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Abkilrzungen

1. Abklrzungen

ABAP 2,2-Azobis(2-amidinopropane)dihydrochloride
ATP Adenosintriphosphat

BHT 2,6-di-tert-butyl-p-cresol

C Celcius

CPAP continous positive airway pressure

CRP C-reaktives Protein

dest destilliert

DNA Desoxyribonukleinséure

DTPA Diethylenetriaminepentaaceticacid
EDTA Ethylendiamin-N,N,N",N"-tetraessigsaure
EPO Erythropoietin

Fe?/3* zweiwertiges/dreiwertiges Eisen

Fgb Friihgeborene

g Gramm

H,O Wasser

H,0, Wasserstoffperoxid

Hb Hé&moglobin

HIV engl.: human immunodeficiency virus
HPLC engl.: High-Performance Liquid Chromatography
IE internationale Einheit

kg Kilogramm

mg Milligramm

min Minute

ml Milliliter

mM Millimol

NaCl Natriumchlorid

NAD(P)H Nicotinamidadenindinucleotid-(phosphat)
nm Nanometer

NTBI engl: non-transferrin-bound-iron

0O, Sauerstoff

OH Hydroxylgruppe

p

statistischer Fehler



Abkilrzungen

PBS
pO:
rh

sec
SH
SIDS
SSW
Std
TEP
TRAP
U/kg
u/l
U/min
UKE
ZPP

ul

Phosphate buffered saline
Sauerstoffpartialstoff

rekombinant human

Sekunde

Sulfhydrilgruppe

engl.: sudden infant death syndrom
Schwangerschaftswoche

Stunde

1,1,3,3-Tetraethoxypropane

engl.: total-radical-trapping-antioxidant-parameter
Units pro Kilogramm

Units pro Liter

Umdrehung pro Minute
Universitéats-Krankenhaus-Eppendorf
Zinkprotoporphyrin

Mikroliter
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2. Einleitung

2.1. Die Anamie bei Frihgeborenen

Zum Zeitpunkt der Geburt unterliegt der Foet einer Reihe von Umstellungsvorgéngen in der
Erythropoese.

Reife Neugeborene entwickeln in Adaptation an das extrauterine Leben in den ersten zwei bis
drei Lebensmonaten einen ,,physiologischen Tiefpunkt* ihrer Hamoglobinkonzentration im
Blut. Zwischen dem vierten und sechsten Lebensmonat scheinen die perinatalen Adaptati-
onsvorgéange tberwunden zu sein. Es lassen sich steigende Erythropoietinspiegel mit darauf-
hin wieder zunehmenden Hamoglobinkonzentrationen nachweisen (41).

Frihgeborene zeigen einen Hamoglobin— und Hamatokritkonzentrationsabfall unmittelbar
nach der Geburt. Bei ihnen geschieht dieser Abfall schneller und in gréRerem Ausmald (75).
Hierbei korreliert das Ausmal’ der Anamie mit dem Grad der Frihreife (10). Andmische Frih-
geborene zeigen im Vergleich zu Erwachsenen in Abhéngigkeit vom Grad der Anémie signi-
fikant niedrigere Erythropoietinwerte (67).

Es handelt sich bei dieser Andmieform um eine normozytare, normochrome Anamie. Hierbei
finden sich geringe Retikulozytenzahlen und ein Hamatokrit zwischen 20 — 30%.

Die Frihgeborenenanamie ist gekennzeichnet durch eine geminderte erythropoetische Kno-
chenmarkaktivitat, refraktares Verhalten gegenlber Eisen-, Folsdure- und Vitamin E-Ersatz
und geringen endogenen EPO-Konzentrationen.

Es mangelt den Frihgeborenen jedoch nicht an VVorlduferzellen der roten Reihe. Diese sind in
der Regel hoch empfindlich gegeniiber exogen verabreichtem EPO.

2.2. Ursachen der Frihgeborenenanamie

Zu den Ursachen der Frihgeborenenanamie zéhlen Maier und Obladen 1995 sowohl hé-
morrhagische als auch hyporegenerative Faktoren (50).

Wahrend in den ersten Lebenswochen die hamorrhagische Komponente durch perinatale Blu-
tungen und diagnostisch bedingte Blutentnahmen im Vordergrund zu stehen scheint, dominie-
ren die weiteren Lebenswochen eine reduzierte Retikulozytenzahl und niedrige Erythro-

poietin-Spiegel im Serum (83).
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Faktoren, die zur Frihgeborenenanamie beitragen, sind die signifikanten Verénderungen der
arteriellen Sauerstoffspannung bei Umstellung von plazentarer auf pulmonale Oxygenierung,
ein verzogerter Wechsel des Sauerstoffsensors und des Erythropoietin-Syntheseortes von der
Leber zur Niere sowie ein vermindertes Ansprechen der Erythropoietin-Produktion auf hypo-
xische Stimuli. Anzufiihren waren auRerdem ein niedriger Ausgangshamatokrit, ein beschleu-
nigter Abbau fetaler Erythrozyten sowie Hamodilution durch rasches Wachstum mit einer

Zunahme des Kreislaufvolumens (50).

2.3. Symptome und Folgen der Anamie

Aufgrund der oben aufgefiihrten Ursachen, die zur Frihgeborenenandmie fihren, kann es zur
Entwicklung einer chronischen Hypoxie und der Ausbildung einer metabolischen Azidose
kommen. Als Folge der Sauerstoffunterversorgung kénnen eine mesenteriale Hypoperfusion
sowie eine Aggravierung einer bronchopulmonalen Dysplasie oder eines persistierenden Duc-
tus arteriosus resultieren (50).

Die Kinder leiden haufig unter Gedeihstérungen, Apnoephasen sowie unter Brady- oder

Tachykardien.

2.4. Therapieansatze

Zur Behandlung der Friihgeborenenanamie werden Erythrozytentransfusionen eingesetzt.
Laut Strauss erhalt ein beatmetes Kind unter 1000 g in den ersten Lebenswochen jeden 2. bis
3. Tag eine Transfusion (92). Insgesamt bendétigen 70-80% der Frithgeborenen mit einem Ge-
burtsgewicht unter 1000 g eine oder mehrere Transfusionen (86).

Indikation flr eine Transfusion sind entweder kumulative diagnostische Blutverluste von
5-10% des geschatzten Blutvolumens, das Auftreten von Andmiesymptomen oder das Absin-
ken des Hamatokrit. Die Definitionen von Anamiesymptomen und transfusionspflichtigem
Héamatokrit sind jedoch uneinheitlich und werden von Lebensalter und Atemfunktion abhan-
gig gemacht (49).

Da die Andmie nie vollstandig durch Bluttransfusionen korrigiert wird, konnen die Symptome

einer Anamie nur teilweise beseitigt werden. Polytransfusionen beinhalten zudem die Gefahr
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der Entstehung einer Hamosiderose. Da noch immer die Gefahr von virusinduzierten Hepati-
tiden und anderen Infektionen, inklusive HIV, besteht, sind Transfusionen aulRerdem mit ei-
nem hohen Risiko vergesellschaftet.

Auch die Sensibilisierung gegen Histokompatibilitatsantigene stellt eine unerwiinschte Ne-
benwirkung dar.

Eine besondere Rolle spielt auch die Unterdriickung der endogenen Erythropoietin-
Produktion.

Mit der Herstellung groBer Mengen humanen rekombinanten Erythropoietins konnte eine
effiziente Behandlung der Friithgeborenenanamie gefunden werden.

Eine Metaanalyse von acht randomisierten kontrollierten Studien zeigt trotz unterschiedlicher
Studiendesigns und der unterschiedlichen rhEPO-Dosis, dass 18% weniger Kinder transfun-
diert werden mussten (50). Auch eine Metaanalyse von Vamvakas und Strauss zeigte eine
Reduktion von Bluttransfusionen unter rhEPO-Therapie in 4 hochqualitativen Studien (96).

2.5. Erythropoietin

2.5.1. Historisches

1863 entdeckte der franzésische Chirurg Joudanet (39), dass bei Patienten aus dem mexikani-
schen Hochland eine hohere Blutviskositat bestand als bei Patienten aus Frankreich. Er stellte

dies als eine Anpassungsstorung an das Hohenklima dar.

1906 vermuteten Carnot und Deflandre (15), dass eine humorale Substanz, die sie als ,,Hamo-
poetin“ bezeichneten, die Erythropoese beeinflusst. Der Begriff Erythropoietin wurde erst

spater von Bonsdorf und Jalavisto (9) gepréagt.

1950 belegte Reismann das VVorhandensein eines humoralen Faktors zur Regulation der
Erythropoese (77). Er hatte entdeckt, dass bei parabiotischen Ratten nur eine hypoxisch wer-
den musste, um bei beiden zu einer Erhdhung des Hamatokrits und der Retikulozytenzahl zu

fuhren.

1957 gelang es Jacobson und Goldwasser (37) in Versuchen mit anephrischen Tieren nach-

zuweisen, dass Erythropoietin in der Niere gebildet und durch Hypoxie stimuliert wird.
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1977 wurde Erythropoietin erstmals aus dem Urin von Patienten mit aplastischer Andmie iso-
liert (57).

1979 konnte ein Radioimmunoassay fir EPO entwickelt werden (28).

1984 erbrachte Eschbach den endgiiltigen Beweis der Bedeutung von Erythropoietin, als er

die Andmie eines urdmischen Schafes mit erythropoietinreichem Plasma korrigierte (22).

1985 gelang es Jacobs und Lin unabhangig voneinander, den genetischen Code von menschli-
chem Erythropoietin zu entschlisseln, das Erythropoietin-Gen zu klonen und damit den Weg

zur gentechnischen Herstellung zu 6ffnen (36, 48).

1990 fuhrten Halperin und andere die erste Pilotstudie zur Behandlung der Friihgeborenen-
anamie mit rh-EPO durch (34).

2.5.2. Physiologie von Erythropoietin

2.5.2.1. Ort der Entstehung

Der Hauptbildungsort fur Erythropoietin liegt in der Fetalzeit und beim Neugeborenen in der
Leber. Hier wird wahrend der Fetalzeit Gber einen Sauerstoffsensor in Abhangigkeit vom pla-
zentaren Sauerstoffpartialdruck die Erythropoietinsynthese reguliert (67).

Zum Zeitpunkt der Geburt wechseln Sauerstoffsensor und Erythropoietin-Syntheseort von der
Leber zur Niere (101). Es ist bislang noch unklar, welche Faktoren den Wechsel bedingen.
Lacombre et al. identifizierten peritubulére Fibroblasten in der adulten Niere als Hauptsynthe-
seort fur Erythropoietin (46). Neben der Niere werden geringe Mengen an Erythropoietin in
der Leber, der Milz und in Makrophagen produziert, die allerdings erst bei einem Ausfall der

Nierenfunktion bedeutsam werden (23).
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2.5.2.2. Wirkung von Erythropoietin

Der Erythrozytenpool unterliegt, bei einer Lebenszeit von 120 Tagen, einer standigen Neubil-
dung. Erythropoietin bewirkt sowohl in der Leber als auch ab der zweiten Halfte der Schwan-
gerschaft im Knochenmark die Stimulation der Erythropoese.

Ausgangszelle fur die Proliferation und Differenzierung der einzelnen Blutzelllinien ist die
pluripotente Stammzelle. Zuerst teilt sie sich in lymphoide Vorldauferzellen und in CFU-S
(Colony Forming Unit-Spleen). Aus der CFU-Zelle (Progenitorzelle) entsteht entweder die
Megakaryozytenreihe, die weille oder die rote Blutzellreihe. Gesteuert werden diese einzelnen
Differenzierungsschritte von Zytokinen (16).

Erythropoietin nimmt in der roten Zellreihe die Funktion eines Steuermolekdls ein. Die we-
sentliche Wirkung besteht hierbei in der VergroRerung des Pools der erythroiden Progenitor-
zellen. Die CFU-S differenziert in der roten Zellreihe Gber die BFU-E (Burst Forming Units-
Erythroid) oder die CFU-E (Colony Forming Units-Erythroid) zu Erythroblasten und Retiku-
lozyten und schlieBlich zum Erythrozyten.

Die BFU-E Zellen werden durch Erythropoietin zur Proliferation angeregt. Des Weiteren wer-
den die empfindlicheren CFU-E Zellen zu weiteren Differenzierungsprozessen stimuliert (38,
88). CFU-E Zellen gelten als der primare Angriffspunkt von Erythropoietin. Untersuchungen
von Krantz sprechen fiir einen spezifischen Rezeptor auf diesen Zellen (43).

Eine Studie von Goldwasser konnte zeigen, dass sowohl Erythroblasten als auch Retikulozy-
ten bezlglich ihrer Reifung und Differenzierung nicht erythropoietinabh&ngig sind. Es beste-
hen jedoch auch hier gewisse stimulierende Einfllsse, wie z.B. auf die Hdmoglobinisierung
(30).

In der Fetalzeit werden Erythrozyten mit fetalem Hamoglobin und hoher Sauerstoffaffinitat
gebildet. Postpartal wird statt des fetalen Hamoglobins zunehmend das adulte Hamoglobin
mit niedrigerer Sauerstoffaffinitat gebildet.

Diese aufeinander abgestimmten Umstellungsvorgange scheinen genetisch determiniert zu
sein und mehr vom postkonzeptionellen als vom postnatalen Alter abzuhangen (24, 90).
Gemeinsam ist der fetalen und adulten Erythropoese ihre Sauerstoffabhangigkeit.

Eine Wirkung des Erythropoietins nach Applikation l&sst sich nach ca. 2-3 Tagen an einem
Retikulozytenanstieg und nach ungeféhr einer Woche an einem Hamatokrit- bzw. Hadmoglo-

binanstieg beobachten (20).



Einleitung 11

Obwohl Erythropoietin der entscheidende Faktor in der Kaskade der Erythropoese ist, bend-
tigt er fur seine Wirkung die Anwesenheit anderer Wachstumsfaktoren wie Interleukin-3 bzw.

Co-Faktoren wie Eisen, Folsaure und Vitamin B12.

2.5.2.3. Regelkreis der Erythropoese

Die Erythropoese unterliegt einem komplexen Regelkreis, der durch negative Rickkopplung
gesteuert wird. Auf eine registrierte Abweichung vom Sollwert erfolgt eine Antwort, die die
Differenz zwischen Messwert und Sollwert verkleinert und damit das System stabilisiert (45).
Der starkste Stimulus fur den Sensor der Erythropoietinsynthese ist die Hypoxie. Der Plas-
maspiegel des Hormons kann von Normalwerten um 5-20 U/l bei schwerer Andmie oder Hy-
poxie auf 1000 U/l oder mehr ansteigen. In der Niere werden im vendsen Schenkel der
Mikrozirkulation sauerstoffsensitive Zellen vermutet, die Differenzen zwischen Sauerstoffan-
gebot und —bedarf registrieren und an die Synthesezellen weitervermitteln. Der Sauerstoffge-
halt des Blutes wird sowohl von der O,-tragenden Kapazitét als auch vom Sauerstoffpartial-
druck bestimmt. Des Weiteren héngt der pO, von der O,-Affinitat und vom AusmaR des Blut-
flusses ab (70).

2.5.2.4. Verabreichungsformen

Rh-EPO I&sst sich subkutan, intravents und intraperitoneal applizieren. Hierbei stellten sich
jedoch in zahlreichen Untersuchungen an Erwachsenen erhebliche pharmakokinetische Unter-
schiede dar (40, 44, 54, 60, 81). So l&sst sich bei subkutaner Gabe von rh-EPO, verglichen mit
der intraventdsen Verabreichung, eine verminderte Resorption und ein zeitlich verzdgertes
Erreichen der maximalen Serumkonzentration feststellen. Nach subkutaner Gabe von EPO
zeigen die Plasmaspiegel nur einen langsamen Anstieg der Erythropoietinkonzentration und
erreichen ihr Maximum nach 12-24 Stunden.

Bei subkutaner Gabe liegen die Serumspiegel nach 24 Stunden jedoch hoher als bei intrave-

ndser Gabe und bei mehrfacher Applikation findet eine Kumulation mit anschlieRender Pla-
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teaubildung statt (13, 40). Der Konzentrationsabfall verlauft sehr protrahiert, da der Elimina-
tion die stdndige Mobilisierung aus dem subkutanen Depot entgegengesetzt wird (7).

Im Vergleich zur intravendsen Applikation scheint bei der subkutanen Gabe eine um 50%
erniedrigte Erhaltungsdosis erforderlich zu sein (8).

Die wenigen verfligbaren pharmakokinetischen Untersuchungen an Friihgeborenen zeigten
nach subkutaner Injektion eine variable Resorption, jedoch eine mit 42% recht hohe Biover-
fligbarkeit (11).

2.5.2.5. Elimination von Erythropoietin

Rh-Epo wird durch hepatische Metabolisierung (18), durch Aufnahme in das Knochenmark
(89) und in sehr geringen Mal3en durch renale Ausscheidung entfernt.

Die Plasmahalbwertszeit fiir rh-Erythropoietin scheint nach mehrfacher intravendser Anwen-
dung abzufallen. In einer Untersuchung von Egrie betrug die mittlere Halbwertszeit zu Beginn

der Therapie 9,3 Stunden und nach sieben Applikationen nur noch 6,2 Stunden (19).

2.6. Die klinische Anwendung von rh-Erythropoietin

1986 wurden erstmals Dialysepatienten mit rh-Epo behandelt. Bei nahezu allen Patienten
konnte die renale Anamie korrigiert werden.

Seit 1990 wurden weltweit Friihgeborene im Rahmen kontrollierter Studien mit
rh-Erythropoietin behandelt. Die Studien unterschieden sich erheblich hinsichtlich Population,
rh-EPO-Dosis, Dosisintervall, Applikation, Behandlungsdauer, Behandlungsbeginn, Eisen-
und Folsduresubstitutionen sowie Transfusionsindikationen.

Die Pilotstudie zur Behandlung der Friihgeborenenanédmie wurde am 21. Lebenstag begonnen
und orientierte sich mit Dosen von 75 — 300 1U/kg/Woche an der Behandlung der renalen
Andmie (34). Hierbei liel} sich ein leichter Hdmatokritanstieg verzeichnen.

Die erste Plazebo-kontrollierte Studie mit intravends applizierten EPO-Dosen von
400 U/kg/Woche Uber sechs Wochen fiihrte in der Erythropoietingruppe zu héheren Retikulo-
zytenzahlen und einer geringeren Transfusionsmenge (83).
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Mit der Schlussfolgerung einer zu geringen EPO-Dosierung wurden die folgenden Studien
mit hoher dosiertem Erythropoietin zur Verhinderung der Andmie der Friihgeborenen durch-
gefiihrt (86). Carnielli et al. behandelten die Friihgeborenen mit

1200 U/kg/Woche in 3 Einzeldosen, kombiniert mit einer einmaligen Eisengabe von

20 mg/kg/Woche. Hierunter kam es zu einem signifikanten Retikulozytenanstieg und weniger
Transfusionen (14).

Um den Transfusionsbedarf zu verringern, waren Dosen von 300-1200 IE/kg/Woche erforder-
lich (3, 55, 87).

Verantwortlich fiir die im Vergleich zu Erwachsenen bis zu 10-fach héhere Dosis scheint die
besondere Pharmakokinetik bei Frihgeborenen zu sein: Bei fetalen Lammern ist das Vertei-
lungsvolumen fir Erythropoietin gréer und die Elimination schneller als bei erwachsenen
Artgenossen (99).

Ohls et al. zeigten 1995, dass ein Beginn der rh-EPO-Therapie bei sehr kleinen Friihgebore-
nen (750-1500 g Geburtsgewicht) innerhalb der ersten zwei Lebenswochen zu weniger Trans-
fusionen und einer insgesamt kostengunstigeren Therapie fuhrt (66).

Die besten Therapieerfolge erzielten bislang ménnliche Frihgeborene mit einem Geburtsge-
wicht von 1200 g oder mehr und einem Anfangsh&matokrit von 48% und mehr (49).

Bisher am wenigsten von der rh-EPO-Therapie profitierten sehr kleine (<1250 g und

< 31 SSW) und sehr kranke Friihgeborene (76).

2.7. Nebenwirkungen der rh-EPO-Therapie

In keiner der bislang durchgefuhrten Studien bei Friihgeborenen traten Nebenwirkungen auf,
die eindeutig auf den Einsatz von rh-Erythropoietin zurtickzufuhren waren. Insbesondere
wurden keine arteriellen Hypertonien oder Thrombosen, wie bei Patienten mit terminaler Nie-
reninsuffizienz, beobachtet.

