskriterien waren ein Gestationsalter <=36+6 Schwangerschaftswochen

sowie ein Geburtsgewicht unter 1500 Gramm.

Als Ausschlusskriterium galt die Verlegung des Kindes aus einer anderen Kinderklinik.

2.3 Definition der Endpunkte

Die Definition der Endpunkte ist durch die Studienleitung wie folgt festgelegt:

Intraventrikulare Hamorrhagie (IVH) wurde in vier Grade eingeteilt:

Grad 1: Subependymale Blutung

Grad 2: Ventrikel Einbruchsblutung, <50% des Ventrikelvolumens

Grad 3: Ventrikel Einbruchsblutung, >50% des Ventrikelvolumens

Grad 4: Periventrikulare Hamorrhagie (PVH), unabhangig vom Ausmal

der begleitenden intraventrikularen Hamorrhagie
Bronchopulmonale Dysplasie (BPD): Bestimmung der BPD gemal
Neonatalerhebung in Anlehnung an den Test nach Walsh im korrigierten
Gestationsalter von 35+0 bis 36+6 SSW.
Beatmung: jede Art von Beatmung wahrend des stationaren Aufenthaltes.
Sepsis: alle Definitionen werden in Anlehnung an das NEO Kiss Surveillance-
Protokoll verwendet. Unterschieden werden dabei: Klinische Sepsis ohne
Erregernachweis, mikrobiologisch gesicherte Sepsis (aber keine Koagulase
negativen Staphylokokken) und mikrobiologisch bestatigte Sepsis mit
Koagulase negativen Staphylokokken als alleiniger Erreger.
Fetofetales Transfusionssyndrom (FFTS): klinische postnatale Einschatzung
aufgrund aller verfigbaren Befunde.
Antenatale Lungenreife: antanatale i.m. Gabe von 2 x 12mg Betamethason im
Abstand von 24 h (alternativ 4 x 6mg Dexamethason) an die Mutter.
Tokolyse/ antenatale Antibiose: nur Therapien, die in den letzten 24 h vor der
Geburt eingesetzt wurden.
Blasensprung: Blasensprung vor Beginn regelmafiiger zur Geburt fuhrender
Wehen, die mindestens alle 10 Min. auftraten, zervixwirksam und schmerzhaft

waren.
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2.4 Bestimmung der Zygotie

Nach Eingang der Mundschleimhautabstriche des Kindes bzw. der Mutter im Labor
wurde mit dem QlAampe DNA Mini Kit der Firma QIAGEN die DNA isoliert und bis zur
Weiterverarbeitung eingefroren. Die DNA-Isolierung mit Hilfe dieses Kits beruht auf
dem Prinzip der Adsorptions-Chromatographie.

Zur Bestimmung der Zygotie durchliefen die Proben das Testverfahren einer
molekulargenetischen Analyse im Institut fir Rechtsmedizin der Universitat Kiel.
Dabei handelt es sich um eine DNA-Typisierung mit einem Multiplex-PCR Kit zum
Nachweis polymorpher Merkmale, welches urspringlich zur Erstellung eines DNA-
Abstammungs- oder eines Spurengutachtens genutzt wird (,Vaterschaftstest). Um
die Zygotie unserer Zwillingsparchen zu bestimmen, wurden die Proben einzeln in das
Testverfahren geschickt und die Ergebnisse der zusammengehdrigen Geschwister
anschlieRend miteinander verglichen, was uns letztlich eindeutigen Aufschluss tber
die Zygotie der Zwillinge gab.

Das Verfahren beruht auf der Untersuchung von bestimmten Orten im Genom, den
sogenannten short tandem repeats (STRs). Das sind Bereiche der DNA, die sich
durch spezifische Abfolgen von 2 bis 4 Basenpaaren auszeichnen, welche in 10 bis
40 Wiederholungen vorkommen koénnen. Diese Wiederholungszahl ist individuell
unterschiedlich und wird als Merkmal fir jeden Genort kodominant vererbt (jeweils
einmal von der Mutter und einmal vom Vater.) Bei Mischerbigkeit sind zwei
unterschiedliche Fragmente (Allele) nachweisbar. Bei Reinerbigkeit dagegen liegen
zwei identische Fragmente vor. Die STRs sind ausschliellich in den nicht
kodierenden Bereichen der DNA lokalisiert, so dass uber diese Methode weder auf
Erkrankungen noch auf sonstige genetisch determinierte Eigenschaften des Kindes
geschlossen werden kann. Bei dem von uns verwendeten ,ldentifiler® Kit wurden die
AllelgréRen (Anzahl der Basenpaar-Wiederholungen) in den STR Systemen
D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317, D16S539,
D2S1338, D19S433, VWA, TPOX, D18S51, D5S818, FGA bestimmt.

Durch den Einsatz spezifischer fluoreszenzmarkierter Primer konnten diese relativ
kurzen DNA-Fragmente durch das Polymerase-Ketten-Verfahren (PCR) (siehe
Tabelle 1 und 2) vervielfaltigt und in einer automatischen Fragmentanalyse mittels
Kapillarelektropherese und Laserdetektion (automatische Fluoreszenzdetektion) in
einem Abi Prism 310 Genetic Analyzer bestimmt werden. Das Verfahren ist in der
folgenden Abbildung (Abbildung 2) schematisch dargestellt.
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Abbildung 2: Schema der DNA- Typisierung durch den ABI Prism 310 (Applied Biosystem): PCR
amplifizierte STR Analyse (nach Lee et al., 2010)

Bei dieser Analyse bewegten sich die DNA-Fragmente in Abh&ngigkeit von ihrer
GroRRe unterschiedlich schnell durch das Trennmedium (hier POP-4, Applied
Biosystems). Die Fragmente sind negativ geladen, was dazu fihrte, dass sie durch
die Kapillare zur Anode wanderten. Am Ende dieser Kapillaren passierten die
Amplifikate eine Fensterung, die vor einem Laser platziert war. Ein Laserstrahl regte
bei Passage der Fragmente am Fenster die Fluoreszenzmarkierung an den
Primersequenzen der spezifischen Fragmente zur Emission von elektromagnetischer
Strahlung in definierten Wellenlangen an. Diese konnten von einem Detektor
registriert werden. Anhand der Wanderungszeit, die die Fragmente in der Kapillare
bendtigten, wurden im Vergleich zu Fragmenten definierter Lange (GroRRenstandard)
die Fragmentlangen der neu amplifizierten Amplicons bestimmt. Diese wurden, je
nach Basenpaaren-Anzahl, mit dem Auswertungsprogramm GeneMapper als
graphisch unterschiedlich hohe Peaks dargestellt (Anhang 3). Um von den
unterschiedlichen Peaks auf die Zygotie der Zwillingsparchen schlieRen zu kénnen,
wurden die Grol3en der Peaks der beiden Geschwister miteinander verglichen: Im Fall
von Monozygotie waren die Ausschlage der Peaks (Anzahl der Wiederholungen der
Basenpaare) bei beiden Geschwistern vollkommen identisch. War dies nicht der Fall,

handelte es sich bei den Zwillingen um ein dizygotes Paar.
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Die klinische Einschéatzung der Zygotie wurde durch die lokalen Studienérzte anhand
des Geschlechts (gleichgeschlechtliche vs. getrenntgeschlechtliche Paare), der
postnatalen Untersuchung der Plazenta und der Diskordanz im Geburtsgewicht (als
Hinweis auf Monozygotie) vorgenommen und auf den oben erwahnten Fragebdgen

angegeben.

Tabelle 1: Protokoll PCR - Reagenzien

Reagenz Hersteller / Firma Menge in pl pro Probe
AmpFISTR Identifiler Primer Set Applied Biosystems 1,375

AmpliTagGold DNA Polymerase (5u/pl) Applied Biosystems 0,125

AmpFISTR PCR Reaction Mix Applied Biosystems 3,75

PCR Puffer Applied Biosystems 2,625

Proben DNA 2,5 (Verdinnung 1:30)
AmpFISTR Identifiler Primer Set Applied Biosystems 3,8125

AmpliTagGold DNA Polymerase (5u/ul) Applied Biosystems 4,55

Tabelle 2: Protokoll PCR Zyklen

Geréat:GeneAmp 9700 Temperatur [C°] Zeit (min)
Initiale Denaturierung 95 11
Zyklen (28)

Denaturierung 94 1
Annealing 59 1
Extension 72 1
AbschlieBende Extension 60 60
Final Stepp 20 e
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2.5 Statistik

Zur statistischen Analyse der Daten wurde die SPSS-Software (Version 15)
verwendet. Zur Beschreibung der kontinuierlichen Variablen wurden Mittelwert und
Standardabweichung berechnet. Zur Prifung auf Unterschiede zwischen zwei
Gruppen wurde fir stetige Parameter (Gestationsalter und Geburtsgewicht) der
verteilungsfreie (nicht-parametrische) Mann-Whitney-U-Test eingesetzt. Fur binare
Variablen wurde zum Vergleich unabhéngiger Gruppen der exakte Test nach Fisher,
far die IVH Grade der Chi-Quadrat Test nach Pearson verwendet. Alle in dieser Arbeit
genannten p-Werte sind zweiseitig. Ein p-Wert kleiner 0,05 wurde als signifikantes
Ergebnis interpretiert. Die Genauigkeit der genetischen Bestimmung der Zygotie im
Vergleich mit der klinischen Einschatzung wurde mit Hilfe der Vier-Felder-Tafel

(Sensitivitat und Spezifitat) ermittelt.
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3 Ergebnisse

3.1 Studienpopulation

Im Zeitraum von September 2003 bis Ende 2009 wurden aus 28 deutschen
neonatologischen Zentren Daten von 3708 Kindern gesammelt, zu denen
Informationen Uber Mehrlingsstatus, Tod, Gestationsalter und Geburtsgewicht

vorlagen. Darunter befanden sich 31,6% Mehrlinge (n=1173).

Die Bestimmung der Zygotie bei den gleichgeschlechtlichen Zwillingsparchen unseres
Kollektives wurde bei insgesamt 208 Paaren (n=416 Kinder) im Institut fur

Rechtsmedizin in Kiel vorgenommen.
Folgende Zwillingspaare konnten nicht in unsere Auswertung eingeschlossen werden:

11 Paare (n=22 Kinder) konnten aufgrund mangelnder DNA-Qualitat nicht eindeutig
bestimmt werden.

2 Paare (n=4 Kinder) waren irrtumlicherweise als gleichgeschlechtlich in der
Datenbank gespeichert, in Wahrheit aber unterschiedlichen Geschlechts.

4 Paare (n=8 Kinder) wurden bei der Datenubertragung direkt als hohergradige
Mehrlinge identifiziert und ausgeschlossen und

26 Paare (n=52 Kinder) wurden nachtraglich Uber die statistische Auswertung als
héhergradige Mehrlinge ausgeschlossen.

Demnach konnten wir 165 genetisch eindeutig bestimmte Zwillingspéarchen (n=330

Kinder) fur unsere Auswertung heranziehen.

Die Zygotie der untersuchten Zwillinge ist in unseren Kollektiv folgendermal3en
verteilt: unter den 165 Parchen befinden sich 87 (n=174 Kinder, 52,7%) monozygote
und 78 (n=156 Kinder, 47,3%) dizygote Paare.

