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1 Einleitung

Ungefihr 90% der Frithgeborenen mit einem Geburtsgewicht <1500g iiberleben heute
die Neonatalperiode, von denen 25-50% der Kinder spiter kognitive Defizite oder
Verhaltensauffilligkeiten aufweisen (Volpe 2001). Eine mogliche Ursache, warum die
verbleibenden 50-75% nicht diese Defizite aufweisen, konnte ein milderer Verlauf der
Intensivperiode mit weniger Komplikationen in Form von Inflammation
unterschiedlicher Genese und damit ein suffizienterer Schutz gegen freie Radikale mit
einem geringeren Ausmalf} an oxidativer Schidigung sein.

Oxidative Prozesse, auch ,oxidativer Stress“ werden als Ursache einer Reihe
Erkrankungen diskutiert, die als Radikal-assozierte-Frithgeborenenerkrankungen oder
auch ,,oxygen radical disease of the prematurity bezeichnet werden. Hierzu gehort die
Bronchopulmonale Dysplasie, die Intraventrikuldre Hirnblutung, die Nekrotisierende
Enterokolitits und die Retinopathia praematuorum (Sullivan 1988). Des Weiteren wird
der persistierende Ductus Arteriosus Botalli (Clyman RI 1989) und die periventrikulédre
Leukomalazie hierunter subsummiert (Haynes RL 2003).

Als moglicher Pathomechanismus wird ein gestortes Gleichgewicht zwischen der
Produktion freier Radikale und ihrer Eliminierung durch eine Reihe antioxidativer
Substanzen diskutiert, die zusammengefasst als antioxidatives System bezeichnet

werden.

1.1 Freie Radikale: Chemische Grundlagen und Wechselwirkungen
mit dem menschlichen Organismus

1.1.1 Was sind freie Radikale und durch welche Mechanismen
entstehen sie?

Einem Atom zugeordnete Elektronen besetzen rdumliche Bereiche, die als Orbitale

bezeichnet werden. Jedes Orbital kann gemél dem Pauli-Prinzip maximal zwei

Elektronen aufnehmen. Befindet sich in einem Orbital nur ein einzelnes Elektron, so

wird dieses Elektron als ungepaartes Elektron bezeichnet.

Als freie Radikale werden Atome oder Molekiile definiert, die zu einer unabhéngigen

Existenz befédhigt sind und ein oder mehrere ungepaarte Elektronen besitzen (Halliwell

u. Gutteridge 1999).

Aufgrund der Tatsache, dass Radikale ungepaarte Elektronen besitzen, konnen sie sehr

reaktionsfihig sein. Die hervorstechende Eigenschaft dabei ist, dass ein Radikal ein

anderes erzeugt und dies zu einer Kettenreaktion fiihren kann.



Doch wie entstehen freie Radikale?

Eine Moglichkeit ist die homolytische Spaltung einer kovalenten Bindung, bei der jedes
Spaltprodukt eines der vorher gemeinsamen Elektronen behilt. Die fiir die Spaltung
benotigte Energie kann durch hohe Temperaturen, UV-Licht oder Ionisierende

Strahlung erzeugt werden:

X:Y—>X°+Y° (Der Punkt (°) bezeichnet den Radikalcharakter)

Radikale konnen auch entstehen, indem einem stabilen Molekiil ein Elektron entzogen

oder zugefiihrt wird:

A+e - A°

Dabei stellt der Elektronentransfer in biologischen Systemen den weitaus héaufigeren

Weg der Radikalerzeugung dar (Cheeseman u. Slater 1993).

Das wichtigste Molekiil im Hinblick auf die Erzeugung freier Radikale im
menschlichen Organismus ist der Sauerstoff. Molekularer Sauerstoff ist in seinem
Triplett-Grundzustand duflerst reaktionstrige, obwohl er zunéchst der Definition eines
freien Radikals entspricht: Er verfiigt iiber zwei ungepaarte Elektronen. Jedoch weisen
diese beiden Elektronen einen parallelen Spin auf, so dal Reaktionen mit Molekiilen
oder Atomen, die iiber reaktive Elektronenpaare verfiigen, spinverboten sind (Pauli-
Prinzip, Hund-Regel).