Vereinzelt wurde ein flichtiges Erythem oder eine transiente Induration der Injektionsstellen
beschrieben. Emmerson et al. berichteten von zwei SIDS-Fallen bei insgesamt 16 Patienten
und brachen daraufhin die Studie ab (21). Meyer et al. berichteten von einem SIDS-Fall bei
insgesamt 40 Patienten (55).

In der 1. europdischen Multicenterstudie wurde kein SIDS-Fall bekannt. In der 2. europadi-
schen Multicenterstudie wurden unter 241 Fruhgeborenen drei Kinder mit SIDS registriert.
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Ein Kind war sechs Wochen mit Erythropoietin behandelt worden, das zweite hatte eine ein-

malige Dosis erhalten und ein weiteres Kind stammte aus der Kontrollgruppe.

2.8. Supplementierungen unter rh-EPO-Therapie

Unter der Therapie mit rekombinant hergestelltem Erythropoietin werden zusétzlich Eisen,
Vitamin E sowie Proteine gegeben.

Ohne ausreichend aufgefillte Eisenspeicher ist die Behandlung mit rh-EPO nicht wirksam,
da sich die Eisenspeicher schnell leeren (Einzelheiten siehe unten).

Da unter einer Supplementierungstherapie mit Eisen das Risiko einer Oxidation der mehrfach
ungeséttigten Fettsduren der Zellmembran besteht, sollte Vitamin E als antioxidierende Sub-
stanz verabreicht werden.

Wie Eisen sind Proteine eine wichtige VVoraussetzung fir eine effiziente Erythropoese. Brown
et al. zeigten in einer Studie, dass eine erhohte Proteinzufuhr zwischen 3,1 und 3,5 g/kg/Tag
unter rh-EPO zu einer signifikant héheren Retikulozytenzahl fihrt. Des Weiteren liel3 sich
eine verbesserte tagliche Gewichtszunahme bei einer Proteinzufuhr von 3,5 g/kg/Tag feststel-
len (12).

2.9. Eisensubstitution

2.9.1. Physiologie des Eisenstoffwechsels

Die Eisenresorption des Organismus ist wegen der physikochemischen und physiologischen
Eigenschaften der Eisen-lonen limitiert.

In der Mucosa des oberen Diinndarms existiert ein Transportsystem fiir Eisen, das die Resorp-
tion an den Bedarf anpasst. Eisen wird im Duodenum und oberen Jejunum hauptséchlich als
Fe?* resorbiert. Da Nahrungseisen jedoch iiberwiegend in der dreiwertigen Form vorliegt,
muss es, zundchst, z.B. durch Ascorbinséure, reduziert werden. Im Normalfall werden ca.
10% des Nahrungseisens pro Tag aufgenommen. Im Eisenmangel kann die Bioverfiigbarkeit
des Eisens jedoch bedarfsgerecht eingestellt werden und die Resorptionsquote auf 50% und
mehr gesteigert werden.
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Vor dem Ubertritt des Eisens aus der Mukosazelle ins Plasma werden die Fe**-lonen zu Fe*'-
lonen oxidiert. Im Portalblut wird es dann vom Plasma-Transferrin gebunden und an die Stel-
len des Bedarfs weitergeleitet. Normalerweise wird die Bindungskapazitit des Transferrins
nur zu 30% ausgenutzt. Bei voller Sattigung kann das gesamte Plasma-Transferrin maximal
12 mg Eisen aufnehmen.

Wegen der sehr beschrénkten Eisenresorptionskapazitit kann der durchschnittliche Eisenbe-
darf nur durch duRRerst 6konomische Wiederverwertung von Funktionseisen gedeckt werden.
Die Speicherung geschieht in Form von Ferritin. Prinzipiell ist jede Zelle befahigt, ein Uber-
angebot an Eisen durch Synthese von Ferritin aufzunehmen. Die Serumferritinkonzentration
spiegelt den Fullungszustand der Gesamtkdrpereisenspeicher korrekt wider.

Ungefahr 70% des Gesamtkorpereisens sind im Hamoglobin der Erythrozyten gebunden.

Am Ende der Lebenszeit werden Erythrozyten durch Makrophagen des Retikuloendothelialen
Systems (RES) phagozytiert. Nach Oxidation des Hb-Eisens und Dissoziation des Met-Hb in
Hamin und Globin, wird das Eisen aus H&min freigesetzt. Es bildet die Hauptquelle fur das

Plasmaeisen und fiir den Eisenbedarf in den Hb-bildenden Zellen.

2.9.2. Dosierung unter Therapie mit rh-EPO

Trotz einer groRen Zahl an klinischen Studien ist die Substitution des Eisens unter rh-Erythro-
poietintherapie ein Problem.

Frihgeborene haben bei Geburt nur geringe Eisenspeicher. Eine suffiziente Erythropoese ist
jedoch nur bei ausreichender Verfligung von Eisen moglich. Unter Erythropoietingabe konnte
man beobachten, dass es zu einem Abfall der Ferritinkonzentration im Serum kommt. ES
wurde Eisen flr die gesteigerte Erythropoese mobilisiert, die Speicher aber nur ungeniigend
wieder aufgefullt (21, 34, 49, 55, 87).

Ziel ist es, sowohl den Eisenmangel als auch eine Uberdosierung zu vermeiden.

Maier et al. unterstreichen die Wichtigkeit einer moglichst hohen Eisensubstitutionsdosis bei
Frihgeborenen (51). Somit wiirde die Erythropoese gesteigert und die Transfusionsbedurftig-
keit gesenkt. Eine zu geringe Eisenzufuhr hingegen kann die Wirksamkeit von rh-EPO ka-
schieren.

Eine Uberdosierung an Eisen kann zu einer Blockade von Carrier-Enzymen fiihren, sowie

oxidativen Strel3 induzieren (52).
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Frihere Studien stellten die Hypothese auf, dass das Vorhandensein von hypochromen
Erythrozyten ein friihes Zeichen eines Eisenmangels darstellt.

Meyer et al. zeigten 1996, dass es sowohl bei oraler Eisengabe von 12 mg/kg/Tag als auch bei
intravendser Gabe von 6 mg/kg/Tag neben einer zu gleichen Malien gesteigerten Erythropoe-
se auch zu einem Anstieg der hypochromen Erythrozyten kam. Der Anstieg unter oraler
Supplementierung war jedoch signifikant hoher als unter intravendser Eisengabe (56).

Eine Studie von Bechensteen et al. zeigte, dass es unter einer Therapie mit
150-300 IE/kg/Woche rh-Erythropoietin und einer oralen Eisenzufuhr von 18-36 mg téaglich
ebenfalls zu einer Zunahme an hypochromen Erythrozyten bei sinkenden Ferritinwerten kam
(4).

Auch Bader et al. kamen in ihrer Untersuchung zu dem Schluss, dass die doppelte Menge an
oral zugefiihrtem Eisen nicht zu einer wesentlichen Steigerung der Erythropoese fuhrt. Hier-
bei wurden den Frihgeborenen entweder 8 oder 16 mg/kg/Tag verabreicht (2).

2.9.3. Verabreichungsform

Aufgrund mdglicher Nebenwirkungen nach intravendser Eisensubstitution verabreichte man
in zahlreichen Studien den Friihgeborenen zunéchst Eisen oral, obwohl die Resorption unsi-
cher ist und dessen hohe Osmolaritat zu intestinalen Problemen flihren kann.

Eine wichtige Rolle bei der Eisenabsorption im Dinndarm und der Eisenmobilisierung in der
Leber spielt die Xanthinoxidase. Sie oxidiert das als Fe?* absorbierte Eisen im Diinndarm zu
Fe**, um die spezifische Bindung an Transferrin und somit den Transport zu den entsprechen-
den Zielzellen zu ermdglichen. Oxidationsmittel bei diesen Reaktionen ist der molekulare
Sauerstoff, der zu H,O, reduziert wird (72). Vento et al. spekulieren, dass dieser Mechanis-
mus flr die auftretenden entziindlichen Nebenwirkungen von hohen Dosen enteral zugefihr-
ten Eisen verantwortlich zu machen ist (97).

Meyer et al. hingegen deklarieren eine intravendse Eisensubstitution als die effizientere Vari-
ante, um diese intestinalen Unsicherheiten und eventuelle abdominelle Nebenwirkungen wie
Ubelkeit, Erbrechen und Durchfall zu umgehen. Es konnte gezeigt werden, dass die intrave-
ndse Eisengabe von 6 mg/kg/Tag sicher und bei Friihgeborenen ohne enterale Nahrungszu-
fuhr und mit geringen Eisenspeichern indiziert ist. Es konnte aber auch gezeigt werden, dass
die Erythropoese nicht von der Art der Supplementierung abhangt (56).
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2.9.4. Nebenwirkungen

Die Unvertraglichkeit oraler Eisengaben beinhaltet Sodbrennen, Ubelkeit, Bldhungen, Ver-
stopfung oder Durchfélle.

Bei der intravendsen Gabe kann es zu Unvertraglichkeitsreaktionen unmittelbar wahrend oder
nach der Gabe kommen. Beschrieben wurden Sofortreaktionen wie Krankheitsgefiihl, Fieber,
akute Lymphadenopathie, Gelenkbeschwerden und urtikarielle Ausschlage.

Wird bei einer Uberdosierung des Eisens die Bindungskapazitit des Plasmatransferrins tiber-
schritten, konnen freie Eisenionen (= Non-Transferrin-Bound-lron) ihre toxische Wirkung
entfalten, indem sie Sauerstoffradikale bilden. Diese sind langfristig in der Lage, eine toxische
Leberschéadigung, eine Kardiomyopathie sowie Diabetes mellitus zu induzieren (25).
Aullerdem konnte gezeigt werde, dass die Fahigkeit von Granulozyten und Monozyten zur
Phagozytose von Bakterien und deren intrazelluldre Abtotung beeintrachtigt werden kann
(74).

Eisentiberladung fiihrt ebenso zu einer vermehrten Oxidation von Lipoproteinen und stellt so

einen Risikofaktor fur die Atherosklerose dar.
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2.10. Oxidantien und Antioxidantien

2.10.1. Toxische Sauerstoffmetabolite

Wenn Immunkomplexe, Zymosan-Komplement-Komplexe oder andere l6sliche oder partiku-
lare Entzindungsreize auf Leukozyten einwirken, antworten diese mit einem spontanen An-
stieg des O,-Verbrauches und des Glucoseumsatzes. Der in die Zelle aufgenommene Sauer-
stoff wird zur Produktion von Superoxidanionen (O»-) verbraucht. Diese Reaktion wird durch
eine membranintegrierte NAD(P)H-Oxidase katalysiert. Das gebildete Anionradikal ist so
instabil, dass es spontan zum gréfiten Teil unter Bildung von H,O, dismutiert. Nachfolgend
entstehen durch spontane Reaktionen oder Katalyse noch andere reduzierte Abkémmlinge des
Sauerstoffs. Die Bildung dieser extrem zytotoxischen Hydroxylradikale wird durch Fe®'-
gesattigtes Lactoferrin stark beschleunigt.
Die Angriffspunkte der reaktiven Sauerstoffmetaboliten sind oxidierbare Molekulstrukturen,
wie beispielsweise Alkohol- und Aldehydgruppen, SH-Gruppen, Aminogruppen und Lipide.
Es ist verstandlich, dass die Sauerstoffmetaboliten, je nach Freisetzungsort, unterschiedliche
Wirkung hervorrufen kénnen. Auf der einen Seite zeigen sie eine entziindungshemmende und
unter Umstdnden lebensrettende Funktion, indem sie durch einen oxidativen Angriff auf Mik-
roorganismen eine effektive Infektionsabwehr ausuben. Andererseits haben die Sauerstoffme-
taboliten aber auch toxische Wirkungen auf korpereigene Gewebe mit schwerwiegenden Fol-
gen:

1. H,0O; fihrt zu einem ATP-Verlust sowie zu Schadigungen der DNA-Struktur.

2. Zerstbrung von Membrantransportsystemen

3. Es kann zu einer tumorausldsenden Wirkung durch Zelltransformation und Aktivie-

rung von Onkogenen kommen.

Man wies nach, dass freie Sauerstoffradikale ebenfalls eine bedeutende Rolle bei der Entste-
hung von periventrikulérer Leukomalazie, Retinopathie, nekrotisierender Enterokolitis und
der bronchopulmonalen Dysplasie spielen. Frihgeborene mit ihrem unreifen antioxidativem

Verteidigungssystem haben ein hohes Risiko, diese Erkrankungen zu entwickeln (52, 94).
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2.10.2. Non-Transferrin-Bound-lron (NTBI)

Eisen ist in der Lage, Elektronen zu binden oder abzugeben. Diese Eigenschaft wird physio-
logischerweise von Cytochromen und sauerstoffbindenen Molekilen genutzt. Im gesunden
Zustand ist freies Eisen nicht nachweisbar.

Ist bei einer Eiseniiberdosierung die Plasma-Transferrin-Bindungskapazitat tberschritten,
entsteht nicht gebundenes, freies Eisen (NTBI). Die toxischen Effekte einer Eisentiberladung
und damit das Vorliegen freier Eisenionen ergeben sich dabei vor allem aus der Bildung von
Sauerstoffradikalen (53) und der damit verbundenen Lipidperoxidation und Enzymdeaktivie-
rungen.

Kommt es im Korper zur Entstehung von Superoxidanionen (Oy"), und treffen diese auf freie
Eisenionen, so entstehen im Sinne der Haber-Weiss-Reaktion starke Oxidationsmittel, wie die
reaktionsfreudigen Hydroxylradikale (OH'). Diese Hydroxylradikale konnen alle Klassen bio-

logischer Makromolekiile attackieren.

Haber-Weiss-Reaktion:

0, +Fe* ___ 0, + Fe?

H,0, + Fe® ——  OH —OH + Fe*

Wie Gutteridge et al. beschrieben haben, ist die Kapazitat von Transferrin und Coeruloplas-
min, freies Plasmaeisen zu binden und somit das Auftreten von Hydroxyl-Radikalen zu ver-
hindern, bei Neugeborenen im Vergleich zu Erwachsenen nur sehr gering. Neonaten weisen
wesentlich niedrigere Konzentrationen dieser Transportproteine auf. AuRerdem kann die nicht
vollstandig ausreichende Bindungsmdglichkeit in strukturellen und funktionellen Unterschie-
den begrindet liegen (33). Schon kurz nach der Geburt konnte bei Friihgeborenen im Ver-
gleich zu reifgeborenen Kindern ein grofierer Anstieg oxidativer Marker bei gleichzeitigem
groRerem Abfall antioxidativer Schutzmechanismen festgestellt werden (78).

Freies Eisen ist jedoch bei Neugeborenen im ersten Lebensmonat haufig zu finden. Schemmel
et al. zeigten in einer Gruppe reifer und unreifer kranker Neugeborenen in 2/3 der Falle toxi-

sches freies Eisen im Blut (82).
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2.10.3. Rolle von Malondialdehyd und Cholesterin

Freies Eisen katalysiert unter anderem die Peroxidation von Lipiden, so dass reaktive Aldehy-
de, wie das Malondialdehyd, entstehen. Eine kovalente Bindung solcher Lipidaldehyde mit
Proteinen kann zu einem zellularen Ungleichgewicht flihren.

Der relevante Marker, um Lipidperoxidation in biologischen Systemen nachzuweisen, ist Ma-
londialdehyd (27).

Cholesterin ist ein schnell zu bestimmendes Lipoid und kommt im gesamten menschlichen
Organismus frei und in Form von Cholesterinestern vor. Es stellt die Vorstufe der Gallensdu-
ren und der Steroidhormone dar und ist ein wesentlicher Bestandteil des Core der Zellmemb-
ran sowie der Myelinscheiden. In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass Cholesterin
eine wichtige Rolle bei der Forderung eisenabhéngiger oxidativer Zerstorung spielt (69). Na-
toli et al. wiesen nach, dass ein direkter Zusammenhang zwischen einer Hypercholesterindmie

und einem erhohten Leukozyten-vermittelten Auftreten von Hydroxyl-Radikalen besteht (58).

2.10.4. Totale antioxidative Kapazitat und Radikalresistenz

Die wichtigsten biologischen Antioxidantien sind Vitamin C, Vitamin E, Harnsdure, Glutathi-
onperoxidase, Katalase, Superoxid-Dismutase, Transferrin und Coeruloplasmin. Auch Biliru-
bin ist ein potenter Antioxidant im Plasma.

Antioxidantien, die die Rate der Neuproduktion von Radikalen verhindern, nennt man préven-
tive Antioxidantien, wie beispielsweise die Superoxiddismutase und Transferrin.
Antioxidantien, die Radikale binden und dadurch die Kettenreaktion der Oxidation reduzie-
ren, nennt man sekundare oder kettenbrechende Antioxidantien, wie beispielsweise Vitamin E
und C.

Die Bedeutung der einzelnen Antioxidantien in Bezug auf die totale antioxidative Kapazitét
ist noch unklar. Nichts desto trotz kooperieren sie miteinander. Die totale antioxidative Kapa-
zitat ist abhéngig von ihrer synergistischen Aktion.

TRAP ist eine Methode, um die totale Kapazitat der kettenbrechenden Antioxidantien nach-
zuweisen (98).

Eine weitere Methode, die antioxidative Kapazitat gegen oxidativen Stress auf zellul&rer Ebe-
ne nachzuweisen, ist die Radikalresistenz. Auf diese Weise kann die Abwehrkapazitat von

Erythrozyten gegen freie Radikale gemessen werden (6).
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2.11. Zinkprotoporphyrin

Der ausreichenden Eisensubstitution kommt besonders wahrend der Erythropoietintherapie
grolle Bedeutung zu. Eine verminderte Eisenverfiigbarkeit bei der Hamsynthese fuhrt ersatz-
weise zu einem vermehrten Einbau von Zink in das Porphyringerist. Dies ist als vermehrtes
Zink-Protoporphyrin in den Erythrozyten messbar.

Zinkprotoporphyrin ist zur Erkennung eines Eisendefizits sowohl bei Normalkollektiv als
auch bei H&modialysepatienten als sensitiver und spezifischer Parameter beschrieben worden
(29). Mit Hilfe des Zinkprotoporphyrins kann eine rasche, zuverlédssige und preiswerte Ein-

schatzung der Endstrecke des Eisenstoffwechsels erfolgen.
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2.12. Fragestellung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Therapie der Friihgeborenenanamie mit rh-Erythropoietin
im UKE untersucht.

Die Friihgeborenen erhielten nach abgeschlossener Intensivbehandlung kontinuierlich
Erythropoietin. Therapiebegleitend wurde Eisen in einer Dosierung substituiert, die der 3 — 4

fachen Menge der normalen Prophylaxedosis entspricht.

Hieraus ergaben sich folgende Fragestellungen:

a) Wie ausgepragt wird die Erythropoese nach Einleitung der Therapie gesteigert?

b) Reicht eine Dosis von 6—8 mg/kg/Tag Eisensubstitution fir die gesteigerte Erythro-
poese aus? Treten Nebenwirkungen unter der Behandlung auf?

c) Kommt es unter der massiven Eisensubstitution zu vermehrtem Auftreten von ,,freiem
Eisen“? Ist eine Steigerung der Eisendosis denkbar?

d) Es gibt Kinder, bei denen es trotz Therapie zu einem Abfall der Hamoglobin-
konzentration unter 8 mg/dl kommt, oder die aufgrund ihrer Klinik eine oder mehrere
Bluttransfusionen benétigen.

Mdgliche Grunde flr dieses Therapieversagen sollen gepriift werden.
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3. Patienten

3.1. Patientenkollektiv

Die Ergebnisse dieser Arbeit beruhen auf der Untersuchung von verschiedenen Laborparame-
tern und Daten von insgesamt 83 Friihgeborenen, die in den Jahren 2/1999 bis

3/2001 in der Kinderklinik des Universitatskrankenhauses Eppendorf aufgenommen wurden.
Untersucht wurden Friihgeborene, die zwischen der 24. und 33. SSW und/oder mit einem
Geburtsgewicht unter 1500 g zur Welt kamen.

Postnatal kamen die Friihgeborenen zundchst auf die Intensivstation. Nach Abschluss der in-
tensivmedizinischen Behandlung und ausreichender Stabilisierung ihres Gesundheitszustan-
des wurden die Kinder bis zu ihrer Entlassung auf die Neugeborenenstation verlegt.