3.2 Klinische Daten in Abhangigkeit von Mehrlingsstatus und Zygotie

Die folgenden drei Tabellen stellen wichtige klinische Daten der Friihgeborenen dar.
In Tabelle 3 wird dabei zunachst ein Uberblick tiber das Gesamtkollektiv gegeben. Die
Tabellen 4 und 5 dagegen konzentrieren sich auf wichtige pra- und postnatale
klinische Daten im Subkollektiv der genetisch determinierten gleichgeschlechtlichen

Zwillingsparchen.
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Tabelle 3: Klinische Daten des Gesamtkollektives nach Mehrlingen und Geschlecht getrennt
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3 Ergebnisse

Auffallige Unterschiede beim Betrachten des Gesamtkollektives (Tabelle 3) zeigen
sich zunéchst fur die Ereignisse Tod und BPD, die bei Einlingen geh&auft vorkommen,
genauso wie die Endpunkte Sepsis und OP wegen NEC oder FIP. Bei den gleich- und
getrenntgeschlechtlichen Zwillingen finden sich Hirnblutungen héaufiger als bei den
anderen Gruppen (v.a. Grad 1/2 bei gleichgeschlechtlichen Zwillingen). Wéahrend die
getrenntgeschlechtlichen Zwillinge zudem eine erhéhte Sepsisrate zeigen, kommt die
OP wegen NEC oder FIP bei gleichgeschlechtlichen Zwillingen gehauft vor. Eine
Sonderposition nehmen die Kinder der Gruppe ,ungepaarter Zwilling“ ein: Hier finden
sich auffallig wenig Todesfalle, Hirnblutungen und notwendige Beatmungen.
Gleichzeitig fallen ein vorteilhaftes héheres Geburtsgewicht und ein etwas hdherer
Anteil an weiblichen Frihgeborenen auf als in den anderen Gruppen. Allerdings

kommt der Eingriff OP wegen ROP bei diesen Kindern haufiger vor.

Die folgende Tabelle (Tabelle 4) zeigt einen Vergleich der antenatalen Daten von
gleichgeschlechtlichen mono- und dizygoten Zwillingen. Fur die dizygoten Zwillinge
finden sich signifikante Haufungen von antenataler Antibiotikagabe (p=0,008), dem
Auftreten des Amnioninfektionsrisikos (p=0,012) und des hdheren Geburtsgewichts
(p=0,04). Nicht signifikant, aber auffallend vermehrt sind auch das Vorkommen eines
Blasensprungs und der Entbindungsmodus Notsectio bei Dizygoten.

Das Fetofetale Transfusionssyndrom kann natirlich nur bei monozygoten Zwillingen
auftreten. AuRerdem findet sich gehaufte Wachstumsretardierung bzw. pathologische
Doppler-Befunde (p=0,005) bei monozygoten Zwillingen.
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3 Ergebnisse

Tabelle 4: pra- und perinatale klinische Daten von Zwillingen genetisch determinierter Zygotie

Monozygot Dizygot “

(n=174) (n=156) P
Gestationsalter [Wochen]* 28,6/ 2 28,7/ 2,3 0,174
Geburtsgewicht [g]* 1086/ 263 1139/ 276 0,04
Fetofetale Transfusion [%)] 25,6 0 0
Blasensprung [%] 23,9 429 0,072
Entbindungsmodus
Spontan [%] 4,3 25 0,51
Sectio [%)] 94,2 91,7 0,51
Notsectio [%0] 14 5,8 0,17
Inborn [%)] 94,8 96,2 0,607
Antenatale Lungenreife [%)] 95,4 89,7 0,057
Nabelaterien-ph 7,32 7,32 1
Tokolyse [%] 64,4 71,8 0,158
Antenatale Antibiotika [%] 46,6 61,5 0,008
Geburtsursachen
Unhemmbare Wehen [%)] 43,7 455 0,741
Amnioninfektionssyndrom [%] 20,1 32,7 0,012
EPH-Gestose [%] 1,1 2,6 0,427
HELLP [%] 4,2 0 0,495
Pathologisches CTG [%] 18,4 14,1 0,302
Wachstumsretardierung,
pathologische Doppler [%] 333 87 0.005
Plazentalésung [%] 3,4 51 0,586
sonstige Ursachen [%] 58,6 46,8 0,036

* Mittelwert / Standardabweichung, # Monozygot vs. Dizygot, Mann-Whitney-U Test fir Gestationsalter und

Geburtsgewicht und Fisher’s exact Test fir alle anderen Parameter.
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Bei der Betrachtung der postnatalen klinischen Daten (Tabelle 5) finden sich in der
Statistik nur fur das Geburtsgewicht signifikante Unterschiede (p=0,04), welches bei
den dizygoten Zwillingen hoéher liegt als bei den monozygoten. Bemerkenswert
bleiben das haufigere Vorkommen von BPD und Hirnblutungen bei dizygoten
Zwillingen und der Beatmung bei monozygoten Zwillingen, allerdings ohne

Signifikanz.

Tabelle 5: postnatale klinische Daten von Zwillingen genetisch determinierter Zygotie

Monozygot Dizygot M

(n=174) (n=156)
Gestationsalter* [Wochen] 28,6/ 2 28,7/ 2,3 0,174
Geburtsgewicht* [g] 1086/ 263 1139/ 276 0,04
Tod [%] 1,7 1,3 1
Madchen [%] 48,3 39,7 0,12
Junge [%] 51,7 60,3 0,12
Hirnblutung [%] 22 26,3 0,37
IVH Grad 1/2 [%] 13,3 14,9 0,88
IVH Grad 3/4 [%)] 8,6 11,6 0,88
OP ROP [%] 3,5 4,5 0,59
Beatmung [%] 54,6 48,1 0,27
BPD [%] 10,2 12,9 0,3
Sepsis mit pos. Blutkultur [%] 11,8 13,5 0,74
OP wegen NEC od. FIP [%)] 4,6 4,5 1

* Mittelwert / Standardabweichung, # Monozygot vs. Dizygot, Mann-Whitney-U Test fir Gestationsalter und
Geburtsgewicht, Chi-Quadrat nach Pearson fir IVH Grade und Fisher’'s exact Test fur alle anderen

Parameter.
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3.3 Zygotiebestimmung: klinisch vs. genetisch

Bei 123 frihgeborenen gleichgeschlechtlichen Zwillingspaaren unseres Kollektivs liegt
parallel die klinische und genetische Einschatzung der Zygotie vor. 51 dieser Kinder
wurden genetisch als monozygote Zwillinge erfasst, wovon 32 Kinder zuvor auch
Klinisch als solche erkannt wurden. Das entspricht einer Sensitivitdt der klinischen

Einschéatzung von 62%.

Tabelle 6: Genauigkeit der klinischen Einschatzung der Zygotie gleichgeschlechtlicher Zwillinge im

Vergleich zur genetischen Analyse

Monozygot (DNA) Dizygot (DNA ) Gesamt
Monozygot (klinische
. 67,7 111 32,5
Einschatzung)[%]
Anzahl 32 8 40
Dizygot (klinische
.yg ( 37,3 88,9 67,5
Einschatzung)[%]
Anzahl 19 64 83

Die anderen 72 Paare wurden genetisch als dizygote Zwillinge identifiziert. Von
diesen Kindern wurden 64 auch klinisch als solche erkannt, was einer Spezifitat der

klinischen Einschatzung von 88% entspricht.
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3.4 Genetik und exogene Faktoren als pradiktiver Faktor fir den

Behandlungsablauf

Bei insgesamt 3638 Kindern unseres Gesamtkollektives wurden giltige Angaben zur
Art der Surfactantgabe gemacht. Bei n= 71 Kindern fehlten die Angaben.

Die folgende Abbildung (Abbildung 3) gibt eine Ubersicht tiber die Art und Weise der
Surfactantapplikation. Die Halfte der Patienten erhielt kein Surfactant, 31% der
Patienten erhielt Surfactant nach konventioneller Methode nur tGber den Tubus und
17% der Kinder wurden nach der neuartigen Methode, der Surfactantgabe ohne
Intubation behandelt. Bei 2% unseres Kollektivs wurde keine Angabe zur Art und

Weise der Surfactantgabe gemacht.

2%

® kein Surfactant (n= 1851)

m Surfactant ohne
Intubation (n= 638)

m Surfactant nur Uber Tubus
(n=1149)

m fehlende Angaben (n=71)

Abbildung 3: Ubersicht (iber die Art der Surfactantgabe im Gesamtkollektiv

Bei n=111 Paaren unserer zygotiebestimmten Zwillinge wurde Surfactant verabreicht.
Die nachste Abbildung (Abbildung 4) zeigt die Wahrscheinlichkeit fur die Behandlung
mit Surfactant von beiden Kindern eines Zwillingsparchens in Abhangigkeit von der

Zygotie.

Die erwarteten Wabhrscheinlichkeiten fir die Therapie mit Surfactant in den
unterschiedlichen Subgruppen ergeben sich aus der vorangestellten Tabelle 7 und
betragen 57% fur das Gesamtkollektiv, 45% fur Kinder mit einem Geburtsgewicht
>1000g (nicht ELBW), 79% fur Kinder mit einem Geburtsgewicht <1000g (ELBW),

60% fir mannliche Frihgeborene und 53% fir weibliche Frihgeborene.
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Tabelle 7: Wahrscheinlichkeiten fir das Ereignis Surfactanttherapie im Gesamtkollektiv und in

Subgruppen der zygotiebestimmten Zwillinge

keine Surfactantgabe Surfactantgabe Gesamt
Gesamtkollektiv gleich-
geschlechtliche Zwillinge [%] 43 57
Anzahl 141 187 328
Geburtsgewicht >1000g [%] 54,9 45,1
Anzahl 117 96 213
Geburtsgewicht <1000g [%] 20,9 79,1
Anzahl 24 91 115
Geschlecht méannlich [%)] 39,6 60,4
Anzahl 72 110 182
Geschlecht weiblich [%0] 47,3 52,7
Anzahl 69 77 146

Die Abbildung 4 verdeutlicht, dass es bei monozygoten Zwillingen haufiger vorkommt,

dass beide Kinder mit Surfactant (72,9%, n=43) behandelt werden als bei den

dizygoten Zwillingen (63,5%, n=33). Der Unterschied ist allerdings statistisch nicht

signifikant (p= 0,312).

72,9

Monozygot [%] Dizygot [%]

Gesamt

M Einer Surfactant (n=35),Monozygot n=16, Dizygot n=19
M Beide Surfactant (n=76),Monozygot n=43, Dizygot n=33

Abbildung 4: Haufigkeit der Surfactantgabe von einem oder beiden Kindern bei Zwillingspaaren

mit genetisch determinierter Zygotie in Abhangigkeit von der Zygotie
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Die Tabelle 8 zeigt, dass bei den schwereren Kindern, die nicht der ELBW Gruppe

angehoren, die dizygoten Zwillinge (66,7%) im Vergleich zu monozygoten (84,4%)

seltener gleichzeitig mit Surfactant behandelt werden. Die monozygoten Zwillinge

liegen dabei fast doppelt so hoch wie der Wert der erwarteten Wahrscheinlichkeit fur

diese Subgruppe (45,1%, siehe Tabelle 8). Trotzdem ist die Differenz zwischen

Monozygoten und Dizygoten statistisch nicht signifikant (p=0,14). Bei den leichteren

Kindern, die der ELBW Gruppe angehdren, ist dagegen kein Unterschied zwischen

den Monozygoten und Dizygoten festzustellen (77,3% vs. 77,6%), die Werte

entsprechen der erwarteten Wahrscheinlichkeit von 79,1%.