Dieser reaktionstrage Zustand kann aber durch physikalische bzw. chemische
Aktivierung zu  Singulett-Sauerstoff  (Spin-Umkehr) und Sauerstoffreduktion
aufgehoben oder auch durch Ubergangsmetallkatalyse umgangen werden. Der auf diese
Weise aktivierte Sauerstoff kann nun weiter reagieren:

So entsteht durch Aufnahme eines Elektrons das Superoxid-Anion (ein freies Radikal):
O+e -0,°

Die Aufnahme von zwei Elektronen erzeugt Wasserstoffperoxid:
0, +2e +2H" — H,0,

Wasserstoffperoxid wird in biologischen Systemen oft iiber Superoxid-Anionen

erzeugt:

20, ° + 2H+ — H,O0, + Oy



Diese sogenannte Dismutase-Reaktion kann sowohl spontan stattfinden als auch durch
das Enzym Superoxid-Dismutase katalysiert werden. Wasserstoffperoxid selbst ist kein
freies Radikal, gehort aber zu den reaktiven Sauerstoffspezies (,,reactive oxygen
species = ROS), die an der Produktion von Sauerstoff-Radikalen beteiligt sind.

So zerfillt Wasserstoffperoxid sehr leicht, vor allem in der Anwesenheit von
Ubergangsmetallen und erzeugt in der sogenannten Eisen-katalysierten Haber-Weiss-

Reaktion das duBerst reaktive Hydroxyl-Radikal (°OH):
H,0, + Fe** — °OH + OH + Fe’*

Bei der nicht katalysierten Haber-Weiss-Reaktion reagiert das Superoxid-Anion direkt

mit dem Wasserstoffperoxid, sie findet aber seltener statt:

02_0 + H202 — °OH+ OH + 02

Ubergangsmetalle spielen daher bei der Generierung von Radikalen eine wichtige Rolle.
In ihrem Grundzustand entsprechen sie auBerdem der Definition eines Radikals. Die
wichtigsten Vertreter sind Eisen und Kupfer.

Sogenanntes ,,Freies Eisen®, also Nicht-Transferrin-gebundenes Eisen (Fez+) spielt hier
sowohl als direkt oxidierendes Agens, als auch als Katalysator bei der Generierung

freier Radikale eine wichtige Rolle.

Reaktive Sauerstoffspezies entstehen im gesunden menschlichen Organismus stindig.
Neben der bereits erwidhnten Generierung von Hydroxyl-Radikalen im Rahmen der
Haber-Weiss-Reaktion  fallen bei der mitochondrialen  Sauerstoffreduktion
(Atmungskette), beim mikrosomalen Elektronentransport durch das
Cytochrom P-450-System und bei der Synthese von Prostaglandinen und Leukotrienen
Sauerstoff-Radikale an.

Im Rahmen der Infektabwehr produzieren neutrophile Granulozyten Superoxid, indem
sie liber eine membranstindige NADPH-Oxidase Sauerstoff aktivieren (,,oxidative
burst®).

Die Zahl der reaktiven Sauerstoffspezies kann sich durch Einfliisse wie beispielsweise
energiereiche Strahlung, Luftverschmutzung (Ozon, Zigarettenrauch), Chemikalien,
Medikamente (Tetrazykline, Zytostatika), Krankheiten, Vitamin-Defizite (A, E)
erhchen.

Sauerstoff-Radikale sind zwar die meist initial entstehende und wichtigste

Radikalspezies, jedoch spielen auch andere freie Radikale eine wichtige Rolle. Hier sind



die groBBe Anzahl der verschiedenen Kohlenstoff-Radikale zu erwihnen, die durch den
Angriff eines oxidierenden Radikals (z.B. Hydroxyl-Radikal) auf Lipide, Nukleinsduren
und Proteine entstchen konnen. Ebenso konnen Schwefelverbindungen einen
Angriffspunkt fiir Radikale darstellen, beispielsweise bei der Oxidation von Gluthation
(Cheeseman u. Slater 1993).