Die Behandlung mit rh-Erythropoietin wurde blicherweise auf der Intensivstation begonnen
und bis zur Entlassung fortgesetzt. Dabei wurde ein Kind nur entlassen, wenn die Hdmoglo-
binkonzentration nach Abfall auf den niedrigsten Wert wieder kontinuierlich anstieg.

Der jeweilige Beobachtungszeitraum der Friihgeborenen betrug zwischen 2 und 14 Wochen.
Er richtete sich nach dem Gesundheitszustand und damit verbundener medizinischer Interven-

tion sowie der Entwicklung der Kinder.

3.1.1. Einschlusskriterien

Um an der Behandlung der Friihgeborenenandmie mit rh-Erythropoietin und der anschlie-
Renden Untersuchung teilnehmen zu kénnen, musste die Intensivbehandlung der Kinder abge-
schlossen sein. Das bedeutet, dass die Frihgeborenen zum Zeitpunkt des Therapiebeginns
keine maschinelle Beatmung mehr bendtigten. Kein Ausschlusskriterium war hingegen die
Verbesserung der alveoldren Ventilation mittels CPAP-Atmung.

Des Weiteren durften die Friihgeborenen zu Beginn der Therapie keiner schweren Infektion
unterliegen. Dies bedeutet, dass sie weder eine klinische Verschlechterung des Allgemeinzu-
standes, noch eine Erh6éhung der Entziindungsparameter im Blut aufweisen durften, die eine
antibiotische Therapie zur Folge gehabt héatten.
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Eine groRe Diagnostik, die haufige Blutentnahmen erfordert, soll zu diesem Zeitpunkt abge-
schlossen sein, um eine Therapie mit EPO nicht durch héaufige diagnostische Blutentnahmen
zu konterkarieren.

Die Umstellung der Erndhrung sollte von parenteral auf oral begonnen haben und von den

Kindern gut vertragen werden.

3.1.2. Patientendaten

Aus den stationdren Krankenakten der Frihgeborenen wurden Grunddaten, wie Geburtsda-
tum, Geburtsgewicht, Geschlecht, VVorliegen einer Infektion mit der Notwendigkeit einer anti-
biotischen Therapie sowie Gewicht zu Beginn der Therapie als auch wdchentlich im Verlauf
entnommen (siehe Tabelle 1).

Patient Geschlecht Schwangerschaftsdauer Geburtsgewicht Alter bei Studienbeginn Infektion
w = weibl.;m = mannl. Wochen Gramm Tage ja=1;nein=0
1 m 32 735 11 0
2 w 27 960 21 0
3 w 32 1260 18 0
4 w 30 1140 13 0
5 w 26 800 30 1
6 m 25 695 58 0
7 w 27 995 29 1
8 w 27 500 23 1
9 m 38 570 81 0
10 w 32 1590 20 0
11 w 30 1290 11 0
12 m 28 850 29 1
13 m 30 1480 13 0
14 m 32 1130 21 0
15 m 29 1075 25 0
16 w 32 1300 20 0
17 w 30 1190 10 0
18 m 29 1175 17 0
19 w 27 990 33 0
20 w 31 1165 20 0
21 w 28 1200 22 0
22 w 32 1415 10 0
23 w 32 1260 11 0
24 w 29 1430 11 0
25 w 32 1320 33 0
26 m 29 1620 8 0
27 m 29 1475 25 0
28 m 31 1705 13 1
29 w 29 1020 33 0
30 m 30 1475 16 0
31 m 32 1500 14 0
32 m 27 905 30 0
33 w 26 775 30 0
34 m 31 1390 32 0
35 m 32 1170 27 0
36 w 29 1290 34 0
37 w 33 995 28 0
38 m 32 1570 15 0
39 m 28 745 59 0
40 m 28 615 70 0
41 w 27 1130 19 0
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Patient Geschlecht Schwangerschaftsdauer Geburtsgewicht Alter bei Studienbeginn Infektion
w = weibl.; m = mannl. Wochen Gramm Tage ja=1; nein=0
42 m 32 1885 39 0
43 m 31 1060 30 0
44 m 33 1425 13 0
45 w 31 1515 7 1
46 w 31 1240 7 0
47 w 37 1330 50 0
48 m 26 720 42 0
49 w 28 1015 18 0
50 m 28 1150 31 1
51 w 25 885 93 1
52 w 32 445 50 0
53 m 30 2300 36 0
54 m 27 950 41 0
55 m 28 1300 10 1
56 w 28 1060 33 1
57 m 33 870 25 0
58 w 25 685 51 1
59 w 27 955 33 1
60 m 28 995 16 1
61 w 28 780 9 1
62 m 28 1200 10 1
63 m 26 890 38 1
64 w 37 1445 12 1
65 m 25 830 48 1
66 m 29 1590 25 0
67 m 31 1065 11 1
68 m 27 1150 6 1
69 w 31 1200 8 0
70 m 27 1235 21 0
71 m 24 700 61 0
72 w 27 830 13 1
73 m 27 715 44 0
74 w 27 1045 7 1
75 m 24 640 94 0
76 w 28 985 34 1
77 m 24 700 37 1
78 m 24 710 56 0
79 w 32 1570 10 0
80 m 28 1305 21 1
81 w 32 630 37 0
82 m 29 575 14 1
83 w 24 615 64 0
Anzahl n=83 n=83 n=83
Mittelwert 29,1 1097,4 28,3
Standardabw. 3,0 345,2 19,3
Median 29 1075 25
Minimum 24 445 6
Maximum 38 2300 94

Tab. 1 enthalt die Daten der 83 mit rh-Erythropoietin behandelten Friilhgeborenen. Die Pati-

enten werden aus datenschutztechnischen Griinden mit Nummern versehen.

Aufgelistet sind fur jeden Patienten das Geschlecht, die Schwangerschaftswoche bei Geburt,

das Geburtsgewicht und das Alter der Kinder zu Beginn der Behandlung. Ebenfalls in der

Tabelle enthalten ist, ob die Kinder im Verlauf der Therapie an einer antibiotikapflichtigen

Infektion litten.
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3.1.3. Dosierung und Darreichungsform von rh-Erythropoietin

Die Behandlung der Friihgeborenenanamie wurde mit Recormon® der Firma Boehringer
Mannheim durchgefihrt.

Die Ampullen wurden bis zu ihrer Verwendung bei 4° C im Kihlschrank aufbewahrt und vor
der Verabreichung mit der Hand aufgewarmt.

Alle Frihgeborenen erhielten 1000 E/kg/Woche Erythropoietin. Verabreicht wurden die Ein-
heiten in drei Einzeldosen. Vereinbart wurde, dass die Gabe jeweils am Montag, Mittwoch
und Freitag um 11.00 Uhr stattfinden sollte.

Solange ein Patient einen intraventsen Zugang besal, wurde das rh-Erythropoietin parenteral
gegeben. AnschlieRend wurde die gleiche Dosis subkutan gespritzt.

3.1.4. Supplementierungen

Wahrend der Behandlung mit rh-Erythropoietin wurden alle Frihgeborenen mit Eisen substi-
tuiert.

Verwendet wurden hierfiir Ferro sanol® Tropfen. Ein Tropfen enthélt 1,5 mg zweiwertiges
Eisen.

Begonnen wurde die Substitution zundchst mit 2 mg/kg/Tag per os.

Bei guter Vertraglichkeit erfolgt eine zweitdgige Steigerung der Dosis auf bis zu
6 mg/kg/Tag.

Bei Kindern, die trotz oben genannter Zieldosis von 6 mg/kg/Tag bei den wochentlichen La-
borkontrollen Serumeisenwerte unter 12 mg/dl zeigten, wurde die Eisendosis auf bis zu
8 mg/kg/Tag gesteigert.

Zusétzlich zur Eisensubstitution erfolgte die Gabe von Vitamin E der Firma Alcura.

Hierbei enthdlt ein Tropfen 12 mg Vitamin E. Zieldosis fir alle Patienten waren 25 mg/Tag.
Somit erhielten die Kinder taglich 2 Tropfen.

Die tagliche Proteinzufuhr lag zwischen 3,1 — 3,5 g/kg/Tag.

Bluttransfusionen sollen nur nach Ricksprache gegeben werden. Bei Notwendigkeit einer

Transfusion wird die Eisengabe flr 14 Tage ausgesetzt.
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4. Material und Methoden

4.1. Blutuntersuchungen

Waéhrend die Friuhgeborenen das rh-Erythropoietin erhielten, wurde nach festem Schema bei
ihnen Blut entnommen.

Die erste fur diese Untersuchung relevante Blutentnahme erfolgt dabei vor der ersten Gabe
des rh-Erythropoietin.

Abgenommen wurde ein Serumréhrchen fur die Bestimmung von CRP, Serumeisen und Bili-
rubin am Hitachi 901 im Zentrallabor der Universitatsklinik Eppendorf (Prof. Wagener).
Ebenfalls ins Zentrallabor geschickt, wurde ein EDTA-R06hrchen, aus dem am MAX-B der
Héamatokrit, die Hamoglobinkonzentration, die Leukozyten- und Thrombozytenzahlen sowie

die Retikulozyten bestimmt wurden.

Auch die Bestimmung von Ferritin aus einem Serumrohrchen wurde mittels eines Elisas (En-

zym Immuno-Ferritin der Firma Boehringer) im Labor von Prof. Wagener durchgefuhrt.

Aullerdem wurde EDTA-Blut fur die Bestimmung der Zinkprotoporphyrin- und Erythropoie-
tin-Konzentration bendtigt. Die Untersuchung des Blutes auf diese Parameter erfolgte im

nephrologischen Labor der Kinderklinik (siehe hierzu 4.2.Bestimmungsmethoden).

Aus Heparinplasma wurde im Stoffwechsellabor der Kinderklinik der pro- und antioxidative
Status bestimmt.

260 pl des heparinisierten Plasmas wurden zur Bestimmung des nicht-transferrin-gebundenen
Eisens mittels Ultrafiltration und Atomabsorptionsspektrometrie in der Abteilung fir medizi-

nische Biochemie im UKE benutzt.

Diese ,,grof3e Blutentnahme* wurde in vierwdchentlichen Abstdnden durchgefiihrt.

Um zwischen diesen Entnahmen eine Kontrolle ber die Entwicklung einer Anamie oder ei-
nen Abfall des Serumeisenspiegels zu haben, wurden wdéchentlich die Parameter Hamoglo-
bin, Hamatokrit, Leukozyten, Thrombozyten, Retikulozyten, Bilirubin, CRP und Serumeisen

untersucht.
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4.2. Bestimmungsmethoden

4.2.1. Probenaufbereitung

4.2.1.1. Material

- Zentrifuge Universal K2S Firma Hettich, Tuttlingen, Deutschland

- Eppendorf-Reaktionsgefalie Firma Eppendorf Vertrieb, Hamburg,
Deutschland

- Schittler, Reax 2000 Firma Heidolph, Kelheim, Deutschland

- Natriumchlorid 0,9% Firma B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Deutschland
- Argon Firma Linde, Hollriegelskreuth,
Deutschland

4.2.1.2. Methode

Wie unter ,,4.1. Blutuntersuchungen beschrieben, wurden vierwdchentlich von jedem Friih-
geborenen je einmal EDTA- und Heparinblut im Stoffwechsellabor bzw. im nephrologischen

Labor der Kinderklinik verarbeitet.

Durchfiihrung: (siehe auch Diagramm 1 und 2)

Beide Réhrchen (EDTA- und Heparinblut) werden zunédchst 5 Minuten bei 3000 U/min
zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation werden 130 ul und 50 pul des EDTA-Blutes in jeweils eine Eppen-
dorfkuvette Gberflhrt. Die Probe mit 130 pl Plasma wird anschliefend mit Argon aufgefiillt
und bis zur Messung der TRAP bei — 80 °C eingefroren. Die zweite Probe fiir den Erythro-
poietin-Elisa wird bei — 20 °C tiefgefroren.

Das Erythrozytensediment des EDTA-R6hrchens wird zur Bestimmung des Zinkprotoporphy-
rin benutzt.

Der Uberstand des Heparinblutes wird in den in Diagramm 2 angegebenen Mengen in 3 Ep-
pendorfkivetten Gberfiihrt und mit Argon aufgefillt. Die Proben fir NTBI und Malondialde-

hyd werden anschlieRend bei — 80 °C, die Probe fiir Cholesterin bei — 20 °C eingefroren.
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Zur Radikalresistenzbestimmung wird das restliche Plasma des Heparinblutes entfernt und die

Erythrozyten mit 1 ml NaCl gewaschen. Bis zur Verarbeitung innerhalb von 24 h wird die
Probe bei 4 °C gekihlt (Diagramm 1 + 2).

7/

FluRdiagramm Probenaufberei-

L

'

130 ul Plasma in
Eppendorf-Klvette pipettieren

50 ul Plasma in
Eppendorf-Kiivette pipettieren

Erythrozytensediment auf
Schuttler vermischen

L

!

Réhrchen mit Argon fillen

bei —20°C tieffrieren

L.

bei —80°C tieffrieren

TRAP

Erythropoietin-Elisa

ZPpP

Diagramm 1: Flussdiagramm der Probenaufbereitung des EDTA-Blutes




Material und Methoden

Freies Eisen

MDA

bei —80°C einfrieren

1

bei —80°C einfrieren

Rohrchen mit Argon fillen

1

1

Réhrchen mit Argon fillen

260 pl Plasma in
Eppendorf-Kiivette pipettieren

1

130 pl Plasma in
Eppendorf-Kivette pipettieren

mind. 15 pl Plasma in
Eppendorf-Kiivette pipettieren

!

Restliches Plasma entfernen

Réhrchen mit Argon fillen

!

!

Erythozyten mit
1 ml NaCl 0,9% waschen

bei —20°C tieffrieren

L

bei +4°C kiihlen
(innerhalb 24 Std. verarbeiten)

Cholesterin

Hamolysetest

Diagramm 2: Flussdiagramm zur Probenaufbereitung des heparinisierten Blutes
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4.2.2. ABAP-Hamolysetest — Mikromethode

4.2.2.1. Material

- Spektrophotometer Eppendorf Geratebau, Netheler + Hinz GmbH
Pye Unicam SP 8-100 Hamburg, Deutschland

- % Mikroeinmalkivetten Firma Sarstedt, Numbrecht, Deutschland

- Zentrifuge

- Wasserbad Firma Gesellschaft fur Labortechnik.m.b.H & Co,

Hannover-Vinnhorst, Deutschland
- Wasserstrahlpumpe Firma Brand, Trier, Deutschland
- Glasreagenzglaser 20 ml handgefertigt

- Kochsalzlésung 0,9%

- Phosphatpuffer PBS (Dulbeco) Biochrom KG, Berlin, Deutschland
ohne Ca, Mg

- destilliertes Wasser (Aqua dest.)  Firma Baxter, Unterschleil3heim,

Deutschland

- Triton X-100 Firma Serva ,Heidelberg, Deutschland

- ABAP, Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz
(2,2-Azobis(2-amidinopropane)-
dihydrochloride)

4.2.2.2. Methode

Prinzip:

Der ABAP-H&molysetest wird durchgefihrt, um die Widerstandskapazitat von Erythrozyten
gegenliber  freien Radikalen zu messen. Man verwendet hierfir  Azobis(2-
amidinopropan)dihydrochlorid (ABAP), einen wasserléslichen, freien Radikalbildner. Gibt
man ABAP zu Erythrozyten hinzu, kommt es im Laufe der Zeit zur kompletten Hamolyse der
Erythrozyten.

Hierfur wird zunachst eine Erythrozytensuspension (0,5%) hergestellt, indem Erythrozyten
mit PBS-Puffer vermischt werden. Anschlieend werden zwei Ansétze A und B vorbereitet ,
indem zu gleichen Teilen Erythrozytensuspension und ABAP vermischt werden. Ein dritter
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Ansatz C dient als Negativ-Kontrolle und enthélt die Erythrozytensuspension und zu gleichen
Teilen PBS-Puffer. Alle drei werden bei 37 °C inkubiert. Nach festgelegten Zeitintervallen
werden geringe Mengen der Reaktionsansatze entnommen. Zu der zu messenden Probe im
Ansatz A und zu der Negativ-Kontrolle wird erneut PBS-Puffer zugefiigt. Zu dem Ansatz B
wird Triton X gegeben. Hierbei handelt es sich um eines der am haufigsten verwendeten
nicht-ionisierenden Detergenzien, um Membranproteine aus Membranproteinkomplexen zu
solubilisieren. Ansatz B dient somit als Wert der totalen Hdmolyse.

Nachdem alle Ansétze zentrifugiert wurden, wird die H&molyse photometrisch bestimmt, in-
dem die Absorption des Uberstandes bei 540 nm gemessen wird. Die prozentuale Hamolyse
wird anschlieBend anhand der photometrischen Ergebnisse berechnet. Tréagt man die prozen-
tuale Hamolyse gegen die Zeit graphisch auf, resultiert ein  sigmoidales Verteilungsmuster.
Die Zeit, in der 50% der Erythrozyten hdmolysiert sind, wird hierbei als Parameter fir die
Widerstandskapazitat von Erythrozyten gegeniber oxidativem Stress genommen (6).

Durchfiihrung: (siehe auch Diagramm 3)

Vor dem Versuch werden eine 74 mM ABAP-L6sung sowie eine 0,1-%ige TRITON X-100
Losung hergestellt.

Hierzu werden fur eine 74 mM ABAP-LGAsung 201 mg ABAP in 10 ml PBS aufgeldst.

Um die TRITON-L6sung herzustellen, wird 1 ml 100%-iges TRITON X mit 9 ml Aqua dest.
zu einer 10-%igen Losung verdinnt. In einem zweiten Schritt wird 1 ml 10-%iges TRITON X
mit 99 ml Aqua dest. zu einer 0,1-%igen Losung verdunnt.

Nach dem Waschen der Erythrozyten aus dem heparinisierten Rohrchen mit mindestens 1 ml
NaCl 0,9% wird die Probe erneut 5 Min. bei 3000 U/min zentrifugiert und der Uberstand mit-
tels einer Wasserstrahlpumpe entfernt.

Um eine 0,5%-ige Erythrozytensuspension herzustellen, werden nun 15 pl des Erythrozyten-
sedimentes mit 2985 ul PBS versetzt und durch leichtes Schiitteln gut gemischt.

Der Reaktionsansatz wird nun in drei rundbodigen Glas-Reagenzgléasern (A,B,C) hergestellt.
Hierzu werden in den Ansétzen A und B jeweils 1200 pl der 0,5-%igen Erythrozytensuspen-
sion mit 1200 pl ABAP (74 mM) zusammengefihrt und durch leichtes Schiitteln gemischt.
Der Ansatz C besteht aus 400 ul der 0,5%-igen Erythrozytensuspension und 400 pl
NaCl/PBS-Gemisch.

Die Reaktionsansatze werden nun in einem 37 °C vorgewarmten Wasserbad unter leichtem

horizontalem Schitteln bei offenen Reagenzgléasern inkubiert.



Material und Methoden 33

Nach 60,90 und 120 Minuten werden aus den Ansatzen A und B nach gutem Durchmischen
durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette 350 pl der Probe direkt in eine, wie unten be-
schrieben, vorbereitete Mikroeinmalkivette pipettiert.

Hierbei wird die Mikroeinmalkivette fir den Ansatz A mit 350 ul NaCl/PBS-Gemisch und
die Mikroeinmalkivette fur den Ansatz B mit 350 pl 0,1-%iger TRITON X-100 gefullt.

Aus dem Ansatz C werden nach 60 sowie 120 min jeweils 350 ul Probe nach gleichem Vor-
gehen entnommen und in eine mit 350 pl NaCl/PBS-Gemisch gefiillte Mikroeinmalkivette
pipettiert.

Die Kiivetten werden anschliefend 5 Min. bei 3000 U/min zentrifugiert.

Bevor die Ansatze photometrisch bei einer Extinktion von 546 nm gemessen werden, wird ein
Nullabgleich mit NaCl/PBS-Gemisch durchgefiihrt.