Tabelle 8: Surfactantgabe in Abhangigkeit von Zygotie und Geburtsgewicht < oder > 1500 g

Einer Beide
Surfactantgabe Surfactantgabe Gesamt p#
(n=26) (n=85) (n=111)
Geburtsgewicht <1000g (ELBW)
monozygote[%] 22,2 77,8
Anzahl 6 21 27
dizygote[%] 22,7 77,3
Anzahl 5 17 22 1
gesamt[%] 22,4 77,6
Anzahl 11 38 49
Geburtsgewicht >1000g (kein ELBW)
monozygote[%] 15,6 84,4
Anzahl 5 27 32
dizygote[%] 33,3 66,7
Anzahl 10 20 30 0,141
gesamt[%] 24,2 75,8
Anzahl 15 47 62

# Monozygot vs. Dizygot, Fisher’s exact Test
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Anhand der Tabelle 9 lasst sich nachvollziehen, dass bei den monozygoten
mannlichen Zwillingen ein auffallig erhdhter Surfactantbedarf beider Kinder eines
Zwillingsparchens zu beobachten ist (81,8%) im Gegensatz zu den dizygoten Paaren
(68,8%). Das Ergebnis ist nicht signifikant (Fisher's exact Test, p= 0,26), zeigt aber
trotz der kleinen Fallzahl von 111 P&rchen eine deutliche Tendenz. Die dizygoten
Zwillinge liegen dabei nah an der erwarteten Wabhrscheinlichkeit fur die
Surfactantgabe bei ménnlichen Frihgeborenen (60,4%, siehe Tabelle 7), die
monozygoten dagegen liegen deutlich dartber.

Auch bei den weiblichen Zwillingsparchen ist die Behandlung beider Kinder mit
Surfactant haufiger bei monozygoten (80,8%), als bei weiblichen dizygoten Paaren
(75%). Die Differenz ist aber viel geringer als bei den mannlichen Zwillingen
(p= 0,726).

Tabelle 9: Surfactantgabe in Abhangigkeit von Zygotie und Geschlecht

Einer Beide
Gesamt 4
Surfactantgabe Surfactantgabe
(n=111)
(n=26) (n=85)
Geschlecht mannlich
monozygote[%] 18,2 81,8
Anzahl 6 27 33
dizygote[%] 31,3 68,8
Anzahl 10 22 32 0,26
gesamt[%] 24,6 75,4
Anzahl 16 49 65
Geschlecht weiblich
monozygote[%] 19,2 80,8
Anzahl 5 21 26
dizygote[%] 25 75 0,726
Anzahl 5 15 20
gesamt[%] 21,7 78,3
Anzahl 10 36 46

# Monozygot vs Dizygot, Fisher’s exact Test
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3 Ergebnisse

3.5 Neue Therapieform ,Surfactantgabe ohne Intubation in Bezug

auf den Endpunkt maschinelle Beatmung

Im Folgenden stellt die Abbildung 5 die Haufigkeit der neuen Behandlungsmaglichkeit
»Surfactantgabe ohne Intubation® in Abhangigkeit von der Zygotie der Zwillingspaare
dar. Insgesamt haben 69 Kinder unserer zygotiebestimmten Zwillinge Surfactant ohne
Intubation erhalten. Zwischen Mono- und Dizygoten ist dabei kein erwdhnenswerter
Unterschied zu beobachten. In beiden Gruppen wurden fast gleich viele Kinder mit der
neuen Methode versorgt (monozygot= 19,2%, dizygot= 23,1%, p=1).

100 19,2 23,1 21
&0
60
40
20
0

Monozygote [%] Dizygote [%] Gesamt [%]

m keine Surfactantgabe ohne Intubation (n= 259), Monozygot n=139, Dizygot n=120
Surfactantgabe ohne Intubation (n=69), Monozygot n=33, Dizygot n=36

Abbildung 5: Haufigkeit der Behandlungsmethode Surfactantgabe ohne Intubation bei Zwillingen

mit genetisch determinierter Zygotie

30
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Die folgende Abbildung (Abbildung 6) zeigt dieselbe Analyse wie schon in Abbildung 4
durchgefuhrt, diesmal aber fur den Endpunkt "Surfactantgabe ohne Intubation".
Hierfur finden sich keine Differenzen zwischen mono- und dizygoten Zwillingen. Bei
56,5% (n= 13) der monozygoten und 54,2% (n=13) der dizygoten Zwillinge hat nur ein
Zwilling eines Paares Surfactant ohne Intubation erhalten. Bei 43,5% (n=10) der
monozygoten und 45,8% (n=11) der dizygoten Zwillinge haben beide Geschwister-
kinder Surfactant nach der neuen Methode bekommen.

Da sich im Gesamtkollektiv keine Differenz zeigt, wurde auf die Analyse von
Subgruppen (Geschlecht, ELBW) verzichtet.

Monozygote [%] Dizygote [%] Gesamt [%]

M Einer Surfactantgabe ohne Intubation (n=26),Monozygot n=13, Dizygot n=13
M Beide Surfactantgabe ohne Intubation (n=21),Monozygot n= 10, Dizygot n=11

Abbildung 6: Haufigkeit der Behandlungsmethode Surfactantgabe ohne Intubation bei einem oder
beiden Kindern von Zwillingsparchen mit genetisch determinierter Zygotie in Abh&angigkeit von der

Zygotie
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Im Folgenden (Tabelle 10 und Abbildung 7) wurde die neue Surfactanttherapie in
Bezug auf den Endpunkt ,Beatmung® untersucht. Dabei lag ein besonderes Augen-

merk auf der Abhangigkeit von Geburtsgewicht und Geschlecht.

Tabelle 10: Surfactantgabe ohne Intubation in Bezug auf den Endpunkt Beatmung in Abhangigkeit

vom Geburtsgewicht (kleiner bzw. gréRer als 1000g)

Geburtsgewicht>1000g Geburtsgewicht<1000g Gesamt

(n=2079) (n=1622) (n=3701)
keine Surfactantgabe ohne Intubation
keine Beatmung[%] 71,1 27,7 53,4
Anzahl 1292 345 1637
Beatmung[%] 28,9 72,3 46,6
Anzahl 524 902 1426
Surfactantgabe ohne Intubation
keine Beatmung[%] 70 48 57,1
Anzahl 184 180 364
Beatmung[%] 30 52 42,9
Anzahl 79 195 274

Es fallt auf, dass besonders kleine Kinder mit einem Geburtsgewicht unter 1000g
(ELBW), einen deutlichen Vorteil von der Surfactantgabe ohne Intubation haben: Bei
diesen Kindern war nur in 52% der Féalle eine Beatmung unter der neuen
Therapieform nétig. Wohingegen es 72,3% der Kinder bei Anwendung der
herkdmmlichen Methode waren, die beatmet werden mussten. Bei den Kindern mit
einem Geburtsgewicht gréRer als 1000g (VLBW) dagegen unterscheidet sich die
Beatmungshaufigkeit kaum (28,9% vs. 30%). Besonders deutlich wird der Unterschied
der beiden Therapiemdglichkeiten in Bezug auf die Beatmungshaufigkeit beim
Vergleich der Differenzen zwischen den beiden Kindergruppen in der jeweiligen
Therapiekategorie. Bei der herkdbmmlichen Art der Surfactantgabe betragt die
Differenz der Beatmungshaufigkeit zwischen den Kindern der ELBW und nicht-ELBW
Gruppe A=43,4%. Bei der neuen Methode, Surfactantgabe ohne Intubation, betragt
dieselbe Differenz nur A=22%. Dieser Unterschied kommt durch die deutlich gesenkte
Beatmungshaufigkeit bei Kindern der ELBW Gruppe bei der Surfactantgabe ohne
Intubation zu Stande und unterstreicht den grofen Klinischen Vorteil dieser
Behandlungsmethode.

32



3 Ergebnisse

42,9
Gesamt (n=3700)

46,6

41,5
Geschlecht weiblich (n=1828)

41,8

44,2

Geschlecht mannlich (n=1872)
51,3

|

Beatmungshaufigkeit bei Surfactantgabe ohne Intubation [%],
weiblich n=124, mannlich n=150, gesamt n=274

W Beatmungshéufigkeit bei herkémmlicher Surfactantgabe [%],
weiblichn=639, mannlich n=787, gesamt n=1426

Abbildung 7: Surfactantgabe ohne Intubation in Bezug auf den Endpunkt Beatmung in
Abhangigkeit vom Geschlecht

Anhand von Abbildung 7 lasst sich nachvollziehen, dass die mannlichen Frih-
geborenen bei der herkdbmmlichen Art der Surfactantgabe aufféllig haufiger beatmet
werden mussen (51,3%, n=787), als bei der Surfactantgabe ohne Intubation (44,2%,
n=150). Dies macht einen Unterschied von 7,1% zwischen den Behandlungs-
methoden aus. Bei den weiblichen Friihgeborenen dagegen betragt diese Differenz
nur 0,3%, da die Beatmungshaufigkeit keinen Unterschied zwischen den Behand-
lungsmethoden aufweist (41,5%, n=124 vs. 41,8%, n=69). Es fallt auf, dass die
Surfactantgabe ohne Intubation zu einem Angleich der Beatmungshaufigkeit zwischen
den Geschlechtern fuhrt. Mannliche Kinder werden im Vergleich zu den weiblichen
Kindern nur noch um 2,7% héaufiger beatmet, im Gegensatz zu 9,5% beim
herkémmlichen Vorgehen. Die Surfactantgabe ohne Intubation zeigt einen deutlichen
Vorteil fir mannliche Friihgeborene.
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4 Diskussion

4 Diskussion

Prospektive Kohortenstudien gehdren zu der Gruppe der analytischen Studien. Durch
ihre standardisierten Fragebtdgen (siehe Anhang 1) und die Anwendung von
standardisierten Scores (CRIB Score, Kriterien fur Sepsis NEC und Pneumonie nach
NEO-KISS) weist die Datenerhebung eine hohe Reproduzierbarkeit auf.

Auch die Zygotiebestimmung anhand der DNA Untersuchungen mit Multiplex-PCR
Kits und STR-Typisierung weist in Studien eine Genauigkeit von 99,99 % auf, selbst
wenn nur funf oder sechs STR-Loci untersucht werden konnten (Von Wurmb-Schwark

et al., 2004) und stellt damit eine sehr zuverlassige Methode dar.

Hinsichtlich der neuen Therapieform ,Surfactantgabe ohne Intubation® ist davon
auszugehen, dass bei der Anwendung der Methode Erfahrungsschatz, Handfertig-
keiten und Schulung des Personals situationsabhéangig waren und Auswirkungen auf
die Effektivitdt der Therapie und unsere Ergebnisse hatten. Allerdings entspricht dies
den Bedingungen des Klinischen Alltags, der niemals frei von subjektiven Momenten
ist. Da es sich bei unserer Studie nicht um eine blinde Randomisierung handelt, ist es
maoglich, dass die anschlieRende Behandlung der Kinder durch das Wissen um den
Einschluss beeinflusst war. Auf3erdem waren die Bedingungen und Indikationen fir

die Surfactantgabe nicht klar definiert.

Besonders im letzten Teil der Auswertung (die neue Therapieform mit Surfactant
betreffend) handelt es sich um die Analyse einer sehr kleinen Patientenzahl. Obwohl
die Ergebnisse eine deutliche Tendenz zeigen, ist von einer ausreichenden

statistischen Sicherheit nicht auszugehen.
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4 Diskussion

4.1 Outcome klinischer Parameter Einlinge vs. Zwillinge

Viele Studien, die frihgeborene Einlinge und Zwillinge miteinander vergleichen,
zeigen, dass es keine signifikanten Unterschiede im Outcome der beiden Gruppen
gibt (Friedmann et al., 1997; Lee et al. 2003; Garite et al., 2004; Kirkby et al., 2010).
Ahnlich ist es auch beim Betrachten unseres Gesamtkollektivs. Dennoch sind einige

auffallige Tendenzen zu beobachten.

Die Datenlage zur perinatalen Mortalitat und Morbiditat von Zwillingen, verglichen mit
Einlingen, ist kontrovers. Unsere Ergebnisse zeigen eine erhdhte Mortalitat fur
Einlinge im Vergleich zu Zwillingen und héhergradigen Mehrlingen.