1.1.2 Eisenhomostase und antioxidativer Schutz

Eisen ist physiologisch gesehen lebenswichtig, biochemisch gesehen jedoch auch
gefidhrlich.

Die Evolution hat uns die Mdoglichkeit gegeben ca. 10 % des im Rahmen der Ernidhrung
zugefiihrten Eisens zu resorbieren, jedoch verfiigt der menschliche Organismus iiber
keine Mechanismen tiberschiissiges Eisen zu eliminieren.

Eisen ist ein lebensnotwendiger Bestandteil einer grolen Reihe metabolischer Prozesse
und biologischer Funktionen.

Es ist ein Cofaktor und Katalysator fiir eine Reihe von eisenhaltigen Enzymen und
Hemoproteinen, die essentiell fiir die Sauerstoffbindung (Hidmoglobin), den
Sauerstoffmetabolismus (Oxidasen, Catalasen, Peroxidasen) und den Eletronentransfer
(Cytocrome) sind.

Einige der eisenhaltigen Proteine sind im Energiestoffwechsel und in der
DNA-Synthese involviert.

Eisen existiert in Losung als zweiwertiges (Fe II) oder dreiwertiges Eisen(Fe III) und
kann Elektronen aufnehmen oder abgeben.

Bei physiologischem pH und normalem Sauerstoffpartialdruck liegt Eisen in oxidierter
dreiwertiger Form vor (Fe III), das schnell Polymere bildet und iiber Transportproteine
zum Bestimmungsort gebracht wird, wo es gebraucht wird, oder {iiber das
Speicherprotein Ferritin biologisch unwirksam gebunden und gelagert wird.

In jedoch nicht chelatierter zweiwertiger Form (Fe II) ist die katalytische Funktion von
Eisen im Rahmen des Elektronentransfers bei Redoxreaktionen fiir den menschlichen
Organismus potentiell gefdhrlich, da es eine Schliisselrolle bei der Entstehung
schidlicher Sauerstoffradikale iiber die Haber-Weiss Reaktion spielt, was zu oxidativen
Schiden an vitalen Zellstrukturen fiihrt (McCord et al. 1998, Halliwell et al. 1990).
Somit hat der menschliche Organismus dafiir zu sorgen, das Vorkommen ,freien
Eisens* moglichst zu unterbinden, jedoch den Bedarf an Eisen fiir die Bildung von

Hamoproteinen und zahlreichen eisenhaltigen Molekiilen zu befriedigen.
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Hierzu wurde im Laufe der Evolution ein ausgefeiltes System bestehend aus
Transportproteinen und Speicherproteinen, sowie zellmembranstindiger Rezeptoren
entwickelt, das die EisenhOmostase aufrechterhdlt (Cammack et al. 1990,
Ponka et al. 1997, 1998, 1999). Aus einem Eisenmangel resultiert psychomotorische
Entwicklungverzogerung mit ernsthaften Langzeitkomplikationen (Oski et al. 1992,
Lozoff et al. 2000) und Andmie. Einer Eiseniiberladung werden Hepatopathien und
oxidativer Stress mit Oxidation von Proteinen, Lipiden und Nucleinsduren

zugeschrieben.

1.1.3 Eisen und Nicht Transferrin gebundenes Eisen, NTGE

Der menschliche Korper enthilt normalerweise insgesamt 35-45 mg/kg Eisen. Zwei
Drittel dieses Eisens ist im Hdmoglobin der Erythrozyten und ihrer Vorlduferzellen
gespeichert, geringe Mengen auch in Myoglobin und Enzymen. 20 mg Eisen werden
taglich fiir die Erythropoese benétigt, wihrend die gleiche Menge auch wieder
abgegeben wird (Skikne et al.1994).