Nach Beenden aller Messungen wird der Hdmolysewert anhand folgender Formel berechnet:

................ x 100 = Hamolyse in %

E = Extinktion
A = Ansatz A = Probenwert
B = Ansatz B = Wert der totalen Hamolyse

C = Ansatz C = Negativkontrollwert
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@

FluRdiagramm

ABAP-Hamolysetest

Heparinisiertes Blut 5 min
bei 3000 U/min zentrifuaieren

3

Uberstand mit
Wasserstrahloumpe entfernen

3

15pl Erythrozytensediment mit
2985ul PBS-Ldsuna mischen

3

)

Reaktionsansatz A:
1200pl der Ery.-Suspension
mit 1200l ABAP mischen

Reaktionsansatz B:
1200pl der Ery.-Suspension
mit 1200pl ABAP mischen

Reaktionsansatz C:
400p der Ery.-Suspension
mit 400pl NaCL/PBS mischen

)

3

@

Inkubation im Wasserbad bei 37°C

@

3

)

Nach 60/90/120 Min. Entnahme
von 350 pl Reaktionsansatz A

Nach 60/90/120 Min. Entnahme
von 350pl Reaktionsansatz B

Nach 60/120 Min. Entnahme
von 350pl Reaktionsansatz C

3

3

3

Zufligen von
350pl NaCl/PBS-L6sung

Zufligen von
350pl Triton X-100

Zufligen von
350pl NaCl/PBS-L6sung

)

3

@

5 min bei 3000 U/min zentrifugieren

3

Photometrische Messung bei 546 nm

3

Berechnung des Radikalresistenz
der Ervthrozvten (H50-Wert)

Diagramm 3: Flussdiagramm zur Durchfiihrung des ABAP-H&molysetests
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4.2.3. TRAP-Messung

4.2.3.1. Material

- Two-Channel Biological PJ Kipp & Zonen Deutschland GmbH,
Oxygen Monitor YSI 5300 Solingen, Deutschland

- Schittler Typ REAX 2000 Firma Heidolph, Kelheim, Deutschland

- Tischzentrifuge neolLab, Laborspezialprodukte Heidelberg,

Deutschland

- Wasserbad Dr. B. Schlag, Berg.-Gladbach

- Schreiber L 6512 Linseis Messgerate GmbH, Selb
Deutschland

- Spritze Firma SGE GmbH, Darmstadt,

Deutschland
- Linolséure Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland
- ABAP Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz
(2,2"-Azobis(2amidinopropan)-
dihydrochlorid)
- TROLOX Firma Fluka, Fluka BioChemica, Deisenhofen,
(6-Hydroxy-2,5,7,8-tetra-methyl-  Deutschland
chroman-2-carboxylséure)
PBS-Dulbeco w/o Ca** ,Mg?* Biochrom KG, Berlin, Deutschland

4.2.3.2. Methode

Prinzip:

Dieser Test dient der quantitativen Bestimmung der Antioxidantien im Plasma.

ABARP ist ein wasserloslicher thermolabiler freier Radikalbildner. Die freigesetzten Radikale
induzieren die Peroxidation der dem Plasma zugefligten Linols&dure. Gemessen wird der dabei
entstehende Sauerstoffverbrauch mit Hilfe einer Sauerstoffelektrode, die vor dem Versuch

auf 100% Sauerstoff kalibriert wird. Zunachst wird die Peroxidation durch die sich im Plasma
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befindlichen Antioxidantien verhindert (= Induktionsphase). Die Dauer der Induktionsphase
ist ein Index fir die totale Radikalfangerkapazitat des Plasmas.

Nach Verbrauch der Antioxidantien schreitet der Peroxidations-Prozess jedoch unter Sauer-
stoffverbrauch schnell voran (Propagationsphase).

Sind 50% des Sauerstoffs im Reaktionsmedium verbraucht, wird ein wasserldsliches
Vitamin E-Analogon (TROLOX) zugefugt. Dieses wiederum fihrt zu einer zweiten Indukti-

onsphase.

Durchfiihrung: (siehe auch Diagramm 4)

Vor dem Versuch wird 387 mM ABAP hergestellt, indem 0,525 g ABAP in 5 ml PBS aufge-
l6st und bei —20°C eingefroren wird.

Des Weiteren werden 10 mg TROLOX in 100 ml PBS angesetzt. Diese 0,4 mM TROLOX-
Losung wird ebenfalls bei — 20°C tiefgefroren.

Zu Beginn werden mit Magnetriihrern versehene Glaskivetten in ein YSI-Wasserbad einge-
setzt und mit Gummiringen fest zum Wasserbad hin verschlossen.

Das Wasserbad wird auf eine konstante Temperatur von 37 °C erwarmt.

In die Glaskiivetten werden je 3 ml PBS-L6sung geflllt und darauf geachtet, dass sich keine
Luftblasen unter dem Magneten befinden.

Nach Einsetzen der Elektroden in die Glaskivetten und Einschalten des Magnetriihrers, wird
eine konstante O,-Konzentration abgewartet und anschlieRend ein Elektrodentest (mindestens
1x pro Messtag) durchgefihrt.

Elektrodentest:
a) Gerét auf ,,Air* schalten und auf 90% O,-Konzentration einstellen
b) Gerdt auf , Test* umschalten und kontrollieren, ob der Wert in 2-3 min eine
0O,-Konzentration von 87% Ubersteigt.

Bleibt der Wert unter 87%, muss die Elektrode neu bezogen werden.

Bevor der Schreiber eingeschaltet wird, muss das Messgerét in ,, Test“-Position auf 100% ge-
bracht werden.
Nun werden 5,2 ul Linolsaure und 130 ul Probe in einem Eppendorf-Hitchen 40 Sec auf ei-

nem Schuttler gemischt, bis ein milchig triibes Gemisch entsteht.
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Fur kurze Zeit wird der Magnetriihrer ausgeschaltet und die Elektroden aus den Kuvetten ge-
zogen.

Pro Probe werden zwei Glaskivetten mit jeweils 50 pl Probe-Linolséure-Losung beschickt
und die Pipettenspitze durch Ansaugen gespult.

AnschlieBend werden die Elektroden wieder eingesetzt und die Elektroden erneut auf 100%
nachjustiert.

Nach Anbringen eines Lichtschutzes werden den Reaktionszellen je 30 pl der ABAP-L6sung
zugeflgt.

Bei einer O,-Konzentration von 50% werden in die Reaktionszellen je 25 pl der 0,4 mM
TROLOX-Ldsung mittels einer Spritze zugefugt.

Bei einer Sauerstoffkonzentration von 0% ist der Versuch beendet.

Ausgewertet wird die Messung durch eine graphische Bestimmung der Induktionszeiten
T (prasmay UNd T(troLox) UNd anschlieBender Berechung der TRAP anhand folgender Formel:

TRAP(umol/l) = 412,16 p mol/l X Teiasma / TTroLOX
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FluRdiagramm
Bestimmung der TRAP

Glaskiivetten mit Magnetriihrer
in 37°YSI-Wasserbad einsetzen

:

Fallen der Glaskiivetten
mit ie 3 ml PBS-Ldsuna

:

Einsetzen der Elektroden
und Elektrodentest

:

5,2 pl Linolséure in 130 pl Probe
nipettieren und 40 Sec. wirbeln

:

Je 50 pl des Gemisches in die
Reaktionszellen pinettieren

:

Bei konstanter O,-Konzentration
(1009%) 30 11l ARAP 7ufiinen

:

Bei ungehemmter Peroxidation
(0-=509) 25 ul TROI OX 7ufiinen

:

Versuchsende bei
Sauerstoffkonzentration von 0%

:

Graphische Bestimmung der
Induktionszeiten T(Plasma) und T(Trolox)

:

Berechnung der TRAP

Diagramm 4: Flussdiagramm zur Bestimmung der TRAP
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4.2.4. Bestimmung von Malondialdehyd

4.2.4.1. Material

- HPLC-Pumpe

- Fluoreszenzdetektor RF 10A XL

- Eppendorf-Zentrifuge

- Standschuttler

- 1,1,3,3-tetraethoxypropane
(TEP; MG 220,3 g)

- Methanol Lichrosolv Merck

- Essigsaure p.a. 100% Eisessig
- HPLC-Wasser

- Natriumacetat wasserfrei suprapur

- Diethylenetriamine-
pentaacetic acid DTPA
- 2-Thiobarbitursaure Aldrich

- 2,6-di-tert-butyl-p-cresol BHT
- Ethanol Lichrosolv-Qualitéat

- 1-Butanol Lichrosolv-Qualitéat

- Acetonitril Lichrosolv-Qualitat

4.2.4.2.Methode

Prinzip:

Firma Bischoff GmbH, Leonberg, Deutschland
Firma Shimadzu, Duisburg, Deutschland
Firma Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Firma Heidolph, Kelheim, Deutschland

Firma Fluka

Firma Merck, Darmstadt,
Deutschland

Firma Merck

Firma Mallinckrodt Baker B.V.,
Deventer, Holland

Firma Merck

Firma Fluka

Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
89555 Steinheim, Deutschland

Firma Fluka

Firma Merck

Firma Merck

Firma Merck

Malondialdehyd gilt als Marker der Lipidperoxidation, dass hei3t der Oxidation von mehrfach

ungesattigten Fettsauren.

Aus diesem Grunde wurden verschiedene Test entwickelt, um die Malondialdehyd-

Konzentration im Plasma zu bestimmen.
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Der sensitivste und spezifischste Nachweis gelingt anhand des Thiobarbitursdure-Tests mit
HPLC- und Fluoreszenzdetektion.

Das im Plasma vorhandene Malondialdehyd wird unter Hitzeeinwirkung bei einem pH-Wert
von 3,5 mit Thiobarbiturat gekoppelt. Anschliefend wird dieser Komplex in Butanol extra-
hiert.

Der Extrakt wird nun tber die HPLC aufgetrennt und mittels eines Fluoreszenzdetektors bei
einer Extinktion von 515 nm und einer Emission von 553 nm gemessen.

Da samtliche Glasgerate leicht durch Spulmittelreste mit Aldehyden kontaminiert sein kénn-
ten, wird ausschlieBlich mit Einwegplastikmaterial gearbeitet.

Durchfihrung: (siehe auch Diagramm 5)

Pufferherstellung:

In ein graduirtes 50 ml Nunc Rohrchen werden zundchst 45 ml HPLC-Wasser und dann
5 ml Eisessig gegeben. AnschlieBend werden 427 mg Natriumacetat und 20 mg DTPA zuge-
flgt.

Zu dieser Pufferlosung gibt man nun 100 mg Thiobarbitursédure und lasst den Puffer auf dem
Roller mischen.

Herstellung der Standardreihe:

1,23 ml TEP werden mit 98,7 ml Methanol in einer 100 ml Glasflasche gemischt und diese
mit einem grauen Stopfen verkapselt. Hierbei handelt es sich um die Stammstandardlsung,
die bei —20°C bis zu 8 Wochen aufbewahrt werden kann.

Aus der Stammldsung wird nun durch Verdinnung mit Wasser eine Standardreihe von acht

Losungen hergestellt.

Ldsung 1: 514,0 umol/l TEP/Methanol 1:100
Ldsung 2: 51,4 umol/l TEP/Methanol 1: 10
Ldsung 3: 5,14 umol/l TEP/Methanol 1: 10
Ldsung 4: 2,57 umol/l TEP/Methanol 1: 1
Losung 5: 1,29 umol/l TEP/Methanol 1. 1
Losung 6: 0,64 umol/l TEP/Methanol 1. 1
Losung 7: 0,32 umol/l TEP/Methanol 1. 1
Losung 8: 0,16 umol/l TEP/Methanol 1. 1
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Der Eichbereich wird jeweils den zu messenden Proben angepasst.

Herstellung der BHT-LOsung:
500 mg BHT werden in einem Plastikspitzrohrchen in 5 ml Ethanol aufgeldst (10%-ige Lo-

sung).

Weiteres Vorgehen:

In EppendorfgefalRen werden je 10 pl des zu messenden Plasmas, ein Blindwert (Wasser) und
die Standardreihe vorgelegt.

Mit der Multipette gibt man zu allen Proben 200 pl des Puffers und 10 pl BHT-L6sung.

Die Proben werden verschlossen, kurz maschinell durchmischt und fur 45 Min. bei 95°C im
Eppendorfthermostat inkubiert. Anschlieend werden die Proben entnommen, abgekdihlt und
kurz zentrifugiert.

Nun werden zu den Proben je 200 pl n-Butanol gegeben.

Erneut werden die Proben verschlossen und fur ca. 15 Sec. maschinell durchmischt.

Nachdem die Ansatze fiir 5 Min. bei 3000 U/min zentrifugiert wurden, kann der Butanoliiber-

stand abpipettiert und bei —20°C aufbewahrt werden.

Die Messung der Malondialdehyd-Konzentration mit Hilfe der HPLC-Pumpe mit Fluores-
zenzdetektion wird gestartet, indem die Férderungsgeschwindigkeit auf 1,5 ml/min eingestellt
und je 30 ul der Butanolphase injiziert werden.

Der Peak fur den Malondialdehyd-TBA-Komplex erscheint nach einer Retentionszeit von

ungefahr einer Minute.

Berechnung:
Die Malondialdehyd-Konzentration in den Plasmaproben wird mit Hilfe der Standardreihe
berechnet.

Gesunde Erwachsene haben Konzentrationen von etwa 0,5 pmol/l im Plasma.
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Pufferherstellung.:

Standardreihenherstellung -

BHT-L6sungsherstellung:

Pipettieren von 45 ml HPLC-
Wasser und 5ml Eisessig
in 50 mI NUNC Réhrchen

Vermischen von 1,23 ml TEP
mit 98,7 ml Methanol
= Stamml@sung

.

.

Zufligen von 427 mg Natrium-
acatat und 20 mg DTPA

50 pl Stammldsung mit 4950 pl
Wasser verdiinnen
(Konz.:0,514 mmol/l)

.

=

Hinzufiigen von 100 mg
Thiobarbitursaure und
anschlieBendes Mischen

Weitere Verdiinnung auf Konz.
von:51,4/514/257/1,29/
0,64/0,32/0,16 pmol/l

Auflésen von 500 mg BHT
in 5 ml Ethanol

)

=

Vorlegen von je 10 pl Probe,
Standardreihe und eines Blindwertes

=

Hinzufiigen von 200 pl Puffer

=

Pipettieren von 10 pl BHT-L6sung

=

Vortexen der Proben und Inkubation
hei 95°C. fiir 45 Min.

=

Nach kurzer Zentrifugation Zufligen
von ie 200 ul n-Butanol

=

Jede Probe 60 Sec.vortexen und
5 min Zentrifuaation bei 3000 U/min

=

Abpipettieren von 120 pl Butanol-
{iberstand und bei -20°C kiihlen

=

L 4

HPLC-Pumpe mit 1,5 ml/min einstellen und je 30 pl der Butanolphase injizieren.
Berechnuna der Malondialdehvd-Konz. anhand der Standardreihe

Diagramm 5: Flussdiagramm zur Bestimmung der Malondialdehydkonzentration im Plasma
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4.2.5. Enzymatische Cholesterinbestimmung

4.25.1. Material

- Photometer Eppendorf Firma Eppendorf Geratebau,
Netheler + Hinz GmbH Hamburg, Deutschland
- PIPES-Puffer Firma Roche, Deutschland
- Kalibratoren Firma Roche
- NaCl 0,9% Firma B. Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland

4.2.5.2. Methode

Prinzip:

Die Cholesterinkonzentration wird mit Hilfe eines enzymatischen in vitro Tests zur quantita-
tiven Bestimmung in Humanplasma bestimmt.

Die Cholesterinester im Plasma werden unter Einwirkung der Cholesterinesterase in freies

Cholesterin und Fettséduren gespalten.

Cholesterinester + H,Q _Cholesterinesterase - ~hajesterin + RCOOH

Das Cholesterin wird von Sauerstoff unter Mitwirkung von Cholesterinoxidase zu

A’-Cholestenon und Wasserstoffperoxid umgesetzt.

Cholesterin + O, -Cholesterinoxidase, A4 cholestenon + H,0,

Das entstandene Wasserstoffperoxid bildet mit 4-Aminophenazon und Phenol unter katalyti-
scher Wirkung der Peroxidase einen roten Farbstoff, dessen Farbintensitat der Cholesterin-

konzentration direkt proportional ist und photometrisch gemessen werden kann.
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2 H,0, + 4-Aminophenazon + Phenol P4 | 4_(p-Benzochinon-monoimino)-phenazon +

4 H,0

Durchfiihrung: (siehe auch Diagramm 6)

Je 10 pl Probe wird zu 1 ml gebrauchsfertigen PIPES-Puffer pipettiert und so 10 Min. inku-
biert.

AnschlieBend erfolgt die photometrische Messung am Eppendorf-Photometer bei einer Ex-

tinktion von 546 nm.

FluRdiagramm
Cholesterin-Bestimmung

1 ml gebrauchsfertigen
PIPES-Puffer

!

10 pl Heparin-Plasma
zufligen

!

10 min Inkubation
bei Raumtemperatur

!

Photometrische Messung
bei 546 nm

Diagramm 6: Flussdiagramm zur Cholesterinbestimmung
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4.2.6. Photometrische Messung der Zinkprotoporphyrinkonzentration im Plasma

4.2.6.1. Material

- Héamatofluorometer Firma AVIV Biomedical, Wiesbhaden,
Deutschland

- Glasplattchen Firma AVIV
- Eichproben Firma AVIV
- Zentrifuge Firma Hettich, Tuttlingen, Deutschland

- Eppendorf-Reaktionsgefalie
- NaCl 0,9% B. Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland

4.2.6.2. Methode

Prinzip:

Die Methode, Zinkprotoporphyrin mithilfe eines Hdmatofluorometers zu bestimmen, ist eine
schnelle, einfache und weit verbreitete Methode. Hierbei wird das Verhéltnis der Menge von
Zinkprotoporphyrin-Fluorenszenz und der Menge von absorbiertem Licht durch oxygeniertes
H&moglobin bestimmt. Hierzu wird die Oberflache eines mit Blut beschichteten Schiebeglas
mit Licht der Wellenlange 415 nm beleuchtet und die Fluoreszenzemission dann bei 596 nm

gemessen.

Durchfiihrung: (siehe Diagramm 7)

Erythrozytensediment aus EDTA-Blut wird auf einem Schittler vorsichtig gemischt. An-
schlieBend werden ca. 100 pl des Sedimentes entnommen und in eine mit 1200 pl isotoner
NaCl-Losung gefillte Eppendorf-Kivette pipettiert.

Nach erneutem Mischen durch leichtes Schitteln erfolgt eine Zentrifugation fiir 5 Min. bei
5000 U/min. AnschlieRend wird der Uberstand mit Hilfe einer Pipette entfernt, das Sediment
erneut gut gemischt und 50 pl der Erythrozyten zum Messen auf ein Glasplattchen luftblasen-
frei pipettiert.

Die Ergebnisse sind gemittelte Werte zweier Proben.
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Zinkprotoporphyrinkonzentrationen <40 umol/mol Ham schlieBen sowohl bei Erwachsenen
als auch bei Kindern einen Eisenmangel aus. Konzentrationen > 80 mmol Zinkprotoporphy-

rin/mol H&m beweisen, dass ein Eisenmangel oder eine Eisenverwertungsstérung vorliegt.

FluRdiagramm
Zinkprotoporphyrinbestimmung

Erythrozytensediment aus
EDTA-Blut
auf Schttler vermischen

!

Eppendorf-Kivette mit
1200 pl NaCl 0,9% fullen

(—

100 pl Erythrozyten-
Sediment zufiigen
und vermischen

(—

5 Min bei 5000 U/min
zentrifugieren

(—

Uberstand verwerfen

(—

50 ul Erythrozyten
luftblasenfrei auf
Glasplattchen pipettieren

(—

Proben und Kontrollen
photometrisch messen

Diagramm 7: Flussdiagramm zur Bestimmung des Zinkprotoporphyrins
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4.4. Datenverarbeitung und Statistik

Das Erstellen der Tabellen, Diagramme und statistischen Berechnungen wurden mit den Pro-

grammen Microsoft Excel, Sigma Plot und Sigma Stat durchgefhrt.

Die jeweiligen Verldaufe einzelner Laborparameter Uber die Therapiewochen wurden mit Hilfe
von Sigma Plot als Box plots dargestellt. Hierbei enthélt eine Box die Daten innerhalb der
25er und der 75er Perzentile. Die Linie in der Box markiert den Wert der 50er Perzentile. Die
waagerechten Striche auBRerhalb der Box zeigen die 10er und 90er Perzentile an.

Mit dem Programm Sigma Stat erfolgte die statistische Auswertung mit dem Wilcoxon
Signed Rank Test, dem Mann-Whithney-Rank-Sum-Test, dem Fisher’s exacter test sowie der
Spearman-Korrelation. Eine logistische Regression wurde anhand des Statistikprogramms
SPSS durchgefiihrt.

Wahrend der Wilcoxon Signed Rank Test Unterschiede im Verlauf eines Parameters inner-
halb einer Gruppe anzeigt, prift der Mann-Whithney-Rank-Sum-Test hingegen den Unter-
schied eines Parameters zum gleichen Zeitpunkt der Therapie zwischen Gruppen.