Der aktuelle (2008) europaische Gesundheitsbericht der EURO-PERISTAT Gruppe
(http://www.europeristat.com/bm.doc/european-perinatal-health-report.pdf) zeigt einen
deutlichen Trend erhohter Mortalitat fur Zwillinge in der Neonatalperiode. Die
Wahrscheinlichkeit in der Neonatalperiode zu sterben liegt fur Mehrlinge vier- bis
achtmal héher als fur Einlinge. Diese Beobachtung wurde von Hayes et al. (2007) bei
der Analyse von 1769 Frihgeborenen unter 1500g (465 Zwillingen und 1304
Einlingen) bestatigt. Auch in der aktuellen Studie von Petit et al. (2011) wurde eine
signifikant erhdhte Mortalitdt von Zwillingen bei sehr unreifen Kindern unter der 28.
SSW beobachtet. Zwischen der 32. und 36. SSW ist dagegen die Mortalitat fur die
Einlinge, wie in unseren Ergebnissen, erhoht. Diesen, vom Gestationsalter abhén-
gigen Unterschied, zeigen auch weitere Studien (Yu et al., 1986; Kilpartick et al.,
1996; Rettwitz-Volk, 2003; Garg et al., 2010, Papiernik et al., 2010).

Eine Erklarung bietet die Tatsache, dass Zwillinge physiologischerweise dazu
tendieren, friher geboren zu werden als Einlinge mit gleichem Gestationsalter
(Bornstein et al., 2009). Die Arbeitsgruppe um Leveno et al. (1984) konnte zeigen,
dass Zwillinge ab der 31. SSW in utero eine beschleunigte Lungenreifung erfahren,
um auf die vorzeitige Geburt ,vorbereitet® zu sein. Diese Unterschiede in der
Entwicklung der Lunge konnten fir das positive Outcome der Zwillinge bezlglich der
Mortalitdt im hoéheren Gestationsalter verantwortlich sein. Zudem kdnnte dies auch
eine plausible Ursache fir das haufigere Auftreten der BPD bei Einlingen sein, wie bei
unseren Ergebnissen beobachtet.

Die Arbeitsgruppe um Picaud vergleicht in einer jingsten Studie Frihgeborenen, die
unter reproduktionsmedizinischen Mallinahmen (ART) entstanden sind mit spontan
empfangenen (SC). Die Ergebnisse zeigen ein vorteilhaftes Outcome hinsichtlich des
Uberlebens ohne schwere Morbiditat fur die ART Gruppe. Erklaren tun die Autoren
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dies mit einem hoheren Anteil an Mehrlingsschwangerschaften in der ART-Gruppe
(70%) und Einlingsschwangerschaften in der SC-Gruppe (Picaud et al., 2012). Diese
Schlussfolgerung passt zu den von uns beobachteten Vorteilen fur die Mehrlinge
unserer Kohorte. Um diese Tatsache genauer untersuchen zu kénnen, ware es von
Interesse wie viele Mehrlinge unserer Studie unter reproduktionsmedizinischen
MalRnahmen entstanden sind.

In der vorliegenden Untersuchung haben Zwillinge ein erhéhtes Risiko fir
Hirnblutungen. Besonders Grad 1/2 Blutungen, aber auch Grad 3/4 Blutungen treten
gehauft bei gleichgeschlechtlichen Zwillingen auf. Auch vorherige Studien berichten
von einer erhdhten Hirnblutungsneigung fur Zwillinge (Hayes et al. 2007; Nielsen et
al., 1997). In ihrer Giltigkeit unterstitzt werden unsere Beobachtungen durch die
Ergebnisse von Papiernik et al. (2010), die in ihrer Studie ein signifikant erhdhtes
Risiko fur gleichgeschlechtliche Zwillinge (Gestationsalter 24-27 Woche) hinsichtlich
Grad 3/4 Blutungen finden.

Eine mdogliche Erklarung fur die Ursache des erhohten Hirnblutungsrisikos bei
Zwillingen gibt Lindner et al. (2003) der Fertilitatsbehandlungen, insbesondere in vitro
Fertilisationen, fur den erhdhten Anteil an Mehrlingen mit IVH als mdéglichen
Risikofaktor vermutet. Andere Studien widerlegen diese Annahme mit gegenteiligen
Ergebnissen: Zwillinge und Drillinge, die mit reproduktionsmedizinischen Mal3hahmen
gezeugt wurden, hatten ein geringeres Risiko fur IVH als nattrlich empfangene Kinder
(Stewart et al., 2002; Picaud et al., 2012).

Bei der Untersuchung von 157 Kindern, die vor der 35. SSW geboren wurden und an
einer PVL erkrankten, fanden sich ebenfalls erhdhte IVH Raten (Grad 2) fur Einlinge
(9%) im Gegensatz zu Mehrlingen (0%). Dabei stammen 3% der Zwillinge und 100%
der Drillinge von in vitro Fertilisationen. Fraglich bleibt in diesem Fall, welchen Einfluss
die Diagnose PVL auf die Ergebnisse hat (Resch et al., 2012)

Blickstein et al. (2006) zeigten an einer sehr grof3en Kohorte (5022 Einlinge, 2032
Zwillinge und 582 Dirillinge), dass die IVH Rate sowohl bei Einlingen als auch
Mehrlingen davon abhangt, ob der Zyklus der antenatalen Steroidgabe vollendet
werden konnte. Eine signifikante Reduktion der IVH Rate war bei allen Gruppen durch
eine komplette Zyklusgabe antenataler Steroide erreichbar; bei Zwillingen konnte das
Auftreten einer IVH sogar um die Halfte reduziert werden. Die héhere IVH Rate bei
Zwillingen in unserer Auswertung koénnte also auch mit einer unvollendeten
antenatalen Steroidgabe aufgrund von haufigeren préanatalen Komplikationen bei

Mehrlingen zusammenhéngen.
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Besonders aufféllig ist das Outcome der Gruppe ,ungepaarter Zwilling“ im Vergleich
zum Gesamtkollektiv. Die klinischen Daten dieser Gruppe zeigen insgesamt ein relativ
gunstiges Outcome: eine niedrige Todesrate, weniger Hirnblutungen und Beatmungs-
falle. In diese Gruppe fallen Kinder, die ein Geschwisterkind haben, dass entweder
verstorben ist, oder aufgrund des zu hohen Geburtsgewichtes (>1500g) nicht
eingeschlossen wurde. Dabei handelt es sich um Kinder mit einem durchschnittlich
hoheren vorteilhaften Gestationsalter und einem etwas hdheren Anteil an weiblichen
Frihgeborenen, was wahrscheinlich zum positiven Outcome beigetragen hat (siehe
1.3 Risiken fir mannliche Frihgeborene). Wie die auffallige Haufung ,OP wegen
ROP* in dieser Gruppe zu erklaren ist, bleibt unklar. Mehrlinge weisen eine niedrigere
oder gleiche ROP Rate im Vergleich zu Einlingen auf (Lee et al., 2003; Qui et al.,
2008). Ein niedriges Gestationsalter, Sauerstoffgabe und mechanische Beatmung
dagegen sind signifikante Risikofaktoren fur die Entwicklung einer ROP (Chen et al.,
2011). Dies steht im Widerspruch mit den Kindern unserer Gruppe, die ein hbheres

Gestationsalter haben und weniger haufig beatmet wurden als die Vergleichsgruppen.

4.2 Outcome Klinischer Parameter bei zygotiebestimmten gleich-

geschlechtlichen Zwillingen

Eine Vielzahl an Studien hat das Outcome von Zwillingen anhand der Bestimmung
von Chorionverhéltnissen untersucht: Hack et al. (2008) verglichen monochoriale und
dichoriale Zwillinge und zeigten eine erhdhte Mortalitat fir monochoriale Zwillinge
(11.6% vs 5.0%). Auch die Risiken fur intrauterinen Tod und NEC waren erhoht. Das
mediane Gestationsalter und das Geburtsgewicht waren signifikant niedriger fur
monochoriale Zwillinge. Eine friihere Studie mit gleicher Vorgehensweise fand fur
monochoriale Zwillinge ebenfalls ein niedrigeres Gestationsalter und eine erhdhte
perinatale Mortalitat (50% vs. 15%) (Snijder und Wladimiroff, 1998).

Dass die Verhéltnisse der Eihdute nicht automatisch eindeutige Information tber die
Zygotie der Zwillingspaare geben, wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt (3.3
Zygotiebestimmung: klinisch vs. genetisch). Ergebnisse, die auf dieser Vorgehens-
weise basieren, sind in ihrer Aussagekraft in Frage zu stellen. Papiernik et al (2010)
zeigten anhand einer Untersuchung von ,frihchentypischen® Erkrankungen an einer
grof3en Kohorte von 4840 sehr kleinen Friilhgeborenen, dass Zwillinge mit einem

Gestationsalter zwischen 24-27 Wochen einem erhdhten Risiko fur Mortalitdt und IVH
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Grad Il / IV unterlagen, wenn sie gleichgeschlechtlich waren und ein diskordantes
Geburtsgewicht hatten. Dies lasst vermuten, dass die Zygotie Einfluss auf die
Beobachtung hat, da sich unter den gleichgeschlechtlichen Zwillingen der Anteil an
monozygoten, genetisch identischen Zwillingen befindet. Eine genetisch eindeutige
Zygotiebestimmung wurde in dieser Studie versaumt.

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig nach genetisch eindeutig determinierter
Zygotie der umfangreiche Vergleich von typischen neonatalen Erkrankungen und
prénatalen Komplikationen bei monozygoten und dizygoten Zwillingen vorgenommen.
FUr monozygote Zwillinge fand sich eine signifikant erhdohte Anwendung an
antenataler Lungenreife und FFTS. Letzteres war physiologischerweise zu erwarten
und bestatigt abermals die Sicherheit der Methode zur Zygotiebestimmung. Daneben
wurden Monozygote haufiger beatmet und weisen eine Wachstumsretardierung mit
pathologischem Doppler auf, allerdings ist der Unterschied nicht signifikant. Die
signifikante Haufung der antenatalen Lungenreife in Kombination mit der vermehrten
postnatalen Beatmung bei Monozygoten gibt einen ersten Hinweis darauf, dass die
Lungenparameter unter Einfluss genetischer Faktoren stehen kdnnten, denn obwohl
eine antenatale Lungenreifung bei monozygoten Zwillingen haufiger durchgefuhrt
wurde als bei dizygoten, missen sie postnatal mehr beatmet werden. Dies steht im
Widerspruch zueinander. Die Mortalitat ist, im Gegensatz zu den vorherigen Studien
bei monochorialen Zwillingen, fir monozygote Zwillinge nicht erhdht. Auch das
Gestationsalter unterscheidet sich bei unseren Ergebnissen kaum zwischen
Monozygoten und Dizygoten. Dizygote haben, wie in den Studien, die auf den
Chorionverhaltnissen basieren, ein signifikant erhdhtes Geburtsgewicht. Die von uns
beobachtete Haufung der IVH bei dizygoten Zwillingen, steht im Gegensatz zu den
von Papiernik et al. (2010) berichteten hoheren IVH-Pravalenzen bei gleich-
geschlechtlichen Zwillingen.

Unerwartet ist die von uns beobachtete hohere Pravalenz einer Chorioamnionitis
gemeinsam mit gehaufter antenataler Antibiose bei dizygoten Zwillingen. Altere
Studien berichten von einer (signifikant) niedrigeren Pravalenz von Chorio-
amnionitiden bei Zwillingen im Vergleich zu Einlingen (Myles et al., 1997; Mizrahi et
al., 1999). Neuere Studien kommen zu gleichen Ergebnissen (Hayes et al., 2007;
Ehsanipoor et al., 2011). Romero et al. (1990) zeigten zudem, dass die mikrobielle
Invasion der Amnionhlle in 11,9% der Zwillingsschwangerschaften und in 21,6% der
Einlingsschwangerschaften vorkommt. Wie allerdings das geh&ufte Auftreten der

Chorioamnionitis speziell bei dizygoten Zwillingen zu erklaren ist, bleibt unklar und
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bedarf weiterer Untersuchungen, die vor allem eine zweifelsfreie genetische
Bestimmung der Zygotie als Grundlage haben sollten. Bei den genannten Studien
wurde die Zygotie anhand unsicherer Parameter festgemacht. Die Annahme, dass die
Chorioamnionitis in Zusammenhang mit einer erhdhten BPD-Rate steht (Watterberg
et al.,, 1996; Van Marter et al., 2002), wird durch unsere Ergebnisse bestarkt: Nicht
signifikant, aber auffallig erhdht ist auch die Rate an BPD bei Dizygoten. Auch die
auffallige Haufung vorzeitiger Blasenspriinge passt in das Gesamtbild des hdheren

intrauterinen Infektionsrisikos bei dizygoten Zwillingen.