Ein spezifischer Ausscheidungsmechanismus existiert nicht. Im Plasma zirkuliert Eisen
als Fe’* fest gebunden an Transferrin. In diesem Plasmapool befinden sich nur ca. 3mg
Eisen (siehe Abb.1.1) Jedes Transferrin-Molekiil bindet zwei Eisen-lonen mit einer
hohen Bindungsaffinitit (Richardson et al. 1997). Ein Viertel des Korpereisens liegt in
Form von Depoteisen in den Hepatozyten und den Makrophagen des
retikuloendothelialen Systems vor. Hier wird es intrazelluldr in Ferritinmolekiilen
gespeichert, die als sphirische Molekiile je bis zu 4500 Eisenatome aufnehmen kénnen
(Theil et al. 1987).
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Abbildung 1.1: Eisenmetabolismus im menschlichen Organismus.

Die Eisenhomdostase unterliegt strengen Regulationsmechanismen, um Schiden durch
Eisenmangel und Uberladung zu vermeiden (Hentze et al. 1996). Bei einem gesunden
Menschen sind nur etwa 20-25% des Transferrin gesittigt, so dass das Auftreten von
freiem Nicht-Transferrin-gebundenem Eisen (NTGE) verhindert wird.

Erstmalig wurde 1978 von Hershko das Auftreten niedermolekularen Eisens bei
Thalassdmiepatienten beschrieben. 1992 berichtete Evans et al. iiber das Vorkommen
freien, also niedermolekularen Eisens bei gesunden Neugeborenen.

An der Bildung freier Radikale ist, z.B. mittels der Fenton-Reaktion auch Nicht-
Transferrin-gebundenes Eisen beteiligt (Gutteridge u. Halliwell 1999).

Fe’" + H,0, — Fe** + OOH + OH

12



Neben der katalytischen Funktion bei der Bildung freier Sauerstoffradikale kann
niedermolekulares FEisen auch direkt DNS-Schiden (Henle et al. 1997),
Lipidperoxidation (Schmidt 1996) und Proteinoxidation (Lucesoli et al. 1999)

verursachen.

1.1.4 Wie wirken freie Radikale auf den menschlichen Organismus?

Grundsitzlich erlangen freie Radikale durch Oxidation von Molekiilen, die keinen
Radikalcharakter haben, eine grolere Stabilitiit. Diese Eigenschaft ist die Grundlage der
pathogenetischen Bedeutung. Der menschliche Organismus bietet eine Vielzahl von
Angriffspunkten fiir eine solche Oxidation, es konnen Lipide, Proteine und

Nukleinsduren geschiddigt werden (Halliwell 1999).

Lipide stellen dabei die empfindlichsten Strukturen dar. Zellmembranen enthalten einen
groBen Anteil mehrfach ungesittigter Fettsduren (auch PUFAs genannt, d.h.
polyunsaturated fatty acids), die sehr leicht oxidiert werden konnen. Diese
Lipidperoxidation erzeugt eine Kettenreaktion, in deren Verlauf immer neue PUFAs
oxidativ verdandert werden. Die Folge ist eine direkte Schidigung der Membranstruktur
durch Fluidititsverdnderung und schlieBlich Funktionsverlust. Des Weiteren konnen
durch Lipidperoxidation generierte reaktive Aldehyde indirekt andere Zellbestandteile
schidigen.

Auch Proteine konnen auf vielfache Weise durch Radikale modifiziert werden.
Oxidation von Strukturenzymen beispielsweise kann deren Funktionsstorung bzw.
Funktionsverlust zur Folge haben. Die durch Oxidation von Proteinen verursachte
Einschleusung von Carbonylgruppen in die Seitenkette der Proteine macht man sich bei

der Messung des Ausmalles an oxidativer Schidigung zunutze (Saugstad 1996).