Als signifikanter Unterschied gilt p < 0,05.

Der Fisher’s exakter Test wird anstelle des Vierfelder-Tests durchgefiihrt, da kleine Rand-
summen verwendet wurden. Man untersucht die Unabhangigkeit von zwei Alternativmerk-
malen.

Der Korrelationskoeffizient nach Spearman ist ein MaR fur die Stirke eines monotonen Zu-
sammenhanges. Ein positives Vorzeichen symbolisiert einen gleichsinnigen Zusammenhang,
ein negatives VVorzeichen einen gegensinnigen.

Eine Regressionsanalyse ist ein flexibles Verfahren, das haufig fur Ursachen - und Wirkungs-
analysen angewandt wird. Ihre Aufgabe besteht darin, die Art eines Zusammenhanges zwi-

schen Merkmalen optimal zu beschreiben.
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5. Ergebnisse

5.1. Ansprechen auf rh-Erythropoietin

5.1.1. Definition vom Therapieerfolg — bzw. Versagen

70-80% der Friihgeborenen mit einem Geburtsgewicht unter 1000 g erhalten Erythrozyten-
konzentrate (86).

Durch die Behandlung mit rh-Erythropoietin wird die Erythropoese stimuliert und somit bei
vielen Patienten der Bedarf an Transfusionen vermindert.

25 der insgesamt 83 Friihgeborenen bendtigten auch unter hohen Dosierungen von
rh-Erythropoietin Erythrozytenkonzentrate oder fielen mit der H&moglobinkonzentration im
Blut unter 8 g/dl.

Die Notwendigkeit der Durchfuhrung einer Bluttransfusion und/oder ein Absinken der
Hamoglobinkonzentration unter 8 g/dl unter Erythropoietin-Therapie wurden als Therapie-
versagen definiert. Im Folgenden werden alle Parameter auf mégliche Unterschiede zwischen

den definierten Therapieversagern und den Nichttherapieversagern untersucht.

5.1.2. Vergleich demographischer Daten

Nach einer Einteilung aller 83 Friihgeborenen in Therapieversager und Nichttherapieversager
stellte sich heraus, dass es Unterschiede beider Gruppen sowohl in Bezug auf das Geburtsge-
wicht als auch auf das Ausgangsgewicht zu Beginn der Therapie gibt.

Signifikant sind die Unterschiede des Geburtsgewichts mit einem Median von 890 g bei den
Therapieversagern und 1182,5 g bei den Nichttherapieversagern (p= 0,003).

Es zeigte sich ebenfalls eine Signifikanz bei den Ausgangsgewichten mit einem Median von
1105 g bei den Therapieversagern und 1335 g bei den Nichttherapieversagern (p <0,001).

Keinen Unterschied gab es bei der Schwangerschaftsdauer.
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5.1.3. Hb-Verlauf

Betrachtet man zundchst den Verlauf der Hb-Konzentrationen aller 83 Frihgeborenen wah-
rend der Epo-Therapie in Bezug auf den Ausgangswert, kommt es bis zur 2. Woche zu einem
signifikanten Abfall (p=0,030) und zeigt im weiteren Verlauf keine nennenswerten Unter-
schiede zur Ausgangssituation.

Betrachtet man den Hb-Verlauf im Einzelnen, zeigt sich zundchst zwischen den Wochen 1
und 2 ein signifikanter Abfall der Konzentration (p=0,015), um anschlielend zwischen den
Wochen 2 bis 3 signifikant anzusteigen (p=0,026). Nach der ersten Woche erhélt man im
Schnitt eine Hb-Konzentration von 11,6 g/dl, nach zwei Wochen von 11,2 g/dl und nach drei
Wochen von 11,8 g/dl.

Im weiteren Verlauf zwischen der Therapiewoche 3 und 4 zeigt sich ein erneuter signifikanter
Hb-Abfall (p=0,028). Die Hb-Konzentration fallt hierbei von 11,8 g/dl auf 11,4 g/dl (Median)
(Abb. 1).

16

14

12 A

Hamoglobin (g/dl)

10 4

T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Wochen nach Studienbeginn

Abb. 1: Hb-Verlauf aller Frihgeborenen
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Im Vergleich beider Gruppen zu Beginn der Therapie fallt eine signifikant hohere Hb-
Konzentration der NTV (Median 12,2 g/dl) gegenlber der der TV (Median 10,1 g/dl) auf
(p<0,001). Die NTV starten somit unter wesentlich besseren Bedingungen (siehe Kap.5.1.4.).
Auch nach 6 und 7 Therapiewochen liegen die NTV mit ihren Hb-Konzentrationen deutlich
uber denen der TV (p=0,005 und p=0,004) (Abb.2).

16 4

14 +

|

10

Héamoglobin (g/dl)

41| CNTV

2413 1V

O T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Wochen nach Studienbeginn

Abb.2: Hb-Konz. im Vergleich NTV und TV

Im Vergleich der Gruppen TV und NTV zeigt sich bei den TV in der ersten Therapiewoche
ein signifikanter Hb-Anstieg von 10,1 g/dl auf 11,8 g/dl (p=0,021), wahrend es bei den NTV
zundchst zu einem signifikanten Abfall von 12,2 g/dl auf 11,6 g/dl kommt (p<0,001). Wie zu
einem spateren Zeitpunkt noch gezeigt wird (Kap. 5.6.), erhalten 19 der 25 TV innerhalb der
ersten beiden Therapiewochen Erythrozytenkonzentrate.

Ein erneuter signifikanter Abfall der Hb-Konzentration der TV findet sich zwischen den Wo-
chen 3 und 4 (p=0,013) (Abb. 2).
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5.1.4. Hb bei Therapiebeginn und bei Entlassung

Die Abb. 3 zeigt die Hb-Konzentration im Vergleich der NTV und TV bei Therapiebeginn
und bei Entlassung.
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Hamoglobin (g/dl)
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Beginn Entlassung
der Therapie

Abb.3: Hb-Konz. im Vergleich NTV/TV bei Therapiebeginn und bei Entlassung

Die Hamoglobinkonzentrationen vom Therapiebeginn bis zur Entlassung haben sich in beiden
Gruppen nicht signifikant verandert.

Der Vergleich der Gruppen untereinander zeigt jedoch deutlich héhere Ausgangswerte bei
den NTV (p<0,001). Auch die Hb-Konzentration bei Entlassung liegt deutlich tber der der
TV (p=0,040).

Die nachfolgende Tabelle 2 zeigt die Hb-Werte beider Gruppen bei Beginn und bei Entlas-

sung.
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Nichttherapieversager Therapieversager
Beginn! Entlassung Diff.Hb Beginn! Entlassung Diff. Hb
Beginn/Entl. Beginn/Entl.
15,2 12,8 -2,4 9.4 12,0 2,6
10,4/ 10,5 0,1 9,7 10,3 0,6
14,1 13,6 -0,5 11,5 111 -0,4
9,8 11,0 1,2 9,4 13,5 4,1
9.4 13,2 3.8 10,2 13,9 37
9,9 13,2 3,3 8,2 9,9 17
14,2 12,0 2.2 9,1 7,2 -1,9
12,8 13,0 0,2 13,5 11,0 -2,5
13,4 14,1 0,7 13,2 11,8 -1,4
10,9 9.3 -1,6 8,7 8,1 -0,6
14,2 12,7 -1,5 10,1 13,3 3.2
13,5 11,9 -1,6 11,3 9,7 -1,6
12,4 11,6 0,8 84 9,9 15
13,2 13,1 -0,1 12,9 8,5 -4,4
12,5 12,3 -0,2 13,9 12,5 -14
10,4/ 10,3 -0,1 10,3 11,9 1,6
11,7 10,8 -0,9 11,9 9,0 -2,9
10,1 9,0 -1,1 9,0 9,1 0,1
11,0 12,0 1,0 10,6 8.8 -1,8
11,1 11,6 0,5 11,7 9.4 -2,3
10,3 12,6 2,3 9,6 11,6 2,0
16,3 14,7 -1,6 9,9 12,9 3,0
16,1 13,9 -2,2 11,4 13,9 2,5
15,0 12,7 -2,3 9,2 11,7 2,5
12,1 12,5 0.4 7.7 10,7 3,0
13,8 12,8 -1,0
11,9 10,7 -1,2
10,9 12,3 1,4
10,9 9,7 -1,2
12,0 10,3 -1,7
12,2 14,4 2,2
16,6 11,3 -5,3
10,2 13,2 3,0
9.4 10,8 14
10,7 9,8 -0,9
12,6 12,3 -0,3
13,1 10,2 -2,9
11,2 11,7 0,5
12,7 13,2 0,5
9,6 15,3 57
15,6 11,8 -3,8
11,9 10,7 -1,2
10,6 8.8 -1,8
9,6 104 0,8
14,2 10,8 -3,4
16,8 9,0 -7,8
16,2 8,7 -7,5
9,8 8,0 -1,8
10,2 11,7 15
14,0 9,1 -4,9
15,0 12,8 -2,2
10,6 13,3 2,7
9,9 10,4 0,5
13,9 15,6 1,7
12,4 16,5 4,1
13,9 13,5 -04
12,2 11,5 -0,7
14,4 14,4 0
Mittelwert: 12,4 11,9 -0,482] 10,4 10,9 0,436
Stabw.: 2,1 19 2,5 17 19 2,4
Median: 12,2 12,0 -0,35) 10,1 11,0 0,6
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5.1.5. Hb-Verlauf im Vergleich mit friiherer EPO-Studie

In einer vorangegangenen Studie von F. Kowalzik in der Kinderklinik des Universitatskran-
kenhauses Eppendorf unter der Leitung von Professor Hellwege wurde der Erfolg einer Pro-
phylaxe der Friihgeborenenanamie mittels Vitamin B12 und Folsdure untersucht (42). Insge-
samt wurden 75 Fruhgeborene in die Studie aufgenommen und die Entwicklung ihres Hamo-
globinwertes dargestellt. Die Kinder jener Studie erhielten kein Erythropoietin. Eisen wurde
in Form der normalen Prophylaxe mit 2 mg/kg/Tag gegeben.

Studienbedingungen waren:

1. Es werden nur Friihgeborene < 34 SSW aufgenommen.

2. Das Geburtsgewicht muss unter 2500 g liegen.

3. Die Hamoglobinkonzentration sollte zu einem Zeitpunkt des stationaren Aufenthaltes

< 9 g/dI betragen.

Die Tabelle 3 zeigt die Entwicklung der Hb-Verldufe ohne und mit Substitution von Vitamin

B12 und Folsaure.

Keine Substitution B12-Fol-Substitution
g/dl n=42 n =33
Mittelwert Stabw. Mittelwert Stabw.
Hb Geburt 15,62 2,65 16,68 2,04
Hb Verleg. 12,76 2,55 11,85 2,14
Hb Entl. 8,76 1,05 8,36 0,9

Tab 3. Hb-Verlauf mit und ohne Substitution

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen deutlich einen starken Abfall der Hb-Konzentration
von der Geburt bis zur Entlassung. Dies betrifft sowohl die Gruppe, die keine, als auch die
Gruppe, die eine Substitution mit Vitamin B12 und Folsdure erhalten hat.

Vergleicht man die Mittelwerte der Hb-Konzentration der Kinder der Studie von F. Ko-
walzik bei Entlassung (Mittelwert ohne Substitution: 8,76 g/dl und Mittelwert unter Sub-
stitution: 8,36 g/dl) mit dem Mittelwert der Hb-Konzentration der Kinder dieser Studie bei
Entlassung (Mittelwert NTV: 11,9 g/dl und TV: 10,9 g/dl), so zeigt sich ein deutlicher Un-

terschied.
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5.1.6. Retikulozyten

Die wochentlich bestimmten Retikulozyten zeigen nach niedrigen Ausgangswerten um

2,35 % bereits nach einer Therapiewoche mit rh-Epo bei allen 83 Kindern einen signifikanten
Anstieg auf 5,93 % (p<0,001). Zwischen den Wochen 2 und 3 kommt es anschlieRend wieder
zu einem signifikanten Abfall von 6,5 % auf 6,3 % (p=0,044), wobei die Retikulozyten wei-
terhin deutlich ber dem Ausgangswert liegen.

Bezogen auf den Ausgangswert steigen die Retikulozyten unter EPO-Therapie bis zur achten
Woche sowohl bei allen Friihgeborenen als auch in den Untergruppen der TV und NTV signi-
fikant an (p<0,001).
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Abb.4. Retikulozytenzahlen aller 83 Fgb.
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Abb.5 Retikulozytenzahlen im Vergleich NTV/TV
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Betrachtet man die beiden Gruppen der NTV und TV getrennt, zeigt sich im Verlauf der
Therapieversager kein statistisch signifikanter Retikulozytenanstieg. Bei den NTV kommt es
jedoch innerhalb der ersten Woche zu einem deutlichen Anstieg (p<0,001), der zwischen den
Wochen 2 und 3 wieder signifikant rickldufig ist (p= 0,005). Auch zwischen den Wochen 5
und 6 kommt es zu einem weiteren signifikanten Abfall der Retikulozyten (p=0,044).

Der direkte Vergleich beider Gruppen zeigt in den ersten drei Wochen signifikante Unter-
schiede. Die NTV haben einen deutlicheren Anstieg der Retikulozyten zu verzeichnen (Wo-
che 1: p=0,015; Woche 2: p=0,027; Woche 3: p= 0,029).

Obwohl die Retikulozyten bei den TV nicht signifikant anzusteigen scheinen, kommt es zu
einem signifikanten Hdmoglobinanstieg in der ersten Therapiewoche.

Die NTV zeigen in der ersten Woche einen signifikanten Retikulozytenanstieg bei zunédchst
noch abfallender Hb-Konzentration. Bei ungeféhr gleich bleibendem Hb-Wert fallen die Reti-

kulozyten in dieser Gruppe in den Wochen zwei und drei sowie funf und sechs ab.

Nicht-Therapieversager Therapieversager
Hamoglobin Hamoglobin

ohne Therapieversager (Therapieversager)

fgasssit"

Hamoglobin (g/dl)

Hamoglobin (g/dl)
[ B |
T
HTTH
1
T
—{TH
T
—H—TH
HTH
HTTH
T
|
I —
[
| —]

Wochen nach erstem Labor

Retikulozyten
ohne Therapieversager,)
( pieversager) Retikulozyten
( Therapieversager )

Retikulozyten (%)

Retikulozyten (%)

i, Ll

Wochen nach erstem Labor Wochen nach erstem Labor

g é% %QQ%QQTHE_

Abb 6. Retikulozyten- und Hdmoglobinverlauf im Vergleich NTV/TV
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5.1.7. Erythropoietinspiegel im Blut

Insgesamt l&sst sich nach Beginn der rh-Erythropoietintherapie bei allen Frihgeborenen ein
deutlicher Anstieg des Erythropoietinspiegels im Blut von im Median 6,5 mU/ml vor Beginn
der Therapie auf 16,3 mU/ml vier Wochen spater erkennen (p<0,001).

Im weiteren Verlauf lassen sich keine Veranderungen mehr feststellen.

Betrachtet man die Gruppen getrennt voneinander, ergibt sich bei beiden der gleiche Verlauf.
Innerhalb der ersten vier Wochen zeigen sowohl die NTV (p<0,001) als auch die TV
(p=0,001) einen signifikanten Anstieg ihrer Erythropoietinspiegel im Blut.

Beziiglich des Anstiegs gibt es keine Unterschiede zwischen beiden Gruppen.

5.1.8. Vertraglichkeit des rh-Epo

Unter der Therapie mit rh-Erythropoietin konnten keine nennenswerten Nebenwirkungen
beobachtet werden. Sowohl die intravendse Gabe als auch die subkutane Applikation des Me-

dikamentes wurde gut vertragen.

5.2. Eisenstoffwechsel

5.2.1. Verlauf des Serumeisens unter Therapie

Das Serumeisen zeigt unter der rh-Epobehandlung mit gleichzeitiger Eisensubstitution in der
ersten Woche zunéchst einen signifikanten Abfall (p= 0,001) von 13,05 umol/l auf 11,3
umol/l. AnschlieBend gibt es keine nennenswerten Veranderungen mehr (Abb.7).

Betrachtet man nur die NTV, zeigen diese innerhalb der ersten Woche einen vergleichbar
signifikanten Abfall der Serumeisenkonzentration (p= 0,009).

Bei den TV hingegen findet sich zwischen den Wochen 4 und 5 ein signifikanter Anstieg
(p=0,024) von 9,6 umol/l auf 13,3 umol/I.
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Im direkten Vergleich der Gruppen gibt es auer in der siebten Therapiewoche keine signifi-
kanten Unterschiede (p= 0,046). Hier liegt die Serumeisenkonzentration der NTV bei 12,4
umol/l und die der TV bei 10,7 umol/l (Abb. 8).
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Abb. 8: Serumeisen im Vergleich NTV/TV

Bezieht man die Serumeisenwerte aller 83 Kinder im Verlauf jedoch auf den Ausgangswert,
lasst sich in den ersten 4 Wochen ein signifikanter Abfall verzeichnen (Woche 0/2: p<0,001;
Woche 0/4: p=0,017) .

Bei den TV im einzelnen l&sst sich kein signifikanter Abfall finden.

Bei den NTV zeigt sich ein signifikanter Abfall vom Ausgangswert des Serumeisens bis zur
zweiten Woche (p=0,002) (Abb. 8).
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5.2.2. Eisensubstitution unter Therapie

Die Eisensubstitution unter rh-Epotherapie soll anfangs 2 mg/kg/Tag betragen und bei guter
Vertraglichkeit im Verlauf auf bis zu 6 mg/kg/Tag gesteigert werden.
Der Vergleich beider Gruppen zeigt jedoch deutliche Unterschiede in Bezug auf eine regel-

maRige Dosissteigerung (Abb. 9).

Eisendosis (mg/kg/Tag)
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Abb.9: Eisensubstitution: Darstellung der Mediane von NTV/TV

Bei den NTV konnte die Eisensubstitution signifikant (p<0,001) gesteigert werden. Im Ge-
gensatz dazu stehen die Ergebnisse der TV, bei denen in den ersten drei Wochen die Eisen-
substitutionsdosis nicht gesteigert werden konnte. Als Ursache erscheint hier die Gabe von
Erythrozytenkonzentraten innerhalb der ersten beiden Wochen. Konsekutiv erhalten die Friih-
geborenen in den folgenden zwei Wochen keine Eisensubstitution.

Erst zwischen den Wochen 4 und 5 kommt es bei den TV zu einer deutlichen Steigerung der

Eisengabe (p=0,022).

5.2.3. Vertraglichkeit von prophylaktischer Eisensubstitution

Alle Patienten erhielten eine Eisensubstitution. Die orale Gabe wurde sehr gut toleriert. Es

traten keinerlei Nebenwirkungen oder allergische Reaktionen auf.
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5.2.4. Ferritin

Das Serumferritin verandert sich schnell unter rh-Epo-Behandlung.

Die vierwdchentliche Untersuchung zeigt, dass im Mittel bei allen 83 Kindern die Ferritin-
konzentrationen signifikant abfallen. Innerhalb der ersten vier Wochen féllt die Konzentration
von 219 pg/l auf 78,4 ug/l (p<0,001). Nach weiteren vier Wochen liegen die Konzentrationen
im Median bei 66,4 ug/l (p=0,006).

Auch eine Betrachtung beider Gruppen im Verlauf bestatigt den Abfall, wobei es zwischen
den Gruppen keinen Unterschied gibt (Abb. 10 und 11).
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Abb.10: Ferritinkonzentration aller 83 Friihgeborenen

600
500

TV
400 +

300

Ferritin (no/l)

200 +

i

T T T
0 4 8

Wochen nach Studienbeginn

Abb. 11: Ferritinkonzentration im Vergleich NTV/TV
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5.2.5. Zinkprotoporphyrin

Es kommt im gesamten Verlauf der Therapie zu einem signifikanten Anstieg der
Zinkprotoporphyrinkonzentrationen von 87,5 umol/Mol Ham zu Beginn auf
242,5 umol/Mol Ham nach 4 Wochen (Abb.12). Aber auch von Woche 4 zu Woche 8 ist der
Konzentrationsanstieg signifikant (p<0,001).

Dieser Anstieg findet sich sowohl bei den NTV als auch bei den TV (p<0,001).