4.3 Zygotiebestimmung gleichgeschlechtlicher Zwillinge: klinische vs.

genetische Methode

Die genetische Zygotiebestimmung von gleichgeschlechtlichen Zwillingspaaren nach
der Geburt wurde wiederholt von Genetikern und Arzten empfohlen (Derom et al.,
1985; Bajoria und Kingdom, 1997). Die Information Uber die Zygotie ist fur viele
Bereiche von Wert: Fur die Bestimmung der Kompatibilitat bei Organtransplanta-
tionen, fir die genetische Zwillingsforschung in Hinsicht auf die Biologie und
Pathologie von monozygoten Zwillingen und fur die Erkenntnis genetischer Einflisse
auf eine Vielzahl von Krankheiten und multifaktoriell bedingten Stérungen. Auch fir
pranatale klinische Entscheidungen kann die Zygotiebestimmung anhand des
Probenmaterials einer Amniozentese wertvoll sein (Chen et al., 2000). Im Falle des
Ablebens eines Feten wahrend der Schwangerschaft ohne Kenntnis der
Chorionverhaltnisse ist die Zygotiebestimmung von therapeutischer Bedeutung: So
kann eine dizygote Schwangerschaft wohlméglich aufrechterhalten werden, eine
monozygote dagegen sollte schnellstmdglich entbunden werden, wenn der lebende
Zwilling reif genug ist. (Norton et al.,1997). Aufgrund der Ausbildung fetoplazentarer
Anastomosen bei Eineiigen ist der monozygote Zwilling hoheren peripartalen Risiken,
unter anderem dem ausschlieBlich bei Monozygoten vorkommenden Fetofetalen
Transfusionssyndrom, ausgesetzt (Bajoria und Kingdom, 1997).

Studien Uber die Genauigkeit der antenatalen Determination der Plazentations-
verhaltnisse bei Zwillingen mittels Ultraschall berichten von einer Spezifitat der
Methode von 91% fir Monozygote und 96% fur Dizygote (Stenhouse et al., 2002).
Eine Untersuchung der H&aufigkeit der Plazentationsverhaltnisse und die Korrelation

zur genetisch bestimmten Zygotie bei 668 Zwillingspaaren ergab, dass in 45% der

39



4 Diskussion

Falle die Kinder gleichgeschlechtlich und ihre Plazenten dichorial waren (Cameron,
1968). Uber diese Gruppe lasst sich keine eindeutige Aussage (iber die Zygotie
treffen, sie kénnen sowohl monozygot, als auch dizygot sein. In der Studie von
Cameron erwiesen sich nach genetischer Bestimmung dieser gleichgeschlechtlichen,
dichorialen Kinder 37% als dizygot und 8% als monozygot, die ohne Zygotie-
bestimmung als zweieiig eingestuft worden waren. Diese Erkenntnis verdeutlicht, dass
von den Chorionverhaltnissen nicht auf die Zygotie der Zwillinge geschlossen werden
darf und genauere Methoden zur Zygotiebestimmung notwendig sind.

Der Einsatz von DNA Untersuchungen mit Multiplex-PCR Kits und STR-Typisierung
hat die Determination der Zygotie in der Zwillingsforschung revolutioniert. Yang et al.
nutzten dieses Verfahren bei der DNA -Untersuchung von 73 Zwillingspaaren zur
Zygotiebestimmung und verglichen die Ergebnisse mit der klinischen postnatal
erhobenen Einschatzung der Zygotie anhand der Chorion- und Plazentations-
verhaltnisse. Die Genauigkeit der Zygotieeinschatzung anhand der Chrionverhalt-
nisse zeigte eine Sensitivitat von 68.8% und eine Spezifitdt von 82,7%. Basierend auf
den Plazentationsverhaltnissen zeigten sich eine Sensitivitat von 50% und eine
Spezifitat von 87,5%. Von den 73 Zwillingspaaren waren 27 gleichgeschlechtlich und
dichorial. Davon wurden 9 Paare als monozygot, 18 als dizygot determiniert. Ware
man davon ausgegangen, dass Gleichgeschlechtlichkeit und Dichorialitdt automatisch
fur Dizygotie sprechen, hatte man in einem Drittel der Félle, ahnlich wie bei der Studie
von Cameron, eine falsche Annahme getroffen (Yang et al., 2006).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind mit den in der Literatur berichteten Daten
vergleichbar: Die Sensitivitat der klinischen Einschétzung, welche mehrere Faktoren
(Gleichgeschlechtlichkeit, Diskordanz im Geburtsgewicht, Plazenta- und Chorion-
verhaltnisse) beinhaltete, betrug 62% (vs. 68,8% und 50%) und die Spezifitat 88% (vs.
82,7% und 87,5%). Es wird deutlich, dass selbst beim Heranziehen einer Vielzahl von
klinischen Parametern, wie es im Rahmen dieser Arbeit der Fall war, die Erfolgsrate
der klinischen Einschatzung der Zygotie bei Zwillingen nicht ausreichend zuverlassig
bestimmt werden kann. Nur eine genetisch determinierte Zygotie kann zu 100% valide
Aussagen liefern und Grundlage verlasslicher Zwillingsstudien sein. Zwar haben die
Chorionverhaltnisse gravierendere Auswirkungen auf das perinatale Outcome
Frihgeborener Zwillinge als die Zygotie (Dubé et al., 2002; Caroll et al., 2005; Lee et
al., 2010), jedoch ist die genetische Determination der Zygotie unverzichtbar, um

anhand von Studien zuverlassige und reproduzierbare Aussagen machen zu kdénnen.
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4.4 Genetik und exogene Faktoren als pradiktiver Faktor flr den

Behandlungsablauf von sehr kleinen Friihgeborenen

Bei unserer Untersuchung von Subgruppen sehr kleiner Frihgeborener in Hinblick auf
die Therapie mit Surfactant zeigte sich wiederholt, dass bei monozygoten Zwillingen
haufiger beide Kinder eines Paares behandelt wurden als bei den Dizygoten. Dies
konnte man sowohl im Gesamtkollektiv, als auch bei den ,nicht- ELBW* Kindern und
den weiblichen und mannlichen Frihgeborenen beobachten. Bei den ELBW Kindern
dagegen zeigte sich diesbezuglich kein Unterschied. Vermutlich liegt das daran, dass
diese Kinder aufgrund des mit ihrem geringen Geburtsgewicht verbundenem
niedrigen Gestationsalters so extrem unreif sind, dass fast alle Frihgeborenen dieser
Gruppe automatisch mit Surfactant behandelt wurden und damit etwaige Differenzen
nicht mehr erkenntlich sind.

Weiter auffallig ist der Vergleich der Geschlechter. Wéahrend beide Gruppen eine
H&aufung der Surfactantgabe bei monozygoten Zwillingen zeigen, so ist diese Tendenz
bei méannlichen Frihgeborenen sehr viel ausgepragter als bei weiblichen. Die
Beobachtung, dass monozygote, mannliche Frihgeborene haufiger ein RDS
entwickeln und Surfactant erhalten als andere Kinder unseres Gesamtkollektivs, legt
den Verdacht nahe, dass genetische Eigenschaften dieser Subgruppe Ursache dafir
sein konnen. Mehrere Zwillingsstudien haben den genetischen Einfluss auf die
Entstehung von RDS untersucht und sind dabei zu verschiedenen Ergebnissen
gekommen. Myrianthopoulos et al. (1971) werteten die Daten von 31 Zwillingspaaren
aus und fanden eine Konkordanz fir RDS bei 85% der monozygoten und 44% der
dizygoten Zwillinge. Van Sonderen et al. (2002) fanden ebenfalls eine erhdhte RDS-
Konkordanzrate fiir monozygote Zwillinge von 67% im Vergleich zu dizygoten mit 29%
(gesamt n=80). Die Ergebnisse deuten auf einen starken genetischen Einfluss hin,
verlieren aber an Aussagekraft, da die Bestimmung der Zygotie anhand von
Plazentationsverhéltnissen und Blutproben vorgenommen wurde und damit unprézise
ist. Eine jingere Studie untersuchte 100 gleichgeschlechtliche Zwillingspaare mit RDS
und fand einen Konkordanzunterschied zwischen Monozygoten und Dizygoten von
nur 10%, ohne Signifikanz (p=0.35) (Marttila et al., 2003). In einer weiteren Studie der
gleichen Arbeitsgruppe wurde die Anfalligkeit fir RDS zwischen Geschwistern von
Zwillingspaaren untersucht. Da zwischen gleichgeschlechtlichen und getrenntge-
schlechtlichen Zwillingen kein Konkordanzunterschied von RDS aufzufinden war,

folgerten die Autoren, dass Umweltfaktoren einen gréReren Einfluss auf die
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Entstehung von RDS haben als genetische Faktoren (Marttila et al., 2004). Obwohl
diese Studie eine grol3e Zahl von Zwillingspaaren einschloss (gleichgeschlechtliche
Zwillinge n=3171, getrenntgeschlechtliche Zwillinge n=1512), erscheint die
Bestimmung der Zygotie ausschlieBlich anhand des Geschlechtes mangelhaft und
stellt das Ergebnis in Frage, Zudem wurde versaumt die Zwillingskinder in
gestationsalterspezifischen Gruppen zu betrachten. Da alle zwischen den Jahren
1987 bis 2000 in Finnland lebend geborene Kinder in die Studie eingeschlossen
wurden, ist davon auszugehen, dass physiologischerweise nur ca. 1% der Kinder
dieser Kohorte zu der VLBW- Gruppe gehdren, die sich zum Vergleich mit unseren
Daten eignen wuirde. Dies wirde nur 32 gleichgeschlechtlichen und 16
getrenntgeschlechtlichen Zwillingen entsprechen und mindert die Aussagekraft der
Daten.

Auch wenn nur eine Kkleine Fallzahl (n =330 Zwillingskinder) Grundlage unserer
Studie ist, hat unsere Auswertung aufgrund des prazisen Vorgehens bei der Zygotie-
bestimmung eine starke Aussagekraft. Der haufigere Einsatz von Surfactant bei
monozygoten Zwillingen unabhangig vom Geschlecht und Gewicht, bestatigt die
Resultate von Van Sonderen et al. und Myrianthopoulos et al.