1.1.5 Okxidative Schiadigung und antioxidativer Schutz

Den prooxidativen Mechanismen im Organismus, stehen eine Reihe antioxidativ
wirkende Substanzen entgegen. Sie werden unterteilt in primire, priventive und
sekundar kettenbrechende Antioxidatien (Slater 1987).

Die priméren, priventiven Antioxidatien sollen das Entstehen oder Penetrieren freier
Radikale in der Umgebung verhindern. Zu dieser Gruppe gehoren die Metallchelatoren
(z.B. Transferrin, Coeruloplasmin), die die potentiell radikalgenerierenden

Ubergangsmetalle chelatieren und die Enzyme Superoxiddismutase, Katalase und
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Gluthationperoxidase, die entstandene Sauerstoffradikale sofort zuriick in den
Grundzustand des Sauerstoffs iiberfiihren.

Die sekunddren kettenbrechenden Antioxidantien sollen die Wirkung bereits
entstandener Radikale im weiteren Verlauf des Reaktionsmechanismus beenden oder
zumindest begrenzen. Hierzu gehoren z.B. die lipophilen Antioxidantien wie alpha- und
gamma-Tocopherol, Lycopen, beta-Karotin und reduziertes Coenzym Q10 (Ubichinol),
hydrophile Substanzen wie Bilirubin, Vitamin C, Harnsaure,
Thiol (SH)-Gruppen-reiche Proteine und das Coeruloplasmin als Metallchelator, aber
auch intrazelluldr die Gluthationperoxidase in Erythrozyten.

Zusammen bilden sie die antioxidative Abwehr.

Diesen Antioxidantien ist gemein, dass sie in unterschiedlicher Weise in der Lage sind
die freien Elektronen der freien Radikale zu binden und damit Ihre Eigenschaft,
bestehende Verbindungen und funktionelle Einheiten in Form von z.B. Oxidation zu

zerstoren, zu nehmen.

1.2 Freie Radikale und Frithgeborene

1.2.1 Oxidativer Stress bei Frithgeborenen

Neugeborene und besonders Friihgeborene sind am Anfang lhres Lebens vermutlich
gesteigertem oxidativen Stress ausgesetzt, mehr als im spiteren Verlauf.

Der Grund  hierfiir liegt unter anderem an der abrupt ansteigenden
Sauerstoffkonzentration postnatal.

Intrauterin ist der fetale Organismus einer niedrigeren Sauerstoffspannung ausgesetzt,
als postnatal.

Das erklart z.B. die molekularen Unterschiede zwischen dem fetalen Himoglobin und
dem postnatalen Hamoglobin. Mit der Geburt kommt es zu einem plotzlichen Anstieg
der Sauerstoffspannung (Evans et al. 1986) und die erhohte inspiratorische
Sauerstoffkonzentration fithrt zu oxidativen Schaden an den protektiven
Schleimhautsekreten und den assoziierten Zellen (Palta et al. 1991).

Im Rahmen dieser Umstellung kommt es durch gesteigerte Bildung freier Radikale zu
oxidativem Stress, dem Neugeborene, aber auch speziell Frithgeborene, bei denen eine
verminderte antioxidative Abwehrkapazitit diskutiert wird, abrupt ausgesetzt sind.

Des Weiteren leiden Frithgeborene hiufiger unter inflammatorischen Prozessen, z.B.