Zwischen beiden Gruppen gibt es diesbeziglich zu keinem Zeitpunkt einen signifikanten
Unterschied (Abb.13).
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Abb.12: Zinkprotoporphyrin aller 83 Friilhgeborenen
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Abb.13: Zinkprotoporphyrin im Vergleich NTV/TV
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Betrachtet man den Verlauf der Ferritinkonzentration (Abb. 10) und der ZPP-Konzentration
(Abb. 12) Gber acht Wochen, erkennt man eine gegensinnige Beziehung. Mit Hilfe einer
Spearman Rank Order Correlation kann ein mdglicher Zusammenhang zwischen dem Ver-
lauf der Ferritinwerte und dem Verlauf der Zinkprotoporphyrinkonzentrationen tberpriift
werden. Hierbei wird jeweils der Zusammenhang beider Parameter zum gleichen Zeitpunkt

bestimmt.

Es zeigt sich, dass es vor Beginn der Therapie mit rh-Epo einen signifikanten, gegensinnigen

monotonen Zusammenhang beider Parameter gibt.

ZPPO

Ferritin 0 -0.607 Korrelationskoeffizient
0.000 P-Wert
68 Anzahl der Getesteten

Auch vier Wochen nach Therapiebeginn zeigt sich ein signifikant gegensinniger Zusammen-
hang beider Werte. Wahrend die Zinkprotoporphyrinkonzentrationen unter Therapie anstei-
gen, fallen die Ferritinwerte ab.

ZPP 4

Ferritin 4 -0.432 Korrelationskoeffizient
0.000 P-Wert
66 Anzahl der Getesteten

Nach 8 Wochen gibt es keinen signifikanten Zusammenhang zwischen beiden Parametern.

ZPP 8
Ferritin 8 0.174 Korrelationskoeffizient
0.542 P-Wert

14 Anzahl der Getesteten
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5.3. Wachstumsanalyse

5.3.1. Gewichtszunahme pro Tag

In der folgenden Graphik (Abb.14) ist die Gewichtszunahme der Kinder unter rh-Epo-
Therapie dargestellt.
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Abb.14: Gewichtszunahme der 83 Friilhgeborenen

Obwonhl die mittlere Gewichtszunahme der Kinder nach zwei Therapiewochen zuzunehmen
scheint, finden sich im Verlauf statistisch keine signifikanten Unterschiede.

Auch unter den TV, die vor Entlassung deutlich mehr zunehmen als zu Beginn der Therapie,
gibt es keine Signifikanzen (Abb. 15).

Lediglich im Verlauf der NTV finden sich signifikante Gewichtszunahmen sowohl innerhalb
der ersten Woche von 19,2 g/Tag auf im Median 20 g/Tag in der zweiten Woche (p=0,029).
Auch zwischen den Wochen 4 und 5 kommt es zu einer weiteren Steigerung der Zunahme
von 22,8 g/Tag auf 25 g/Tag (p=0,044).

Wéhrend es innerhalb der ersten Woche bezuglich der Gewichtzunahme keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Gruppen gibt, findet sich in der zweiten Woche ein deutlicher
Wachstumsvorsprung (p=0,015) der NTV (Median TV: 16,6 g/Tag; Median NTV: 20 g/Tag).
Urséchlich hierfir mag das haufige Auftreten von Infektionen bei den TV innerhalb der ersten
beiden Wochen sein (s. Kap. 5.7.).
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Abb.15: Gewichtszunahme im Vergleich NTV/TV
5.4. Serumchemie

5.4.1. Bilirubin

Innerhalb der ersten vier Therapiewochen fallt die Bilirubinkonzentration im Blut aller
83 Frihgeborenen von Woche zu Woche signifikant ab ( Wo. 0/1: p=0,027;

Wo. 1/2: p<0,001; Wo. 2/3: p=0.008; Wo. 3/4: p<0,001).

Waihrend die Konzentration vor Therapiebeginn bei durchschnittlich 1,2 mg/dl liegt, misst
man nach 4 Wochen nur noch 0,9 mg/dl (Abb. 16).

Zwischen den Wochen funf und sechs findet sich ein erneuter signifikanter Abfall (p=0,022)
von 0,9 mg/dl auf 0,75 mg/dl.
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Abb.16: Bilirubin im Verlauf aller 83 Friihgeborenen
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Betrachtet man den Verlauf der Bilirubinkonzentration bei allen NTV, so lasst sich ebenfalls
eine signifikant sinkende Bilirubinkonzentration ab der ersten bis zur sechsten Woche feststel-
len (Wo. 1/2: p=0,003; Wo. 2/3: p=0,008; Wo. 3/4: p<0,001; Wo. 4/5: p=0,036; Wo. 5/6:
p=0,010).

Der Verlauf unter den TV zeigt in der ersten Therapiewoche zunéchst einen signifikanten
Anstieg des Bilirubins. Bis zum Studienende ergaben sich keine weiteren signifikanten Unter-
schiede.

Auch ein direkter Vergleich beider Gruppen ergibt keine signifikanten Unterschiede
(Abb.17).
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Abb.17: Bilirubin im Vergleich NTV/TV

5.4.2. Leukozyten

Bei der Betrachtung der Leukozyten aller Therapieteilnehmer dieser Studie fallt ein signifi-
kanter Abfall zwischen der ersten und zweiten Woche (p<0,001) sowie der dritten und vierten
Woche (p=0,002) auf (Abb. 18).

Dieser signifikante Abfall der Leukozyten in diesen Wochen findet sich sowohl bei der Be-
trachtung des gesamten Patientenkollektivs als auch bei den einzelnen Gruppen
(NTV: Wo. 1/2: p<0,001; Wo. 3/4: p=0,030 und TV: Wo. 1/2: p=0,044; Wo. 3/4: p=0,017).
Der Verlauf der Leukozyten bei Vergleich der NTV und TV ergibt bis auf die dritte Thera-
piewoche (p=0,002) keine signifikanten Unterschiede.
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Zu diesem Zeitpunkt weisen die TV deutlich hoéhere Werte als die NTV auf
(TV - Median: 10,9/ul , NTV — Median: 8,8/ul).
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Abb.18: Leukozytenverlauf aller 83 Friihgeborenen
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Abb.19: Leukozyten im Vergleich NTV/TV

5.4.3. Thrombozyten

Der Thrombozytenverlauf aller Kinder weist zwischen der zweiten und dritten Woche einen
signifikanten Abfall (p=0,003) der Thrombozyten auf (Abb. 20).
Auch in der Gruppe der NTV findet sich zwischen diesen Wochen eine signifikant sinkende

Thrombozytenkonzentration (p=0,011).



Ergebnisse 66

Bei den TV hingegen zeigt sich innerhalb der ersten Therapiewoche ein signifikanter Abfall
der Thrombozytenzahlen von im Median 409/ul x 10° vor Therapiebeginn auf im Median
325/ul x 10° nach einer Woche (p= 0,036).

Zwischen den einzelnen Gruppen zeigen sich keine signifikanten Unterschiede (Abb. 21).
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Abb.20: Thrombozytenverlauf der 83 Friihgeborenen

800
700
600
500

00 l HH

300 -

200 - I -

100 -

Thrombozyten (Anzahl/pl x 106)

L INTV || TV

0 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Wochen nach erstem Labor

Abb.21: Thrombozyten im Vergleich NTV/TV
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5.5. Auftreten von oxidativem Stress

5.5.1. TRAP

Die antioxidativen Eigenschaften im Blut der Therapieteilnehmer wurden anhand der TRAP-
Messung untersucht. Bei der Betrachtung der Abb. 22 I&sst sich ein Nachlassen der antioxida-
tiven Eigenschaften vermuten. Ein signifikanter Unterschied lasst sich jedoch statistisch nicht
feststellen. Auch der Verlauf beider einzelner Gruppen erbringt keine signifikanten Verénde-

rungen.
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Abb.22: TRAP im Verlauf aller 83 Friihgeborenen

5.5.2. Malondialdehyd

Die Malondialdehydkonzentration im Blut der Friihgeborenen als Marker fur Lipidoxidation
veréndert sich vom Therapiebeginn (0,7 umol/l) bis zum Therapieende nach acht Wochen
(0,69 pmol/l) nur minimal.

Auch ein Vergleich beider Gruppen (Abb. 23) ergibt keine signifikanten Unterschiede
(p=0,052), obwohl es scheint, dass die Malondialdehydkonzentration bei den NTV im Ver-
gleich zu den TV tendenziell ansteigt, wahrend die Konzentration bei den TV eher sinkt
( Median NTV in der Woche 8: 0,84 umol/l; Median TV in der Woche 8: 0,54 umol/l).
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Abb.23: Malondialdehyd im Vergleich NTV/TV
5.5.3. Cholesterin

Innerhalb der ersten vier Wochen zeigen alle 83 Frithgeborenen einen signifikanten Abfall der
Cholesterinkonzentration im Blut (p=0,003).Wahrend am Therapieanfang noch Werte von
113,5 mg/dl (Median) gemessen werden, lassen sich nach vier Wochen nur noch 102,5 mg/dI
Cholesterin (Median) nachweisen. Der weitere Verlauf zeigt keine wesentlichen Kon-

zentrationsveranderungen (Abb. 24).
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Abb.24: Cholesterinkonz. der 83 Frithgeborenen
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Auch die Gruppe der NTV zeigt innerhalb der ersten vier Therapiewochen einen signifikanten
Abfall der Cholesterinkonzentration (p= 0,005).

In der Gruppe der TV lassen sich im Therapieverlauf keine signifikanten Anderungen ver-
zeichnen.

Ein direkter Vergleich beider Gruppen (Abb. 25) vor Beginn der Therapie zeigt jedoch einen
signifikanten Unterschied (p= 0,027). Die Cholesterinwerte der NTV liegen deutlich ber
denen der TV (Median NTV: 119 mg/dl; Median TV: 99,5 mg/dl).
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Abb.25: Cholesterinkonz. im Vergleich NTV/TV

5.5.4. Radikalresistenz

Die Hamolyseeigenschaften, bzw. die Widerstandskapazitat der Erythrozyten gegentber frei-
en Radikalen wurde in dieser Arbeit mit dem ABAP-Hamolysetest untersucht.

Der Verlauf der Hamolyseeigenschaften des Blutes der 83 Friihgeborenen innerhalb der ersten
vier Wochen zeigt einen signifikanten Anstieg der Radikalresistenz T50% (Min) von im Me-
dian 86 auf 105 (p<0,001).

Auch der Verlauf der NTV (p=0,005) und TV (p=0,030) einzeln betrachtet, ergibt vom The-
rapieanfang bis zur vierten Woche einen signifikanten Anstieg der Radikalresistenz. Der Ver-

lauf beider Gruppen unterscheidet sich nicht voneinander.
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Abb.26: Radikalresistenz der 83 Friihgeborenen
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Abb.27: Radikalresistenz im Vergleich NTV/TV

5.5.5. Non-Transferrin-Bound-Iron (NTBI)

Die Abb. 28 zeigt das Vorhandensein von Non-Transferrin-Bound-Iron vor Therapiebeginn
und nach 4 Wochen. Hieraus wird ersichtlich, dass es zu keinem vermehrten Auftreten des
toxisch wirkenden, freien Eisens unter der rh-Erythropoietin-Therapie und Eisensubstitution

kommt.
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Abb.28: NTBI vor Therapiebeginn und nach 4 Therapiewochen bei 83 Frilhgeborenen

Auch die Betrachtung beider Gruppen zeigt weder im Verlauf noch im Vergleich der Verldaufe
signifikante Unterschiede (Abb.29).
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Abb.29: NTBI im Vergleich NTV/TV
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5.6. Transfusionen wahrend der Therapie

Die Einteilung der Fruhgeborenen in so genannte Therapieversager und Nicht-
Therapieversager erfolgte streng nach den Kriterien, ob eine Bluttransfusion nétig war und/
oder die H&moglobinkonzentration unter 8 g/dl abfiel.

Zwei der insgesamt 25 Therapieversager fielen mit ihrem Hb-Wert unter 8 g/dl. Klinisch wa-
ren beide Kinder so stabil, dass sie jedoch keine Erythrozytenkonzentrate bendtigten. Eines
der beiden Kinder fiel nach drei Wochen von einem Ausgangs-Hb von 9,1 g/dl auf 7,3 g/dl.
Das andere Kind wies nach vier Wochen einen Hb-Abfall von zu Beginn 8,7 g/dl auf 7,6 g/dI
auf.

Alle ubrigen Kinder erhielten aufgrund einer klinischen Verschlechterung ein oder in sieben
Fallen auch zwei Erythrozytenkonzentrate.

19 der insgesamt 25 Therapieversager erhielten die Transfusionen innerhalb der ersten beiden
Therapiewochen.

Auffallig hierbei war das haufige Zusammenfallen vom Auftreten antibiotikapflichtiger Infek-
tionen und der anschlieBenden Gabe von Erythrozytenkonzentraten. 17 der 25 Therapieversa-
ger litten im Verlauf an einer Infektion. Eines der Frihgeborenen erkrankte wahrend des Un-
tersuchungszeitraums zweimal an einer Infektion.

Die Erythrozytenkonzentrate wurden in dem Zeitraum zwischen der ersten Antibiotikagabe

bis maximal sechs Tage nach Diagnosestellung der Infektion transfundiert (Tab. 4).

Erythrozytengabe Haufigkeit | Haufigkeit
(absolut) (relativ)
gerundet

mit Beginn der Antibiose | 6 33%

nach 1 Tag 5 28%

nach 2 Tagen 1 6%

nach 3 Tagen 1 6%

nach 4 Tagen 1 6%

nach 5 Tagen 2 11%

nach 6 Tagen 2 11%

Tab. 4: Haufigkeitsverteilung der Erythrozytentransfusion nach Infektionsbeginn in Tagen
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5.7. Infektionen wahrend der Therapie

Insgesamt 26 aller 83 Friihgeborenen erkrankten im Verlauf der Epo-Behandlung an einer
antibiotikapflichtigen Infektion. Auffallend war, dass 73 % aller Infektionen innerhalb der
ersten zwei Wochen auftraten.

Betrachtet man nun die Verteilung der erkrankten Kinder auf die beiden Gruppen, féllt auf,
dass von 25 Therapieversagern insgesamt 17 Kinder an einer antibiotikapflichtigen Infektion
litten.

In der Gruppe der 58 Nicht-Therapieversager waren insgesamt neun Frithgeborene betroffen.

Betrachtet man das zeitliche Auftreten der Infektion, fallt zundchst bei den 17 erkrankten The-
rapieversagern auf, dass 14 von ihnen innerhalb der ersten zwei Epo-Therapiewochen anti-
biotisch behandelt werden mussten (82 %). Nur drei Patienten erlitten erst im weiteren Ver-
lauf eine Infektion.

In der Gruppe der erkrankten neun NTV bedurften immerhin funf von ihnen innerhalb der

ersten beiden Therapiewochen einer antibiotischen Therapie (55%).

Um zu Uberprifen, ob es signifikante Unterschiede im Auftreten einer Infektion und dem
Vorliegen eines Therapieversagens gibt, wurde ein Fisher-Test durchgefiihrt.

Dieser Test wird hauptséchlich bei Vierfeldertafeln mit kleinen Randsummen verwendet und
stellt eine Alternative zum Chi ? — Vierfeldertest dar. Er dient der Analyse von Haufigkeitsun-

terschieden beziiglich der Auspréagungen eines oder mehrerer Merkmale (Tab.5).

NTV | TV
Inf. 9 17 26
keine Inf. {49 8 57
58 25 83

Tab.5: Fisher-Test: Signifikanzprufung bzgl. des Auftretens einer Infektion und dem

Vorliegen des Therapieversagens

Das Auftreten von Infektionen in der Gruppe der Therapieversager ist signifikant hoher als
das Auftreten von Infektionen bei Nichttherapieversagern (p<0,001).
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5.8. Zusammenhange zwischen Therapieversagen und Verlaufsparametern

Der Zusammenhang zwischen dem Therapieversagen und verschiedenen Verlaufsparametern
wurde in dieser Arbeit mit Hilfe einer logistischen Regression untersucht.

Hierbei wurde das Therapieversagen in Beziehung zum Geschlecht, der SSW, dem Geburts-
gewicht, dem Vorliegen einer Infektion, dem Ausgangswert vom Hamoglobin, von den Leu-
kozyten, vom Serumeisen und von den Retikulozyten sowie zum Wachstum der Kinder in
der ersten Woche gesetzt.

Es ergab sich kein Zusammenhang zwischen einem Therapieversagen und dem Geschlecht,
der SSW, dem Geburtsgewicht, dem Wachstum sowie den Leukozyten-, Serumeisen- und
Retikulozytenwerten.

Zwischen dem Auftreten eines so genannten Therapieversagens und einer Infektion sowie
zwischen dem Auftreten eines Therapieversagens und der Hamoglobinkonzentration zu Be-

ginn der Therapie konnten hingegen signifikante Zusammenhange nachgewiesen werden.

Variablen in der Gleichung

Signifikanz |Odd’s Ratio|95% Konfidenzintervall fir Exp (B)

(Sig.) (Exp(B)) Unterer Wert Oberer Wert
Infektion .000 86.811 9.085 829.509
Hamoglobin (g/dl) |.000 327 175 .614

1. Frihgeborene, die unter Therapie eine Infektion bekommen, haben ein drastisch erhéhtes
Risiko, zu einem so genannten Therapieversager zu werden. lhr Risiko ist bei einem Konfi-
denzintervall von 9 bis 829 um ca. 80fach erhdoht.

2. Von zwei Kindern hat dasjenige ein drastisch erhéhtes Risiko ein Therapieversager zu wer-

den, das einen um 1 g/dl niedrigeren Ausgangs-Hadmoglobinwert hat.
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6. Diskussion

Die Anémie von Frih- und Neugeborenen ist nach der chronischen Niereninsuffizienz ein
zweites, wichtiges Indikationsgebiet, bei dem eine Substitutionstherapie mit rh-Erythropoietin
maoglich ist.

Der Transfusionsbedarf von Frilhgeborenen stellt trotz aller Bemiihungen um Minimierung
iatrogener Blutverluste ein relevantes Problem dar. Eine Mdglichkeit, die Blutbildung dieser
kleinen Patienten durch rh-Erythropoietin-Gabe zu stimulieren, bedeutet deshalb einen we-
sentlichen Fortschritt.

Rekombinant hergestelltes Erythropoietin gehort seit ungefahr 14 Jahren zu der Behandlung
der Fruhgeborenenandmie. Es gilt als potentes Mittel zur Steigerung der Erythropoese und
Reduktion der Transfusionsmenge.

In der Perinatalphase ist das Ansprechen der endogenen Erythropoietinproduktion auf einen
Héamoglobin-Abfall vermindert. Eine wesentliche Rolle hierbei spielt das noch unreife
erythropoetische System. Auch die Verlagerung der EPO-Produktion von der Leber in die
Nieren zahlt als eine weitere Ursache.

Erythrozytenkonzentrate stellen eine allgemeine Form der Behandlung der Friihgeborenen-
andmie dar. Es wird geschétzt, dass ungefahr 80% der intensivpflichtigen Kinder ein
Erythrozytenkonzentrat wéhrend ihrer Behandlung erhalten, ungeféhr 37% sogar mehr als
zwei. Des Weiteren fand man heraus, dass jedes Kind, das mehr als eine Transfusion be-
kommt, durchschnittlich das Blut von 4,9 Spendern erhalt (100). Bluttransfusionen bergen
nicht nur die Gefahr von Infektionstbertragung, wie beispielsweise HIV und Hepatitis, son-
dern auch die Ubertragung im Konzentrat verbliebener Spenderleukozyten. Bluttransfusionen
fiihren aber auch zu einem Anstieg der korporalen Eisenmenge und kénnten so zu einer Ent-
stehung freier Radikale und den damit assoziierten Erkrankungen fiihren.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Vielzahl der Erythrozytentransfusionen gegeben werden
mussen, um die Blutverluste durch iatrogene Entnahmen wieder aufzuftllen (61).

Alle Studien zeigen aber, dass rh-EPO ein potentes Mittel ist, den Transfusionsbedarf Friih-
geborener zu reduzieren.

Es existieren mittlerweile jedoch auch kritische AuRerungen zum Einsatz von rh-
Erythropoietin. Auch wenn die Effizienz der Behandlung mit rh-Epo vielfach demonstriert
werden konnte, sind die Ergebnisse bei sehr kleinen Friihgeborenen teilweise unbefriedigend,

da die Notwendigkeit von Transfusionen nach wie vor eine grofe Rolle spielt (80).
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Auch Strauss hat die Effektivitdt der Behandlung der Friihgeborenenandmie mit rh-
Erythropoietin im Vergleich zu Bluttransfusionen in Frage gestellt. Seiner Meinung nach
bleiben Erythrozytenkonzentrate nach wie vor Behandlungsstandard der Andmie. Rh-
Erythropoietin und Eisen bieten allenfalls eine Alternative oder Kombinationsmoglichkeit
(93).