Aufgrund der fehlenden Evidenz fir einen zweifelsfreien Einfluss genetischer
Komponenten auf die Entstehung von RDS, haben andere Studien die Identifizierung
spezifischer Gene zum Ziel, die zum Risiko von RDS beitragen kénnten. Die in
unserer Auswertung beobachteten, geschlechtsabhangigen Unterschiede mit einem
deutlichen Nachteil fir mannliche Frilhgeborene im Outcome der Lungenparameter,
lassen sich anhand jungerer Studien nachvollziehen. Die geschlechterspezifischen
Unterschiede der Lungenentwicklung in der Fetalperiode sind schon lange bekannt:
Méannliche Lungen reifen verzogert, und die Surfactantsynthese setzt im Vergleich zur
weiblichen Lunge um durchschnittlich 1.4 Wochen spater ein (Fleisher et al., 1985;
Hallman et al., 2002). Obwohl das Vorkommen hdherer Androgenspiegel in
mannlichen Feten diesen geschlechterspezifischen Unterschied erklart (Carey et al.,
2007), sind die Gene, die abhangig vom Geschlecht die Lungenreife steuern,
unbekannt. Simard et al. (2006) konnten durch Tierversuche zeigen, dass der
geschlechterspezifische Unterschied der Reifung von Alveolar Typ Il Zellen auch mit
einer Vielzahl anderer Gene, die fur die Surfactantproduktion und Lungenentwicklung
zustandig sind, verbunden ist. Neben Genen, die Hormonmetabolismus und
-regulation (Steroidesynthese), Apoptose und Signaltransduktion steuern, befinden

sich auch Gene, die die in den Lipidtransport involvierten Apolipoproteine codieren. In
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einer weiteren Studie, die unterschiedliche Gene von Mausefeten zum Zeitpunkt der
beginnenden fetalen Surfactantsynthese untersuchte, konnten genauere Erkennt-
nisse gewonnen werden: Zum einen zeigt die mannliche Lunge zu diesem Zeitpunkt
noch eine viel intensivere transkriptionelle Aktivitat proliferativer Vorgange beziglich
der Lungenentwicklung als die weibliche, bei der diese Vorgédnge schon
abgeschlossen sind. Dies bestatigt unsere Beobachtung, dass die mannlichen
Frihgeborenen den Nachteil einer verzdgerten Lungenentwicklung haben und mehr
Surfactant bendtigen (Bresson et al., 2010). Zum anderen identifizierte die
Arbeitsgruppe Gene mit geschlechtsabhangigen Unterschieden, die mit dem
Androgenrezeptor interagieren, die Surfactantsynthese (i.B. den Phospholipidanteil)
beeinflussen und regulatorische Funktionen in Bezug auf die Lungenentwicklung
haben, die einen Nachteil fir ménnliche Feten darstellen. Bei Letzteren handelt es
sich vor allem um Gene, die im Zusammenhang mit Signaltransduktionswegen stehen
und Proteine codieren, die u.a. die Lungenreifung steuern, wie FGF, Wnt, Shh, TGF-
beta und BMP (Bresson et al., 2010).

Gegenstand weiterer Forschungen ist die Untersuchung von Polymorphismen, die
Gene betreffen, welche Surfactantproteine codieren. Allerdings bezieht sich dabei
keine Studie auf einen geschlechterspezifischen Unterschied. Marttila et al. (2003)
zeigten, dass der 1le131Thr Polymorphismus von SP-B mit RDS assoziiert ist.
Hallman et al. (2002) berichten ebenfalls Uber einen Zusammenhang zwischen
genetischen Varianten der Surfactantproteine SP-A und SP-B und einer erhéhten
Anfélligkeit fir RDS. Die SP-A Allele 6A% und 1A° gelten als Hochrisiko-Allele, die
Varianten 6A° und 1A'/1A? dagegen als protektive Faktoren. Besonders gravierend
wirkt sich das gleichzeitige Vorliegen der SP-A Hochrisikoallele und des SP-B
lle131Thr Genotyps auf den Schweregrad des RDS aus.

In Bezug auf unsere Ergebnisse ist demnach zu vermuten, dass ein oder mehrere
Gene dafur verantwortlich sind, dass in unseren Ergebnissen der Trend zu
beobachten ist, dass monozygote mannliche Frihgeborene einen Nachteil in der
Lungenentwicklung haben. Inwiefern genetische und umweltbezogene Faktoren
Einfluss auf die Entstehung des RDS ausiiben und auf welche Art und Weise sie sich
gegenseitig beeinflussen, ist nicht vollstdndig geklart. Eine geschlechterspezifische
Untersuchung dieser Genvarianten konnte ein tieferes Verstdndnis fur die bisher

bekannten Grundlagen leisten.
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4.5 Neue Therapieform: Surfactantgabe ohne Intubation - Outcome

flr spezielle Subgruppen sehr kleiner Friihgeborener

Bei der Untersuchung der neuen Therapieform ,Surfactant ohne Intubation® zeigen
sich keine Unterschiede zwischen monozygoten und dizygoten Zwillingen bezlglich
des Ereignisses, dass beide Kinder eines Paares Surfactant erhalten haben.
Vermutlich ist die Methode so wenig invasiv, dass die Schwelle fir den Einsatz von
Surfactant ohne Intubation relativ niedrig ist, so dass eventuelle genetische
Unterschiede in der Auspragung des RDS fir die Entscheidung zur Surfactanttherapie

nicht mehr relevant sind.

In Bezug auf den Endpunkt Beatmung zeigt die Surfactantgabe ohne Intubation zwei
wichtige Resultate: Im Gegensatz zu ,nicht ELBW® Kindern werden die ,ELBW*
Kinder unter der neuen Therapieform deutlich weniger beatmet. Ebenso zeigen
mannliche Fruhgeborene einen groReren Benefit von der neuen Methode der
Surfactantgabe als weibliche. Damit schliel3t die Surfactantgabe ohne Intubation eine
wichtige therapeutische Licke flr eine besonders gefahrdete Patientengruppe: Sehr

kleine ménnliche Frihgeborene mit einem hohen Risiko fur ein nachteiliges Outcome.

Die neue Therapieform kombiniert die Vorteile der CPAP- und der Surfactant-
Therapie und fuhrt somit zu ginstigen Bedingungen bei der Behandlung von sehr
kleinen Frihgeborenen (Kribs, 2011). Den Vorteil der Surfactantgabe ohne Intubation
gegenlber allen vorherigen Therapieverfahren haben Gopel et al. (2011) in
Zusammenhang mit der AMV-Studie in tabellarischer Form zusammengefasst
(Tabelle 11). In allen bisher publizierten Studien zeigt die neue Therapieform einen

signifikanten Vorteil fur das Outcome der Kinder.
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Tabelle 11: Vergleich klinischer Outcomedaten verschiedener Studien zur Behandlung von RDS

(nach Gopel et al., 2011)

SUPPORT (26-27

CURAP (25-28

. . - %

Studie AMV (26-28 SSW) SSW) *1 COIN (26-27 SSW)*2 SSW)*3
Vergleich von Surfactant CPAP mit | CPAP mit . CPAP mit . CPAP mit In}ubatlon,

. . Intubation Intubation frihe
Vorgehensweisen bei der ohne Rescue Rescue (n=373) Rescue (n=198) Rescue Extubation
Behandlung von RDS Intubation Intubation | Intubation - Intubation Intubation (n=105)
(h=108) (n=112) | (n=378) (h=207) (n=103) -

Geburtsgewicht
(g; Mittelwert, 975 (244) 938 (205) | 834(188)* 825(198)* | 964(212)* 952(217)* | 913(200)  967(221)
Standardabweichung)
Surfactantbehandlung (%) 74% 65% 67%* 99%* 38%* 77%* 49% 100%
x/‘:)Cha“'SChe Beatmung 33% 73% 83%*  100%* | 59%*  100%* 33% 100%
Dauer der mechanischen
Beatmung 0 (0-3) 2 (0-5) 4 (0-15) 6 (2-21) 3(0-11) 4(1-14) | 6(1-112)8§ 5(1-61)8
(Tage; Median (IQP))
Pneumothorax (%) 4% 7% 6% 6% 9%* 3%* 1% 7%
Bronchopulmonale
Dysplasie im Alter von 36 14% 15% 38% 44% 25% 31% 21% 22%
Wochen oder Tod (%)

*Daten gelten fiir alle Kinder der Studie (SUPPORT 24-27 SSW Gestationsalter, COIN 25-28 SSW); § in der CURAP Studie
ist die Beatmungsdauer als Median flr intubierte Kinder angegeben.

*1: Support Study Group oft he Eunice Kennedy Shriver NICHD, N Engl Med J (2010)

*2: Morley et al., N Engl Med J (2008)

*3: Sandri et al., Pediatrics (2010)

Erstmalig beschrieben wurde die Methode 2007 an einem kleinen Kollektiv von 29
Kindern mit einem Gestationsalter von 23-27 SSW. Im Vergleich zur Kontrollgruppe,
die mit CPAP und ,Rescue Surfactantgabe behandelt wurde, wird von einer
signifikant niedrigeren Mortalitdt, IVH- und Beatmungsrate berichtet. Die darauf
folgende Studie (Kribs et al., 2008) bestatigte an einer gré3eren Kohorte, die mit der
neuen Therapieform versorgt wurde (Interventionsgruppe n=196, Kontrollgruppe n=51
Kinder) die Vorteile und zeigte gleichzeitig, dass es keinerlei Nachteile beziglich
nichtpulmonaler Parameter gibt. Die jingste Studie zur neuen Therapieform (AMV
Studie) berichtet erstmals Uber eine randomisierte Kontrollgruppe. 108 Kinder wurden
mit der Surfactantgabe ohne Intubation behandelt, 112 Kinder mit CPAP und
.Rescue” Surfactantgabe. Die Kinder der Versuchsgruppe zeigten signifikante Vorteile
bezlglich der wichtigsten pulmonalen Parameter wie die Endpunkte ,mechanische
Beatmung wahrend des gesamten Krankenhausaufenthaltes® (46% vs. 73%),
.,mechanische Beatmung an Tag 2 und 3 postnatal“ (46% vs. 28%), sowie ,Mittelwert
der Tage mechanischer Beatmung“ (0 Tage vs. 2 Tage) und ,Sauerstoffbedarf am
28. Lebenstag (30% vs. 45%) (Gopel et al., 2011).
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Besonders interessant in Bezug auf unsere Ergebnisse ist die Multicenterstudie von
2010. Kribs et al. (2010) berichten von einem deutlichen Vorteil der Surfactantgabe
ohne Intubation flr das Outcome besonders kleiner Friihgeborener. Von insgesamt
1541 eingeschlossenen Kindern wurden 1222 mit der Standardmethode (Intubation
und Surfactantgabe) und 319 Kinder mit der Surfactantgabe ohne Intubation
behandelt. Obwohl die Kinder der Versuchsgruppe ein niedrigeres Geburtsgewicht
(945 g vs. 1018 g) und Gestationsalter (27.3 vs. 27.9 Gestationswochen) hatten, war
ihr pulmonales Outcome besser als das der Kinder der Kontrollgruppe. Die Haufigkeit
von mechanischer Beatmung, BPD, Sauerstoffbedarf und Tod war signifikant
niedriger. Dies macht deutlich, dass gerade die kleinsten, am meisten geféhrdeten
Kinder von der neuen Methode, insbesondere der Umgehung der Intubation,

profitieren.

Unsere Daten in Bezug auf den Endpunkt Beatmung bestéatigen diese Beobachtung
und zeigen zudem einen vorher nicht bekannten Vorteil der Methode fur mannliche
Frihgeborene. Da die neue Therapieform noch jung ist, liegen bisher keine weiteren
Daten vor, die diese geschlechtsbedingte Tendenz uberprift haben. Sie kann aber
durch die physiologisch verzogerte Lungenreifung bei mannlichen Frihgeborenen,
wie im vorangegangenen Abschnitt der Diskussion erlautert, erklart werden. Die neue
Methode scheint dazu fahig, dieses Defizit des mannlichen Geschlechtes zu beheben.
Um die an unserem relativ kleinen Kollektiv gemachte Beobachtung zu tberprifen,
sollten an einem gréReren Kollektiv weitere Studien folgen, die genauere
Untersuchungen der geschlechterspezifischen Differenzen bei sehr kleinen

Frihgeborenen zum Ziel haben.
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4.6 Schlussfolgerung und Ausblick

Grundlage dieser Arbeit ist die genetische Determination der Zygotie bei
gleichgeschlechtlichen Zwillingen. Die Ergebnisse haben gezeigt, dass nur mit diesem
Hintergrund gultige Aussagen Uber genetische Assoziationen getroffen werden
konnen. Zudem erwies sich die DNA-Typisierung anhand von STR-Loci als
zuverlassige, schnelle und praktikable Methode. Durch den Einsatz in folgenden
Studien mit groReren Kohorten wird die Methode langfristig die Datenqualitat
populationsbezogener  Auswertungen erhéhen und damit eine genauere
prognostische Abschatzung der Mortalitdit und Langzeitmorbiditat von mono- und
dizygoten Zwillingen ermdglichen.