In vielen Studien wurde gezeigt, dass relativ grole und stabile Friihgeborene am besten auf
eine Behandlung mit rh-EPO ansprechen. Aber es sind gerade diese Kinder, die im Verlauf in
der Regel nur ein geringes Risiko haben, eine Bluttransfusion zu erhalten. Sehr kleine und
kranke Kinder bendétigen dagegen héufig kurz nach der Geburt Bluttransfusionen. Diese Pati-
enten zeigen insgesamt nur geringe Effekte der rh-EPO-Therapie. Strauss ist der Ansicht, dass
sich aufgrund fehlender Informationen bezlglich Effizienz und potentieller Toxizitat von

Erythropoietin und Eisen die Behandlung als Standardtherapie ausschliet (93).

Tatsdchlich bleiben trotz vieler durchgefiihrter Studien weiterhin Fragen bezuglich der opti-
malen Dosierung von rh-Erythropoietin und Eisen sowie bezuglich des optimalen Behand-
lungsbeginns offen (80).

Bei den Fruhgeborenen sind in Relation zum Kdrpergewicht hohere Dosen erforderlich als bei
Erwachsenen. Diese Tatsache ist jedoch nicht gleichbedeutend mit einem schlechteren An-
sprechen des Knochenmarks auf Erythropoietin. Die Abbaurate sowie das Verteilungsvolu-
men von Erythropoietin liegen bei Neugeborenen héher als bei Erwachsenen.

In Bezug auf Studienaufbau, rh-EPO-Dosierung, Eisensubstitution, Geburtsgewicht, Alter bei
Therapiebeginn und klinischem Zustand der Friihgeborenen findet sich in den zahlreichen
EPO-Studien eine grolie Variabilitat.

In drei Studien betrug das Geburtsgewicht aller Friihgeborenen weniger als 1000 g. In 6 ande-
ren Studien lag das Geburtsgewicht bei 50 % der Frihgeborenen unter 1000 g. Funf weitere
Studien beinhalteten nur ca. 25-50 % der Kinder mit einem Geburtsgewicht von unter 1000 g.
In vielen Studien betrug der Anteil der Friihgeborenen mit einem Gewicht weniger als 1 kg
weniger als 25 % (96).

Die wdchentliche Gabe von rh-Erythropoietin differiert in den unterschiedlichen Studien zwi-
schen 70 1E/kg/Woche und 1400 IE/kg/Woche (62, 65).

Das Alter der Frihgeborenen bei Therapiebeginn variiert vom ersten Lebenstag bis hin zum
siebzigsten (64, 65).

In zwei Studien wurde Eisen intravends verabreicht (14, 56). Sieben Studien behandelten die
Frihgeborenen mit einer hohen oralen Eisensubstitution von 6 mg/kg/Tag oder mehr. In der
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Mehrzahl der Studien wurde jedoch Eisen in moderaten Dosierungen von 2-4 mg/kg/Tag per
0s eingesetzt (96).

Die Behandlung der Friihgeborenen in einer Studie von Shannon et al. begann drei Wochen
postpartal, sobald die Kinder klinisch stabil waren. Verabreicht wurde eine wdchentliche Do-
sis von 500 IE/kg rh-EPO. In der Zeit vor dem Behandlungsbeginn bendtigten die Friihgebo-
renen jedoch im Durchschnitt 3,5 Transfusionen. Es stellte sich schnell die Frage nach einem
friheren Therapiebeginn bereits in den ersten Lebenstagen (86).

In einer Studie von Ohls et al. mit Frihgeborenen mit einem Geburtsgewicht < 1250 g wurde
die Effizienz der Behandlung bei einer Kombination aus friihzeitiger (vier Tage postpartal)
rh-EPO-Gabe von 1200 IE/kg/Woche und Eisen Uberpruft. Es konnte gezeigt werden, dass es
im Therapieverlauf zu einer gesteigerten Erythropoese mit erhéhten Retikulozytenzahlen und
hoherem Hamatokrit kam. Eine Auswirkung auf die Transfusionshaufigkeit konnte jedoch
nicht bewiesen werden (68). Eine andere Studie konnte jedoch bei Frihgeborenen mit einem
Gewicht unter 1000 g eine Reduktion von Transfusionen bei friihzeitiger rh-Epo- und
enteraler Eisensubstitution nachweisen. Begonnen wurde hierbei zwischen dem flinften und
dem vierzigsten Tag mit 750 U/kg/Woche rh-Epo und einer Eisensubstitution von 2 bis 6
mg/kg/Tag (95).

Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung von rh-Epo und hochdosierter Eisengabe auf die
Erythropoese Friihgeborener zu untersuchen. Es ging dabei in erster Linie um die Frage der
optimalen Eisendosierung. Untersucht wurden unter anderem, mdogliche Nebenwirkungen,
Auswirkungen auf das Serumeisen und die Eisenspeicher sowie das Auftreten von freiem
Eisen im Plasma. Es wurden weiterhin mogliche Ursachen fir die Notwendigkeit von Blut-
transfusionen unter rh-Erythropoietin-Therapie gesucht und geprift.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde keine Placebogruppe aufgestellt, da dies in Kenntnis der
Wirkungen von rh-Epo und hoheren Eisendosierungen weder erforderlich noch zu rechtferti-
gen schien, andmischen Frihgeborenen die Nutzung dieses Medikamentes vorzuenthalten.
Eine dieser Arbeit vorangehende Studie zur Prophylaxe der Friihgeborenenandmie ohne
Erythropoietingabe zeigte einen deutlichen Hb-Abfall vom Zeitpunkt der Geburt bis zur Ent-
lassung (42).

Bei kleinen Patientenzahlen ist es nicht unproblematisch, statistische Tests durchzuftihren.
Deshalb missen die Ergebnisse vorsichtig interpretiert werden. Nicht immer konnten die an-
stehenden Blutentnahmen exakt zu den festgelegten Zeitpunkten erfolgen. Gelegentlich kam
es vor, dass die Entnahmen mit 1-2 Tagen Verzbgerung stattfanden.
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In dieser Arbeit gab es beziiglich des Therapiebeginns keine festen Vorgaben. Bedingungen
waren zum einen eine Beendigung der maschinellen Beatmung der Friihgeborenen sowie der
Ausschluss einer schweren Infektion. Das Alter der Friihgeborenen bei Therapiebeginn vari-
ierte zwischen 7 und 81 Tagen.

42% aller Friihgeborenen hatten ein Geburtsgewicht unter 1000 g. Die Spanne reichte von
445 g bis 2300 g bei Geburt. Im Mittel wogen die Frithgeborenen 1030 g.

Alle Friihgeborenen erhielten Erythropoietin in einer Dosierung von 1000 IE/kg/Waoche.
Verabreicht wurden die Einheiten in drei Einzeldosen. Im Vergleich zu vorherigen Studien
liegt die Dosierung des rh-Erythropoietin im oberen Bereich. Es wurde gezeigt, dass Dosie-
rungen von 300-1200 IE/kg/Woche erforderlich waren, um zu einem signifikanten Retikulo-
zytenanstieg zu fiihren und den Transfusionsbedarf zu verringern (3, 55, 87).

Mit einem Retikulozytenanstieg nach Epo-Gabe ist laut Enmer et al. nach ungeféhr 2-3 Tagen
zu rechnen (20). So konnte auch in dieser Arbeit ein deutlicher Anstieg der Retikulozytenzah-
len um mehr als das Doppelte der Ausgangswerte nach bereits einer Woche gezeigt werden.
Waihrend der gesamten Zeit der rh-Erythropoietingabe blieben die Retikulozytenzahlen auf
einem im Vergleich zum Ausgangswert hohen Level.

Ohls et al. zeigte in einer randomisierten, kontrollierten Studie deutlich héhere Hamatokrit-
werte in einer mit Erythropoietin behandelten Gruppe als in der Placebo-Gruppe. Die Retiku-
lozytenwerte stiegen in der Epo-Gruppe ebenfalls deutlich an und blieben bis zum Ende der
Studie erhoht (68).

Eine Messung der Hamoglobinkonzentrationen im Verlauf der Epo-Therapie in dieser Studie
ergab insgesamt konstante Werte. Bezogen auf den Ausgangswert kam es innerhalb der ers-
ten beiden Wochen zu einem Abfall der Hdmoglobinkonzentration. Anschlielend stiegen die
Konzentrationen wieder an, wobei es in Bezug auf den Ausgangswert weder zu einer Steige-
rung noch zu einem Abfall kam.

Der anféngliche Hb-Abfall liegt vermutlich an dem verzdgerten Wirkeintritt des rh-
Erythropoietins. Ein Anstieg des Hdmoglobins lieR sich auch bei Ehmer et al. erst nach unge-
fahr einer Woche feststellen (20).

Frihgeborene haben bezogen auf ihr Geburtsgewicht prozentual einen grofieren téglichen
Gewichtszuwachs als reif geborene Kinder. Mit zunehmendem Gewicht expandiert das Blut-

volumen.
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Die Expansion des Blutvolumens ist bei Friihgeborenen im Vergleich zu reifen Babys wesent-
lich groiRer. Die Vermehrung des Blutvolumens findet jedoch zu einem Zeitpunkt statt, in dem
die Friihgeborenen zusétzlich einer grofien Zahl an Blutentnahmen ausgesetzt sind.

Einige Autoren beschreiben eine gegensinnige Korrelation zwischen dem Auftreten einer
Andmie und dem Gestationsalter sowie einem niedrigen Geburtsgewicht. Kausale Zusam-
menhdange konnten aber bislang nicht bewiesen werden.

In den meisten kontrollierten Studien mit rh-EPO fand sich kein Unterschied in der Gewichts-
zunahme zwischen Behandlungs- und Kontrollgruppe (3, 21, 84, 87).

In zwei Studien nahmen die mit rh-Erythropoietin behandelten Friihgeborenen weniger an
Gewicht zu als die Kontrollkinder. Shannon et al. gaben den Kindern eine EPO-Dosis von
500 bzw. 1000 IE/kg/Woche (85) und Maier et al. therapierten mit einer Dosierung von 750
IE/kg/Woche (49).

Die Ursache flr den geringeren Gewichtszuwachs ist unklar. Spekuliert wird, dass die gestei-
gerte Erythropoese zu einem vermehrten Verbrauch von Eiwei3, Vitaminen und Kalorien
fiihrt, der durch die Erndhrung nicht adaquat gedeckt war.

Eine Studie von Brown et al. belegte hingegen, dass Kinder, die wahrend der rh-EPO-
Behandlung ausreichend Proteine fiir eine stetige Gewichtszunahme erhalten, ebenfalls aus-
reichend mit Proteinen versorgt sind, um eine suffiziente Erythropoese zu betreiben. Hierbei
korreliert eine Menge von 3,1 — 3,5 g/kg/Tag zugefiihrtem Protein mit steigenden Retikulozy-
tenzahlen. Eine weitere Steigerung der Proteinzufuhr fuhrt hingegen zu keiner Steigerung der
Erythropoese (12).

Im Rahmen dieser Arbeit erhielten die Friihgeborenen eine tagliche Proteinzufuhr von 3,1-3,5
g/kg/Tag. Erndhrt wurden die Friihgeborenen oral oder sollten mit dem Aufbau der oralen
Erndhrung begonnen haben.

Im Rahmen der normalen Vitaminzufuhr erhalten die Kinder tdglich 25 mg Vitamin E als
Radikalféanger.

In dieser Studie liel? sich in Bezug auf die tagliche Gewichtszunahme weder eine signifikante
Steigerung noch Abnahme nachweisen. Die Gewichtszunahme war konstant.

Pathak et al. priften den Effekt von Vitamin E im Rahmen der rh-Erythropoietintherapie und
Eisengabe. Es wurde die Auswirkung auf die Hamoglobinkonzentration und die Notwendig-
keit von Bluttransfusionen bei Friihgeborenen Uberpriift. Trotz Dosierungen von 50 IE/Tag
Vitamin E im Gegensatz zu keiner Substitution fand sich weder eine Auswirkung auf die Ha-

moglobinkonzentration noch auf die Retikulozytenzahlen, die Transfusionshaufigkeit oder die
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Eisenkonzentration. Das in der Nahrung enthaltene Vitamin E scheint demnach ausreichend
zu sein (73).

Nichts desto Trotz fungiert Vitamin E als wirksames Antioxidanz. Aus diesem Grund wird
eine Eisensubstitution h&ufig mit einer Vitamin E-Gabe kombiniert.

Eine wesentliche Frage bei der Behandlung mit rh-EPO ist die Hohe der oralen Eisensubsti-
tution.

Die Kinder produzieren eine groRe Menge an Hamoglobin. Fur jedes Gramm H&moglobin
werden 3,47 mg elementares Eisen bendtigt. Dabei verbrauchen Friihgeborene die groBten
Mengen ihres zur Verfugung stehenden Eisens fir die Erythropoese.

Drei Studien haben die Substitution mit 2-6 mg Eisen pro Kilogramm Korpergewicht vorge-
schlagen (49, 55, 86). Trotzdem stellten alle drei Studien einen Abfall des Serumferritins fest.
Auch Nazir et al. fuhrte eine vergleichende Studie zweier Eisendosierungen durch. Die Friih-
geborenen erhielten 1200 1U/kg/Woche rh-Erythropoietin und entweder 6 oder 12 mg/kg/Tag
Eisen. Es kam auch hier zu einem Abfall des Serumferritins und der Transferrinsattigung,
wobei es zwischen beiden Gruppen keinen Unterschied gab. Da zu Beginn der Studie die Fer-
ritinwerte gleich waren, lag der Schluss nahe, dass das zusatzliche Eisen bei doppelter Dosie-
rung entweder nur vermindert absorbiert, nicht verwertet oder anderweitig genutzt wurde.

Es konnte bei doppelter Dosierung keine weitere Steigerung der Erythropoiese gezeigt wer-
den (59).

Der Vergleich einer oral hochdosierten Eisengabe mit der intravendsen Gabe zeigte ahnliche
Verlaufe des Hamatokrits und der Retikulozytenwerte sowie eine vergleichbare Transfusions-
rate. Ein entscheidender Unterschied wurde jedoch in Bezug auf die Ferritinkonzentration
festgestellt. Bei Frihgeborenen, die Eisen intravends erhielten, blieben die Ferritinkonzentra-
tionen gleich, wéhrend sie in der oral substituierten Gruppe abfielen. Auch die tagliche Ge-
wichtszunahme war groRer als in der Gruppe der oral Substituierten. Insgesamt wurden beide
Dosierungen gut vertragen und fihrten zu einer suffizienten Erythropoese (56).

Die Friihgeborenen in dieser Arbeit erhielten zunéchst eine Eisensubstitution mit 2 mg/kg/Tag
per os, die bei guter Vertraglichkeit zweitaglich auf bis zu 6 mg/kg/Tag gesteigert wurde. Die
Messung des Serumeisens im Verlauf ergab interessanterweise einen signifikanten Abfall in
der ersten Therapiewoche. Bezogen auf den Ausgangswert lieR sich sogar innerhalb der ersten
vier Wochen ein signifikanter Abfall verzeichnen. Hierbei lagen die Werte trotz hoher Eisen-
substitution stets im unteren Normbereich. Durch die Stimulation der Erythropoese mit rh-
Erythropoietin werden groRe Mengen an Serumeisen bendtigt. Die den Friihgeborenen zur
Verfligung stehende Menge scheint hierbei nur sehr begrenzt zu sein.
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Auch die Eisenspeicher leerten sich zusehends im Laufe der Therapie. Das Serumferritin ver-
anderte sich schnell unter Epo-Behandlung. Im gesamten Verlauf kam es zu einem drasti-
schen Abfall des Ferritins auf ungeféahr ein Drittel des Ausgangswertes.

Bislang gibt es keine perfekte Methode den individuellen Eisenstatus zu bestimmen.

Die am haufigsten verwendete Methode ist die Bestimmung des Ferritins. Doch scheint diese
Bestimmung flr eine Aussage beziiglich der Eisenspeicher von Friihgeborenen nur indirekt
beweisend zu sein. Zusatzlich kann Serumferritin wahrend einer Infektion falsch erhéht sein.
Nach Meinung von Griffin et al. wére die Bestimmung des Zinkprotoporphyrins zur Beurtei-
lung des Eisenhaushaltes wesentlich billiger und schneller.

Zinkprotoporphyrin wird fluorometrisch bestimmt und als Verhaltnis pro Mol Ham angege-
ben. Es konnte nachgewiesen werden, dass eine umgekehrte Korrelation zwischen Ferritin
und Zinkprotoporphyrin besteht. Es wurde ebenfalls gezeigt, dass die Bestimmung des
Zinkprotoporphyrins sowohl bei Erwachsenen als auch bei Kindern sensitiv zum Nachweis
eines Eisenmangels benutzt werden kann.

Dieser Parameter ware als Screeningmethode gut geeignet, da die Bestimmung billig und
brauchbar ist und vor allem aus einem Tropfen Blut erfolgen kann (31).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es zu einer deutlichen Steigerung des
Zinkprotoporphyrins auf das Dreifache des Ausgangswertes kam. Eine statistische Priifung
zwischen dem Verlauf des Ferritins und dem Verlauf des ZPPs ergab einen gegensinnigen
Zusammenhang beider Parameter.

Diese Ergebnisse unterstreichen die Aussagekraft des ZPPs in Bezug auf die Eisenspeicher im
Kdrper. Auch scheint die Bestimmung aus nur einem Tropfen EDTA-Blutes fur diese Metho-
de zu sprechen, da im Rahmen einer Blutbildkontrolle ebenfalls EDTA-Blut verwendet wird.

Die Bestimmung des Ferritins erfolgt aus einem separat abgenommenen Serumrohrchen.

In-vitro-Studien und Tierversuche ergaben widerspruchliche Ergebnisse hinsichtlich der Fra-
ge, ob EPO die Granulopoese beeinflusst. Maier et al. zeigten eine hemmende Wirkung von
hohen Epo-Dosierungen auf die Differenzierung neutrophiler Granulozyten aus weiflien Vor-
lauferzellen (50).

Desypris et al. beobachteten hingegen bei erwachsenen Patienten mit renaler Anamie, dass rh-
EPO die Vorlauferzellen der Erythrozyten, Granulozyten und Thrombozyten stimuliert (17).
In Knochenmarkspunktaten Frihgeborener fanden Ohls und Christensen unter rh-EPO-
Behandlung neben einer gesteigerten Erythropoese einen verringerten Speicherpool fir
neutrophile Granulozyten bei noch ausreichender Neubildung (63).
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Einige kontrollierte Studien zeigten wiederum keinen Einfluss der rh-EPO-Behandlung auf
die Zahl von neutrophilen Granulozyten oder Thrombozyten im Blut Frihgeborener (3, 14,
21).

Der Thrombozytenverlauf der Frihgeborenen dieser Studie zeigte zwischen der zweiten und
dritten Woche einen deutlichen Abfall, veréndert sich im Weiteren aber nicht.

Die Bestimmung der Leukozytenzahl zeigte ebenfalls einen signifikanten Abfall, jedoch zwi-
schen den Wochen 1 und 2 und den Wochen 3 und 4.

Ob es hierbei einen Zusammenhang mit dem Auftreten von antibiotikapflichtigen Infektionen
gibt, kann nicht bewiesen werden. Innerhalb der ersten zwei Therapiewochen traten jedoch
73% der Infektionen auf.

Man weil3, dass durch Eisen eine individuelle Modulation des Immunsystems mdglich ist.
Eisen spielt nicht nur eine Rolle beim Sauerstofftransport, der Desoxyribonukleinsduresynthe-
se oder einigen Redoxreaktionen, sondern auch im Rahmen immunologischer Verteidigungs-
mechanismen.

Granulozyten, Makrophagen, T- und B-Zelllymphozyten sowie natirliche Killerzellen kénnen
Eisen aufnehmen und speichern. Dabei unterscheiden sie sich zum einen in der Aufnahme
und Speicherung des Eisens, aber auch beziglich der Synthese und des Gebrauchs eisenbin-
dender und eisenspeichernder Proteine.

Im Rahmen von Infektionen, aber vor allem bei chronischen Entziindungen, kommt es zu ei-
ner Eisenumverteilung mit relativer Uberladung der Eisenspeicher bei gleichzeitiger, relativer
Eisenunterversorgung der erythropoietischen Zellen. Transferrin ist bekanntermal3en ein Anti-
Akute-Phase-Protein, dessen Synthese bei den genannten Erkrankungen als Folge eines ent-
wicklungsgeschichtlichen Selektionsvorteils herunterreguliert wird (1, 74). Die Anfalligkeit
gegenuber bakteriellen Infektionen nimmt bei verminderter Verfiigbarkeit von Transporteisen
ab, da Bakterien und andere Infektionserreger zu ihrer Vermehrung ebenfalls in grolem Um-
fang Eisen bendtigen. Somit stellt die verminderte Verfligbarkeit von Eisen einerseits einen
Schutzmechanismus, andererseits auch einen wesentlichen Pathomechanismus bei der Ent-
wicklung einer Entziindungsanamie dar.

Es wurde gezeigt, dass ein Eisenverlust in Bakterienkulturen mit einer Wachstumshemmung
assoziiert ist. Klinische Studien zeigten, dass ein Eisenexcess in Patienten das Risiko, an ei-
ner Infektion zu leiden, erhdht. Bakterien mit geringer Pathogenitat wie beispielsweise Yersi-
nia enterocolitica, die normalerweise zu kleineren gastrointestinalen Infektionen fiihren, kon-
nen durch Eisentiberschuss im Patienten zu schwerer Sepsis, Darmperforation und multiplen

Abszessen fihren.
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Auch die eisenbindenden Proteine scheinen eine Rolle in der humoralen Immunitat zu spielen.
In Abwesenheit ungeséttigter eisenbindender Proteine fuhren Antikérper und Komplimentfak-
toren keine effiziente Opsonisierung von Bakterien durch (74).

Bei den Infektionen der Friihgeborenen dieser Studie handelte es sich um akut aufgetretene
systemische Infektionen, die eine Therapie mit Antibiotika ndtig machten.

Ein Kriterium flr die Behandlung der Frihgeborenen mit rh-EPO war der Ausschluss einer
Infektion. Man kann deshalb davon ausgehen, dass keines der Kinder bereits bei Therapiebe-
ginn erkrankt war.

Trotzdem erkrankten fast zwei Drittel der Therapieversager in den ersten beiden Therapiewo-
chen mit rh-EPO. Auffallend war zusétzlich, dass innerhalb der ersten beiden Therapiewo-
chen 76% aller Transfusionen gegeben werden mussten.

Da die Mehrzahl der Transfusionen in den ersten beiden Tagen nach Auftreten der Infektion
notwendig war und durchgefiihrt wurde, ist die Entwicklung einer Entzindungsanamie sehr
unwabhrscheinlich.

Vielmehr liegt die Vermutung nahe, dass es im Rahmen der neu aufgetretenen Infektion zu
vermehrten Blutentnahmen gekommen ist. Nichts desto trotz ist eine infektassoziierte Hamo-
lyse als Ursache nicht auszuschlieRen.

Die Friihgeborenen, die eine oder mehrere Bluttransfusionen bendtigten und somit in dieser
Arbeit per definitionem zu Therapieversagern wurden, erlitten im Vorfeld wesentlich haufiger
behandlungsbedurftige Infektionen als die so genannten Nicht-Therapieversager. Das Auftre-
ten von Infektionen in der Gruppe der Therapieversager war signifikant héher als das Auftre-
ten von Infektionen bei Nicht-Therapieversagern. Ferner konnte in dieser Arbeit statistisch
belegt werden, dass Friihgeborene, die unter der Therapie mit rh-EPO eine Infektion bekom-
men, ein wesentlich erhéhtes Risiko haben, eine Bluttransfusion erhalten zu missen und so zu
einem so genannten Therapieversager zu werden.

Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass die notwendige Gabe von Erythrozytenkon-
zentraten bei einigen Friihgeborenen unter rh-Erythropoietin nicht mit einem Versagen der
hormonellen Stimulation begriindet werden kann, sondern vielmehr mit dem zufélligen Auf-
treten von Infektionen vergesellschaftet ist.

Lediglich zwei Friihgeborene scheinen ,,echte” Therapieversager zu sein. Sie wiesen unter der
Therapie mit rh-Erythropoietin Hb-Werte unter 8 g/dl auf. Die Gabe von Erythrozytenkon-
zentraten war jedoch aufgrund des klinischen Zustandes der Kinder nicht notwendig.

Beide Kinder lagen schon zu Beginn der Therapie mit Ausgangswerten von 9,1 g/dl und
8,7 g/dl deutlich unter dem Durchschnitt.
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In dieser Arbeit konnte auf’erdem nachgewiesen werden, dass ein weiteres Risiko, Transfusi-
onen zu bengtigen, ein im Vergleich um 1 g/dl niedrigerer Ausgangs-Hamoglobinwert birgt.
Je schlechter die Ausgangsbedingungen fiir eine Therapie mit rh-Erythropoietin beztglich der
Hb-Konzentration sind, desto wahrscheinlicher ist die im Verlauf nachfolgende Bluttransfusi-
on.

Ein Vergleich der beiden Gruppen zeigt, dass die so genannten Therapieversager deutlich
niedrigere Ausgangs-Hamoglobinkonzentrationen aufwiesen, als die Nicht-Therapieversager.
Auch bei Entlassung lagen die Nicht-Therapieversager mit ihren Hb-Werten tber denen der
so genannten Therapieversager.

Trotz Stimulation der Erythropoiese mit rh-EPO kam es im Verlauf der Nicht-
Therapieversager bezogen auf den Ausgangswert zu einem beobachtbaren Abfall des Ha-
moglobins. In der Gruppe der so genannten Therapieversager lieR sich dieser Abfall nicht
finden. Ursache hierfir war wohl die im Therapieverlauf frihe Gabe von Erythrozytenkon-
zentraten.

Diese Gabe von Erythrozytenkonzentraten ist auch verantwortlich dafiir, dass es in der Grup-
pe der Therapieversager in den ersten drei Wochen nur zu einer zogerlichen Steigerung der
Eisensubstitution kam. Um eine Eisentiberladung nach Transfusion zu vermeiden, wurde die
Eisengabe fiir 14 Tage ausgesetzt, was bezogen auf den Ausgangswert bei den Therapieversa-
ger auch nicht zu einem Abfall der Serumeisenkonzentration fuhrte. Es fand sich nach vier
Therapiewochen und der Gabe von mindestens einer Bluttransfusion ein signifikanter Anstieg
des Serumeisens. Die gemessenen Werte lagen aber immer noch im unteren Normbereich.

Bei der Gesamtheit der Frilhgeborenen kam es jedoch trotz hoher Eisendosierungen zu einem
Abfall des Serumeisens unter rh-Erythropoietintherapie. Auch die unter Therapie stark abfal-
lenden Ferritinkonzentrationen sowie das ansteigende Zinkprotoporphyrin sprechen fiir einen
Eisenmangel, auch wenn die Behandlung der Friihgeborenenandmie mit Erythropoietin und
gleichzeitiger oraler Eisengabe von 6-8 mg/kg Korpergewicht pro Tag das Risiko des Auftre-
tens von NTBI und oxidativem Stress birgt.

Kommt es zu einer Eisentiberladung oder zu einem niedrigen Plasma-pH, wie beispielsweise
wahrend einer Ischdmie, dissoziiert Eisen aus seiner Transferrinbindung und induziert die
Bildung freier Radikale (47).

Aber auch gespeichertes Eisen ist potentiell gefahrlich. Das Speicherprotein Ferritin reagiert
sehr vulnerabel auf einen Angriff von Superoxidradikalen. So kommt es, dass freie Radikale
die weitere Mobilisation von Eisen aus seiner Ferritinbindung induzieren. Eine kaskadenfor-

mige weitere Eisenfreisetzung und erneute Produktion freier Radikale ist die Folge (53).
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Eisen und Superoxide induzieren zum einen Lipidperoxidation und fuhren zum anderen
nachweislich zu einer Zerstérung von biologischen Membranen und DNA.

Dieser Mechanismus scheint ein Grund fur die Entstehung von bronchopulmonaler Dyplasie,
Frihgeborenenretinopathie, nekrotisierender Enterokolitis und intraventrikulédren Einblutun-
gen zu sein. Die Pathogenese dieser vier Erkrankungen ist komplex und bislang noch wenig
erforscht. Reaktive Sauerstoffradikale spielen jedoch nachweislich eine bedeutende Rolle.
Nach einer Hypoxie oder Ischamie mit anschlieBender Reperfusion beispielsweise reagieren
entstandene Superoxide in Anwesenheit von Eisen im Sinne der Haber-Weiss-Reaktion und
produzieren hoch reaktive Hydroxylradikale. Diese fiihren zur Zerstérung von DNA und Di-
sulfidbriicken von Proteinen sowie zur Lipidperoxidation.

Ein weiterer Mechanismus ist die Aktivierung von Entziindungszellen.

Auch im Gehirn kann eine Ischamie mit nachfolgender Reperfusion zu entziindlichen Reakti-
onen fuhren. Die Aktivierung der Mikroglia fihrt zur Freisetzung von IL-1, IL-6, TGF und
Fibroblasten-Growth-Factor. Diese wiederum dienen als Mediatoren fiir die Migration von
Entzindungszellen in reperfundierte Gebiete (71). Hier kommt es vermittelt durch Cytokine
zur weiteren Aktivierung von Leukozyten mit anschlieender Bildung von Sauerstoffradika-
len.

Frihgeborene haben nur sehr begrenzte Kapazitaten, um exogen zugefihrtes Eisen zu assimi-
lieren. Sie haben ein hohes Risiko, unter oxidativem Stress zu leiden. Ursache hierfir ist ein
Ungleichgewicht zwischen Oxidantien und Antioxidantien.

Einige Studien wiesen das Auftreten von freiem Eisen im Plasma in einem hohen Prozentsatz
von Neu- und Friihgeborenen nach (33). Auch Schemmel et al. konnten sowohl bei reifen als
auch unreifen Neugeborenen in /3 aller Falle toxisches freies Eisen im Blut nachweisen (82).
Die Bedeutung eines solchen Befundes fiir den Einzelfall ist jedoch noch unbekannt.

In einer weiteren Studie wurde eine erniedrigte Eisenbindungskapazitat im Liquor Neu- und
Frihgeborener gezeigt (32). Gleichzeitig fand man im Liquor als Ausdruck eines hohen An-
teils an aktiviertem Eisen hohe Konzentrationen an Vitamin C bei niedrigen Coeruloplasmin-
konzentrationen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die gleichzeitige Behandlung der Frih-
geborenenanamie mit Erythropoietin und Eisen nicht zum Auftreten von NTBI und oxidati-
vem Stress flhrte.

Einige Studien beschaftigten sich mit der Messung der totalen antioxidativen Kapazitat von

Fruh- und Neugeborenen im Nabelschnurblut.
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In einer Studie von Rogers et al. wurde gezeigt, dass es eine Korrelation zwischen dem Gesta-
tionsalter und der antioxidativen Kapazitat im Nabelschnurblut gibt. Keine direkte Verbin-
dung liel sich hingegen zwischen der antioxidativen Kapazitdt und mitterlichem Nikotin-
gebrauch, Praeklampsie, Chorioamnionitis, Nabelschnur-pH oder dem Auftreten von Sauer-
stoffradikal-assoziierten Erkrankungen von Frihgeborenen darstellen (79).

Die TRAP im Nabelschnurblut ist das Ergebnis der gesamten intrauterinen Entwicklung.
Antioxidative Enzyme, wie die Superoxiddismutase, die Peroxidase, die Katalase und die
Glutathionreduktase werden hingegen erst am Ende der Schwangerschaft in hohen Konzentra-
tionen gebildet. Frihgeborene besitzen deshalb nur geringe Mengen an antioxidativen Enzy-
men bei haufig normalen Mengen an TRAP.

Wahrend der ersten Lebenstage der Friihgeborenen ist die Verteidigung durch Antioxidantien
gegen potentiell toxische freie Sauerstoffradikale somit reduziert.

In  dieser Zeit findet sich aber eine physiologische Erhéhung der Serum-
Bilirubinkonzentration.

So zeigten Bernhard et al. bereits 1954, dass das Bilirubin vor einer Destruktion durch oxida-
tive Substanzen schiitzt und somit bei Friihgeborenen als Antioxidant fungiert (5).

Trotzdem stellt die neonatale Hyperbilirubindmie ein klinisches Problem dar, da Bilirubin in
hoher Konzentration als potentiell toxisches metabolisches Produkt gilt. Beglnstigt durch eine
in den ersten Lebenstagen erhohte Gefalipermeabilitdt sowie Hypoxie und Hypoglykamie
kann in Hirngewebe eingedrungenes indirektes Bilirubin zytotoxisch wirken und zu einer Gli-
ose sowie einem Neuronenverlust fihren.

Nichtsdestotrotz nimmt man an, dass das physiologisch ansteigende Serumbilirubin andere,
zu diesem Zeitpunkt fehlende, antioxidative Enzyme ersetzt.

Es konnte gezeigt werden, dass Bilirubin in physiologischen Konzentrationen Fettsauren vor
Oxidation schitzt (91). Andere Studien belegten, dass der Anteil des Bilirubins an der totalen
antioxidativen Kapazitat rund 10% betragt (26). In reifen Neugeborenen konnte eine direkte
Korrelation zwischen dem Serumbilirubin und der totalen antioxidativen Kapazitat festgestellt
werden. Eine solche Korrelation bestand bei Friihgeborenen nicht. Eine andere Studie zeigte
wiederum niedrige Serumbilirubinkonzentrationen bei Neonaten, die an einer von Sauerstoff-
radikalen induzierten Erkrankung litten. Man schloss daraus, dass Bilirubin durch Sauerstoff-
radikale verbraucht wird und somit eine Rolle als Antioxidant spielt (35).

Auch in dieser Arbeit l&sst sich ein signifikanter Abfall des Bilirubins Giber den gesamten Ver-

lauf nachweisen.
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Malondialdehyd als Marker der Lipidperoxidation und die TRAP blieben unverandert. Das
Cholesterin war im Verlauf der Therapie ricklaufig und lag nach vier Wochen unter der
Normgrenze.

Nachweislich zugenommen hat allerdings die Radikalresistenz der Erythrozyten im Verlauf.
Man weil3, dass Erythrozyten im Nabelschnurblut reifer Neugeborener und Frihgeborener
sensitiver auf oxidativen Strel? reagieren als Erythrozyten Erwachsener. Boda et al. zeigten,
dass es im Laufe der ersten Lebenswoche zu einem Anstieg der Radikalresistenz im Blut ge-
sunder Neugeborener kommt. Urséchlich sind hier vermutlich die Induktion antioxidativer
Enzyme, verénderte Lipidmolekdle der Erythrozytenmembran sowie steigende Level von mit

der Nahrung aufgenommenen Antioxidantien (6).

Die Ergebnisse dieser Arbeit, in Kombination mit dem Wissen aus vorangegangenen Studien,
beweisen, dass die Behandlung der Frihgeborenenandmie mit rh-Erythropoietin sinnvoll ist
und Wirkung zeigt. Die Kombination aus rh-Erythropoietin und Eisen stimuliert die Erythro-
poese, halt die Hb-Werte auf hoheren Leveln und flhrt bei Friihgeborenen nicht zum Auftre-
ten unerwinschter Wirkungen.

Frihgeborene, die kein rh-EPO erhielten und ,,nur“ mit prophylaktischen Eisendosen und
Vitamin B12 und Folsdure behandelt wurden, erlitten einen drastischen Abfall ihrer Hb-
Konzentration.

Auch wenn es unter der Therapie mit rh-Erythropoietin zu einem Hb-Abfall kommt, so ist
dieser wesentlich geringer und die Gabe von Erythrozytenkonzentraten deshalb h&ufig nicht
notwendig.

Nichts desto trotz kdnnen Transfusionen in Einzelfallen nicht vermieden werden.

Niedrigere Ausgangshamoglobinkonzentrationen und Infektionen scheinen zwei entscheiden-
de Faktoren flir ein VVersagen der Therapie mit rh-Erythropoietin zu sein.

Eine Therapie mit rh-Erythropoietin sollte demnach moglichst friih bei stabilen Frihgebore-
nen begonnen werden.

Ob ein groRerer Therapieerfolg mit Steigerung der Erythropoese durch eine weitere Steige-
rung der Eisendosierung erzielt werden kann, ist fraglich. Es muss in nachfolgenden Studien
untersucht werden, ob eine Steigerung der Eisendosierung in der Lage ist, den laborchemisch
nachweisbaren Eisenmangel aufzufangen.

Aulerdem muss diskutiert werden, ob eine Eisensubstitution mit initial intravendser Eisenga-

be den unter Therapie entstehenden Eisenmangel verhindern kann.
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Eine Substitution mit einer verhaltnismaRig hohen Dosierung von 6 — 8 mg/kg KG/Tag oral

fuhrt nachweislich nicht zum Auftreten von freiem, toxischem Eisen.
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7. Zusammenfassung

Frihgeborene sind haufig andmisch und viele bendtigen innerhalb der ersten zwei Lebensmo-
nate mindestens eine Bluttransfusion. Mit der Herstellung grof3er Mengen rekombinanten
Erythropoietins wurde eine effiziente Behandlung der Friihgeborenenanédmie gefunden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 83 Friihgeborene, die zwischen der 24. und 33. SSW und/
oder mit einem Geburtsgewicht unter 1500 g zur Welt kamen, mit 1000 E/kg/Woche Erythro-
poietin behandelt. Verabreicht wurde das rh-Epo in drei Einzeldosen entweder parenteral oder
subkutan. Zusétzlich erhielten sie eine Eisensubstitution mit initial 2 mg/kg/Tag, die bei guter
Vertréglichkeit zweitaglich auf bis zu 6 — 8 mg/dl gesteigert wurde. Es wurden taglich 25 mg
Vitamin E gegeben. Die Proteinzufuhr lag zwischen 3,1 — 3,5 g/kg/Tag.

Nach bereits einer Behandlungswoche kam es zu einem signifikanten Anstieg der Retikulozy-
ten um mehr als das Doppelte der Ausgangswerte. Initial zeigte sich ein Abfall der Hdmoglo-
binkonzentration, der nach drei Wochen jedoch wieder auf das Ausgangsniveau anstieg.
Bezogen auf den Ausgangswert des Serumeisens lieR sich in den ersten vier Wochen ein sig-
nifikanter Abfall beobachten. Auch die Eisenspeicher leerten sich im Verlauf der Therapie
zusehends. Das Ferritin fiel signifikant ab. Zinkprotoporphyrin verhielt sich hierzu gegensin-
nig und stieg signifikant an. Die Eisensubstitution mit einer verhéltnisméRig hohen Dosierung
von 6 — 8 mg/kg/Tag schien einen Eisenmangel nach Stimulation der Erythropoese nicht ver-
hindern zu kénnen. Das Eisen wurde von allen Kindern gut vertragen und fiihrte nachweislich
nicht zum Auftreten von freiem, toxischem Eisen oder oxidativem Stress.

Insgesamt 26 aller 83 Kinder erkrankten im Verlauf an einer antibiotikapflichtigen Infektion.
Dabei traten innerhalb der ersten zwei Therapiewochen 73% der Infektionen auf. Insgesamt
76% aller Bluttransfusionen, die trotz der rh-EPO-Therapie gegeben werden mussten, wurden
innerhalb dieser Zeit verabreicht. Es konnte statistisch belegt werden, dass Friihgeborene, die
unter Therapie eine Infektion bekommen, ein wesentlich erhdhtes Risiko haben, eine Blut-
transfusion erhalten zu mussen. Ein weiteres Risiko, Transfusionen zu bendtigen, birgt ein im
Vergleich um 1 g/dl niedrigerer Ausgangs-Hamoglobinwert. Es konnte gezeigt werden, dass
die Friihgeborenen, die tatsachlich eine Transfusion bendtigten, deutlich niedrigere Ausgangs-
Héamoglobinwerte aufwiesen.

Eine Therapie mit rh-Erythropoietin sollte demnach mdoglichst frih bei stabilen Friihgebore-
nen begonnen werden. Die Behandlung fiihrt zu einer Steigerung der Erythropoese und wird
von den Kindern gut vertragen. Ob ein grél3erer Therapieerfolg durch Steigerung der Eisendo-
sierung erzielt werden kann, ohne dabei zum Auftreten von freiem Eisen zu fihren, muss in

nachfolgenden Studien untersucht werden.
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