Auch wenn unsere Studie nur eine Kkleine Kohorte umfasst, gibt sie wichtige
Informationen Uber Tendenzen in den unterschiedlichen Subgruppen. Es bleibt
abzuwarten ob diese Trends sich bei der Analyse gréRRerer Kohorten als signifikant
herausstellen werden.

Insbesondere die Betrachtung der Beatmungshaufigkeit bei den unterschiedlichen
Methoden der Surfactantapplikation in Bezug auf Zygotie und Geschlecht kdnnte in
weiteren Studien das Verstandnis fur die Physiologie des Friihgeborenen erweitern
und klinische Konsequenzen haben.

Bei der Durchfihrung folgender Zwillingsstudien konnte es sinnvoll sein, eine
zusatzliche Analyse von Subgruppen anhand des Gestationsalters vorzunehmen.
Studien, die Kohorten unter diesem Kriterium betrachtet haben, geben den Hinweis,
dass das Gestationsalter neben dem Geburtsgewicht Anhaltspunkt fur wichtige
Meilensteine in der Entwicklung des Feten ist und Einfluss auf das Outcome der
Frihgeborenen hat (Yu et al., 1986; Kilpartick et al., 1996; Rettwitz-Volk, 2002; Garg
et al., 2010; Papiernik et al., 2010). Auch die gezielte Untersuchung von Surfactant
betreffenden Genen (z.B. dem 1le131Thr Polymorphismus) sollte mit unseren

Ergebnissen als Grundlage geschlechterspezifisch analysiert werden.

a7



5 Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Frihgeborene Kinder sind einer Vielzahl an Risiken ausgesetzt, da noch nicht alle
Organe und Funktionen ihres Korpers voll ausgereift sind. Die Unreife der Lunge und
das damit verbundene Atemnotsyndrom (RDS: Respiratory Distress Syndrom) stellt
dabei die grofite Gefahr fur sehr kleine Frihgeborene dar.

Ziel dieser Arbeit war es, einen Zusammenhang zwischen endogenen, genetischen
und exogenen, umweltbedingten Faktoren auf die Entstehung von Krankheitsbildern
bei sehr kleinen frihgeborenen Patienten zu untersuchen.

Dafir wurde von September 2003 bis Ende 2009 eine Anzahl von 3708 Kindern unter
1500g aus 28 neonatalen Intensivstationen in unsere Studie eingeschlossen. Anhand
drei standardisierter Fragebtgen wurden Daten zu den Umstanden der Geburt, der
Behandlung und dem Therapieverlauf der Kinder erhoben. Daneben wurden jeweils
von Mutter und Kind DNA Proben (Nabelschnur und Mundschleimhautabstriche)
gesammelt. Mittels molekulargenetischer Analysen wurde von 165 gleichgeschlecht-
lichen Zwillingspaaren unseres Kollektivs die Bestimmung der Zygotie vorgenommen.
Die Ergebnisse unserer Studie verdeutlichen, dass die genetische Bestimmung der
Zygotie fur eine valide Durchfihrung von Zwillingsstudien essentielle Bedeutung hat:
Ein genetischer Einfluss auf das Outcome sehr kleiner Frihgeborener konnte
mehrfach nachgewiesen werden. Wahrend beim direkten Vergleich der Outcome-
parameter von monozygoten und dizygoten Zwillingen die zweieiigen Zwillinge
unerwartet mit signifikanten Haufungen von typischen Erkrankungen Frithgeborener
auffielen, zeigte die Analyse von Subgruppen hinsichtlich der Endpunkte Beatmung
und Surfactanttherapie eine deutlich haufigere Anwendung von Surfactant bei
monozygoten, mannlichen Frihgeborenen und eine deutliche Senkung der
Beatmungsrate bei ménnlichen, sehr kleinen (<1000g) Kindern im Rahmen der neuen
Therapiemethode ,Surfactant ohne Intubation®. Insbesondere die Ergebnisse bezig-
lich der Lungenparameter ,Surfactantgabe“ und ,Surfactantgabe ohne Intubation®
bestatigen unsere Hypothese, dass genetische Faktoren einen wichtigen Einfluss auf
das Outcome von sehr kleinen Frilhgeborenen haben.

Langfristig wird die genetische Bestimmung der Zygotie gleichgeschlechtlicher
Zwillingspaare die Datenqualitat populationsbezogener Auswertungen erhéhen und
damit eine genauere prognostische Abschatzung der Mortalitéat und Langzeitmorbiditat

von mono- und dizygoten Zwillingen ermdéglichen kdnnen.
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7 Anhang
7.1 Anhang 1: Fragebdgen

7 Anhang

Datenbogen bifte nach Entlassung des Kindes ausfillen und zusammen mit je zwei Mundschleimhautabstrichen von Mutter
und Kind an die Studienzentrale (Klinik fir Kinder und Jugendmedizin, Prof. Dr. W. Gépel, 23538 Libeck) senden.

GNN

Wersion 3: Sept. 2010
Klinik:HL

,,Deutsches Friihgeborenen-Netzwerk*

Dokumentationsbogen bei Einschluss in die Studie (1/3)

Name des Kindes . ... ..
Geburtstag | 7. Tokolysebehandlung vor der Geburt
- N_abelschnurrest _ o O nein Dija
eingefroren? Oja T nein
O Magnesium intravenos
O Fenoterol (Partusisten®)
[ 1. Geschlecht O  Atosiban (Tractotile®)
O weiblich O Nifedipin (Adalat®)
O mannlich O anderes Medik.:
| 2. Mehrling
| 8. Antenatale Antibiotische Therapie
O nein Oja
O nein Oja
Mehrling Nr.: von .
O Cephalosporine
Bei Zwillingen: O Metronidazol (Clont®)

O dichorial-diamnial

O monochorial-monoamnial O unklar

Fetofetales Transfusionssyndrom?

O monochorial-diamnial

O Ampicillin und andere Penicilline
O Imipenem/Meropenem
O sonstige

Cinein Uja ja+ Lasertherapie | 9. Ursache der zu frilhen Geburt
[3-_Geburt O unhemmbare Wehen
Blasensprung vor Wehen? O nein O V.a. Amnioninfektionssyndrom
O EPH-Gestose
Geburtsmodus: O spontan O Sectio O HELLP
O Notsectio O pathologisches CTG
O Wachstumsretardierung und pathologische
APGAR 5 und 10 Minuten: Doppler
O Placentaldsung
Nabelarterien-ph: O sonstige
Nabelarterien BE:
| 10. Herkunftsland der Mutter
| 4. Geburtsgewicht und Gestationsalter O Deutschland
Gramm | Ermr. Geburtst: O dbriges Europa einschl. Russland
O Na_her Osten einschl. Turkei und Nordafrika
Gestationsalter: Wochen + O Asien
O Afrika
[ 5., Inborn“ O sonstige
Geburt in eigener Klinik?
Uja O nein [ 11. Alter der Mutter ]
Aufnahmedatum . Jahre
Geburt in:

externer Geburtsklinik
aulerklinischer Geburtseinrichtung

nicht bekannt

Lungenreifebehandlung vor der Geburt

O
O
O Zuhause/Transport,
O
6
O

nein Oja

1 Betamethason
O Dexamethason

| 12. Vorausgegangene Geburten |

O nein Oja

wenn ja:
Friihgeburten (vor der 37+0 SSW)?

O nein Oja

Hiermit bestatige ich die Richtigkeit der Angaben:

i
i
1
i
! Name /Unterschrift (dokum. Arzt/ Arztin)
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7 Anhang

Datenbogen bitte nach Entlassung des Kindes ausfiillen und an die Studienzentrale (Klinik fur Kinder und
Jugendmedizin, Prof. Dr. W. Gépel, 23538 Labeck) senden.

GNN

Dokumentationsbogen

Name des Kindes . . . ...
Geburtstag

Name der Mutter

StraBe ...

PLZ

1. Prophylaktische Medikamente:

Vitamin K: O nein Dja= Doral Oim. Oiv. Os.c.

O Teicoplanin/Vanco zur Sepsis-Prophylaxe

O Fluconazol zur Pilzsepsis-Prophylaxe

O Indomethacin zur Prophylaxe der I'VH

O Erythropoeitin zur Anamie-Prophylaxe

O zur Praphylaxe von

[ 2. Antibiotische Therapie Onein  Oja |
O AmpiAmoxicillin O Erythromycin
O Gentamicin O Mezlocillin
O Tobramycin O Meropenem
O Cefotaxim O Imipenem (Zienam®)
O Vancomycin O Metronidazol (Clont®)
O
| 3. Niedrigster MAD innerhalb der ersten 24h |
mm Hg ( O Manschette O Arterie )
[ 4. Katecholamintherapie Onein  Oja |
O Dopamin O Dobutamin
O Noradrenalin O Adrenalin
innerhalb der ersten 24h? Cnein Oa
| 5. Analgetika und Sedativa Cnein  Oja |
O Paracetamol O Midazolam O Piritramid
C Morphin O Fentanyl O Sulfentanil
O Thiopental O Phenobarbital O Propofol
O Pentobarbital O Chioralhydrat
O
| 6. Surfactant Onein  Oja |
falls ja, wie oft: O1x O2x O3x O (nx)
Surfactantgabe ohne Intubation? Oja
O nein
| 7. Diuretika Onein  Oja |
O Furosemid (Lasix®) OHydrochlorothiazid
O Spironolacton (Aldactone®)
| 8. Inhalative Medikamente Onein  Oja |

O Salbutamel O Budenosid O Atrovent O Pulmicort
O Furosemid O Sultanol O Flutide O Antra
ONO O andere:

Version 3: Sept. 2010
Klinik:HL

,Deutsches Friihgeborenen-Netzwerk*

Behandlung (2/3)

| 9. Transfusionen |

Blut: Tkeine O1 D2 O3 O _  (n)
FFP: Tkeine O1 D02 O3 O __ (n)
TK: Okeine O1 O2 O3 O _  (n)

| 10. Atemanalept. Medikamente  Tinein  Tja |
O Coffein O Theophyllin O Doxapram

[ 11. Sonstige Medikamente Tnein  Oja |
O Insulin O Vitamine (auBer Vit. D)
O Eisen O Zink (z.B. Unizink®)
O Indomethacin O lbuprofen
O Dexamethason O Prednisolon
O Hydrocortison O Acetylcystein (ACC)
O Ursodesoxycholsaure (Ursofalk®)
O Natriumbicarbonat
O
O

| 12. Probiotika Cnein  Oja |
O Lactobacillus + Bifidobacterium (z.B.Infloran®)
O Lactobacillus GG (z.B. Infectopharm LGG®)
O E-coli (z.B. Mutaflor®)
O andere:

[ 13. Impfungen (stationr) Onein  Oija |
O 6-fach-Impfstoff (TDP;HIB,IPV HEB)
O Pneumokokken-Konjugat
0 RSV passiv (Palivizumab)
O andere Impfungen oder Immunglobuline:

| 14. Medikamente wg. NW abgesetzt? T nein T ja |
wenn ja wg

| 15. Zentral vengse Katheter Onein  Oja |
falls ja, Art Katheter: OZVK O NVK
O Komplikationen:

[ 16. Arterielle Katheter: Tnein  Oja |

O Nabel O periphere Arterienkatheter

Extremititennekrosen? .............. O nein Oja

[ 17. Nahrungsaufbau |
Beginnam: ... . Lebenstag
Vollstandig oral (150 mlfkg) am: ...... . Lebenstag
Anzahl der Tage mit iv-Zugang:....... Tage

i Hiermit bestitige ich die Richtigkeit der Angaben:
1
i
1
i

Mame /Unterschrift (dokum. Arzt/ Arztin)

60



7 Anhang

Datenbegen bitte nach Entlassung des Kindes ausfillen und an die Studienzentrale (Klinik fir Kinder und
Jugendmedizin, Prof. Dr. \W. Gopel, 23538 Lubeck) senden

NN

Dokumentationsbogen

Name des Kindes
Geburtstag

1. Gestationsalter: |

errechneter Geburistermin: .

Gestationsalter Wochen + ] Tage

[ 2. Aufnahme ]
Karpertemperatur bei Aufnahme: N
Gewicht bei Aufnahme: ... Gramm
Lange: ... cm
Kopfumfang: ... cm

3. CRIB-Score (erste 12h) ]

Max. Basendefizit: - Min. Oz Max. Oz
angeborene Fehlbildungen:
O keine

nicht lebensbedrohlich

O akut lebensbedrohlich letal

[ 4. Sauerstoffzufuhr ]
O nein Tija, wenn ja:
Beginn: ...

endgiilige Beendigung: ........

Sauerstoffbedarf bei Entlassung? O ja O nein

=m

Beatmung und CPAP ]

O nein

O CPAP

O CPAP mit Beatmungshuben (nasal/pharyngeal)
[ tracheale Beatmung

Falls tracheale Beatmung:

1. Beatmung vom __. _ . bis . __
2. Beatmung vom __. _ . bis . __
3. Beatmung vem __. __ bis__ . __

Weitere Beatmungen am Rand notiersn

endg. Beendigung jegl. Atemhilfe

Version 3: Sept. 2010
Klinik:HL

,Deutsches Friihgeborenen-Netzwerk"

Verlauf (3/3)

Andere Sepsiserreger:

| 8. Pneumonie/NEC (Kriterien nach NEO-KISS)

Pneumonie O nein
NEC /Il (auch ohne OP): O nein T ja

Cwor 72h O nach 72h

9. Schadelsonogramm

Sono/MRT durchgefiihrt? . Onein Oja

IV H .O nein jja::ll

OGradl OGradll O Grad Il O Grad IV

Zystische perivent. Leukomalazie (PVL) Onein  HDja
| 10. Ophthalmologische Untersuchung |

O nein Oja:

max. ROP - Stadium:

| 11. apparatives Hérscreening

O nein Oja:

O unauffallig 2 auffallig
| 12. Operationen |
Ort _der Operation |
nein | ja | 129 der OP _ eigene Klinik izl?:ig-
Daturn im OF | auf Station

PDA-OP a O O [mi [m]
NEC-OP o d O [m] [m]
FIP-OP =N = g = =
ROP-OP a O O O [}
VP-Shunt o d | O O
Herniotomie O ] ] O O
Sonst. OPs? m] ] O [mi O

(wenn ja) OP-Art:

| 13. Untersuchung 35+0 - 36+6 Wochen p.m.:

- Orein Oja:
[CEAP od. Belat'?.'l?':;']' T = e Gewicht bei Untersuchg.: .. Gramm
eatmung bei Entlassung?: ja Cdnen Lange: ... cm
[ 6. Pneumothorax mit Thoraxdrainage: | Kopfumfang: ... cm
Datum der Unt h :
O nein Oja: 5 am Lebenstag atum der Untersuchung -
- unter trachealer Beatmung O nein Oja BFD: O nein
- unter CPAP 2 nein dja 0 moderat (O2 < 30%)
- unter Spontanatmung I nein Oja O schwer (02 = 30%, CPAP, Beatmung)
| 7- Sepsis/SIRS (Kriterien nach NEO-KISS) | [ 14. Entlassung: |
O nein Oja, Gewicht bei Entlassung: ... Gramm
Beginn innerhalb 72h?: Cnein Cja Lange cm
Erreger in Blutkultur: COnein O j:l,__Jl Kopfumfang: cm
Errcr;g%gk' ke'\_lna;zﬁg " | Datum Nachweis Aufenthalt beendet am: .
1. Sepsis O O Nach Hause entlassen
2. Sepsis O O Endgultige Verlegung in andere Klinik, falls ja
3. Sepsis . O Grund: (z.B. OP wg. ...)
Erregerkatalog: \ O  Tod, wennja: Ursache:
kein Keimnachweis 00
Enterokokken. : ENT Serratia . SER
Entercbacter ... ENB Listeria mon. ... LMO
Pseudomaonas aeruginosa Candida .. 2

—.....CAN
Sirep. Gruppe B ... BST

Staphyl. epidermidis

Staphyl. aureus......._
Staphyl. aureus Oxacillin resistant ..
E. coli ESBL bildend ...
Klebsiella ESBL bildend _
E. faecium/E. faecalis Vancomycin resisiant ... VRE

...ECO
..KLE

Mame / Unterschrift (dokum. Arzt/ Arz

Hiermit_bestitige ich die Richtigkeit der Angaben:

tin)
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7 Anhang

7.2 Anhang 2: Einverstandniserklarung

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

Einverstandniserklarung

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

geb. am

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

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

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

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

Ich bin darlber informiert, dass die enthommenen Proben ausschlie3lich in pseudonymisierter
bzw. anonymisierter Form zur Erforschung von Einflussfaktoren fir Erkrankungen des
Frihgeborenen und Frihgeburtlichkeit genutzt werden und dass eine Befundmitteilung der
genetischen Daten weder an mich noch an die mein Kind behandelnden Arzte erfolgen kann.
Ich/wir hatte/n Gelegenheit, alle meine/unsere Fragen zu stellen, diese wurden zufriedenstellend

und vollstandig beantwortet.

Ort, Datum Unterschrift des/der Erziehungsberechtigten

Ort, Datum Aufklarender Arzt/Arztin (Name) Aufklarender Arzt/Arztin (Unterschrift)
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7 Anhang

7.3 Anhang 3: Ausdruck der DNA- Typisierung anhand von STR-Loci

Applied
Biosystems ID-150509
GeneMapper ID v3.2
Sample File | Sample Name | Panel |sq=o | 08 | sQ
G02_P65W_003.fsa | PB5W [ Identifiter_v1 | [ | ]
| D8S1179 Il D21511 ] [ D75820 I CSF1PO |
—— 100 160 200 250 . 300 350
1500 J A
0 . s 1 < =
12 29 ‘ 10 ‘ ‘IO
139.32] 1204.518 |273.13 321.1‘9
30 | 1
208.82/ 325.28
G02_P65W_003.fsa [P65W [Identifiler_v1 | I I [
[ D351358 ] THO1 | [ D138317 | D16S539 | | D251338 ]
P 19 150 200 2§0 < 3?0 3?0
1500
I A il ﬂ J\ A
1k T " T T T
14 6 11 i 19 | [25
119.5|1 170.89‘ 2230.5'9 1271.76 1323.65| 1347.28
15 9 ‘ ‘12
123.71 182.88 234.83
G02_P65W_003.fsa [P65W [1dentifiler_v1 [ [ [ [E]
[ D195433 ] [ VWA ][ TPOX [ D18S51 ]
i 190 150 290 i 2§0 300 35’_)0
1500 ’- J
. b
8 16
232.14 298.74
19
311.60
[G02_P65W_003.fsa [ P65W [Identifiler_v1 | | | 5]
& [ FGA ]
i 100 150 200 250 300 3§0
1500
T 1 r T -
X (1 20
106.35 151.19 1228.48
(13 |
159.61
Fri May 15,2009 10:34AM, CEST Printed by: gmid Page 1 of 1

63



8 Danksagung

8 Danksagung

Zunachst mdchte ich mich bei Professor Herting bedanken in seinem Institut far
Kinder- und Jugendmedizin promovieren zu dirfen. Damit ist fur mich ein grof3er
Wunsch in Erfullung gegangen.

Mein besonderer Dank gilt meinem Doktorvater Professor Gopel fur die Bereitstellung
des Themas, seine Hilfe bei der statistischen Auswertung der Daten, seine
Ratschlage und Hilfestellungen sowie fir seine groRartige Begeisterungsfahigkeit, die
mich immer wieder motiviert und angesteckt hat. Die Zeit als wissenschaftliche
Hilfskraft in seinem GNN Projekt habe ich als sehr schdn in Erinnerung, was nicht
zuletzt an dem durch ihn geschaffenen tollen Arbeitsklima lag.

Mein weiterer Dank gilt den Mitarbeiterinnen des GNN Projektes, ihrer Herzlichkeit
und Unterstitzung. Ich danke Sabine Ziesenitz und Anja Sewe fir ihre Arbeit im Labor
und die Kooperation mit dem Institut fir Rechtsmedizin der Universitat Kiel, Sabine
Brehm und Anja Kaufmann fir die Dokumentation der Daten und ihre Hilfe und
Geduld bei statistischen Fragen, Andrea Schaper fur die Ratschlage und Erfahrung,
die sie mit mir geteilt hat, sowie ganz besonders Sabine Lorenz, die immer ein offenes
Ohr fur mich hatte und mir in orthographischen Fragen mit Rat und Tat zur Seite
stand.

Des Weiteren danke ich Frau Professor von Wurmb-Schwark aus dem Institut fur
Rechtsmedizin der Universitat Kiel far ihre freundliche Unterstitzung bei der
Durchflihrung der Zygotiebestimmung unserer Zwillinge.

Diese Stelle méchte ich nutzen um mich von ganzem Herzen bei meinen Eltern fur
ihre allgegenwartige Unterstitzung zu bedanken. Was fur sie als selbstverstandlich
gilt, erscheint mir als grof3es Geschenk: Weder das Studium noch die Erstellung
dieser Doktorarbeit wére ohne ihren uneingeschrankten Beistand, ihr Interesse und ihr
Verstandnis mdglich gewesen. Danke fir alles!

Ein besonderer Dank geht an meine Schwester Anja, die mich mit ihrer Erfahrung und
Geduld immer wieder bei sich aufgenommen hat, mich mit ihrer Bescheidenheit
beeindruckt hat und mir eine unverzichtbare, wundervolle Hilfe war.

Schlie3lich danke ich meinem Jona fur seine wunderbare Freundschaft, sein
unerschuitterliches Verstdndnis und seine bedingungslose Unterstiitzung in allen

Lebenslagen. Ohne ihn hatte ich schon oft den Boden unter den Flssen verloren.

64



9 Lebenslauf

Name:
Vorname:
Geburtsdatum:

Geburtsort:

9 Lebenslauf

Schulz

Lena
05.08.1986
Wedel/Holstein

Universitare Ausbildung

Seit 2006:
2008:
2009-2013:

2009-2012:

Okt.-Jan. 2012/13:
April 2013:

Publikation

Humanmedizin an der Universitat zu Lubeck

1. Abschnitt der arztlichen Prufung (Gesamtnote: sehr gut 1,5)
Dissertation in der Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin der
Universitat zu Lubeck

Wissenschaftliche Hilfskraft in der Klinik fur Kinder- und
Jugendmedizin der Universitat zu Libeck, GNN- Studienzentrale
PJ Padiatrietertial, Kinderkrankenhaus Wilhelmstift, Hamburg

2. Abschnitt der arztlichen Prifung (Gesamtnote: sehr gut 1,5)

Spiegler J, Hartel C, Schulz L, von Wurmb-Schwark N, Hoehn T, Kribs A, Klster H,
Siegel J, Wieg C, Weichert J, Herting E, G6pel W: Causes of delivery and outcome of

very preterm twins stratified to zygosity. Twin Res Hum Genet 15, 532-536 (2012).

65