aufgrund von Infektionen oder Reperfusion nach Hypoxie (Saugstad 2003).
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Wihrend gesunde, reife Neugeborene sowohl durch eine erhohte Fihigkeit des
Blutplasmas Radikale abzufangen (Lindemann et al. 1989), als auch durch vermehrte
Induktion antioxidativer Enzyme (Frank u. Sosenko et al. 1991) und zusitzlich durch
schnelleren nutritiven Aufbau erniedrigter Antioxidatien (Kelly et al. 1990) in der Lage
zu sein scheinen, sich effektiv gegen freie Radikale und ihre oxidative Auswirkung zu
schiitzen, verfiigen Frithgeborene ebenfalls iiber eine erhohte Fihigkeit des Blutplasmas
Radikale abzufangen (Lindeman et al. 1989). Allerdings wurden sowohl erniedrigte
Aktivitiaten der Enzyme Glutation-Peroxidase und Katalase in Erythrozyten (Ripalda et
al. 1989), Superoxiddismutase in der Lunge (Pittkdnen 1992) nachgewiesen, als auch
geringere Plasmakonzentrationen fiir Vitamin E und beta-Karotin (Ostrea et al. 1986),
Transferrin (Lindeman et al. 1992, Evans et al. 1992), Coeruloplasmin (Hilderbrand et
al. 1974, Gutteridge and Stocks 1981, Lindeman et al. 1992) und alpha-Tocopherol
(Ogihara 1991).

Es werden insgesamt niedrigere alpha-Tocopherolspiegel im Plasma Neugeborener im
Vergleich zu Erwachsenen beschrieben. Dies kann jedoch auch auf die erniedrigten
Blutfette Neugeborener zuriickzufiihren sein (Kiely et al. 1999).

Des Weiteren werden erniedrigte Spiegel fiir Transferrin und Coeruloplasmin
beschrieben (Pittkdnen et al. 1992, Lindeman et al. 2000).

Das Coeruloplasmin als ein akute-Phase-Protein zeigt sein antioxidative Eigenschaft
indem es in der Lage ist, Kupferionen zu binden und in Form der Ferroxidase die
Oxidation des reagiblen Fe** mit Radikalcharakter in das stabile Fe’* zu katalysieren
(Lackmann et al. 1996). Die Konzentration einiger akute-Phase-Proteine (z.B.
Haptoglobin) ist erhoht wihrend Inflammation und unterstiitzt den antioxidativen
Schutz wihrend der inflammatorischen Prozesse.

Bilirubin, das in unkonjugierter Form an Albumin gebunden postnatal im Rahmen der
Anpassung an hohere Sauerstoffspannung mit Abbau des fetalen Hdmoglobin in
erhohten Konzentrationen anféllt, wird in vitro antioxidative Eigenschaften
zugesprochen. Es bindet Peroxylradikale und singuldren Sauerstoff und kann die
Oxidation von freien Fettsduren verhindern (Neuzil et al. 1993). In Frithgeborenen und
reifen Neugeborenen ist die molare Plasmakonzentration von Bilirubin viel hoher als
die molare Plasmakonzentration von alpha-Tocopherol; in Erwachsenen ist die molare
Plasmakonzentration von alpha-Tocopherol nur wenig hoher als die des Bilirubins.
Beide Antioxidantien sind in der Lage pro Molekiil zwei Radikale zu binden
(Lindeman et al. 1989).

Die Hyperbilirubindmie bei Neugeborenen wird kontrovers diskutiert, da Bilirubin aus

neurologischer Sicht betrachtet zelltoxisch wirkt und verantwortlich ist fiir die Bilirubin
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induzierte Enzephalopathie mit der schlimmsten Ausprigung, dem Kernikterus (Oh et
al. 2003). Experimente mit Rattenneuronen haben gezeigt, dass Bilirubin in der Lage ist
eine Apoptose iiber die Mitochondrien durch Aktivierung der NMDA-Rezeptoren zu
induzieren (Rodrigues et al. 2002, Grojean et al. 2000). In reifen Neugeborenen werden
im Vergleich zu Frithgeborenen aufgrund einer ausgereiften Blut-Hirnschranke hohere
Plasmakonzentrationen an indirektem Bilirubin toleriert, obwohl auch hier die
therapeutische Grenze immer wieder zur Diskussion steht ohne, dass es hierzu neue
Daten gibt.

Aus unserer Arbeitsgruppe gibt es Hinweise, dass aufgrund des hoheren Gehaltes an
Bilirubin die Oxidierbarkeit des Plasma beim Neonaten geringer sein konnte
(Wiedemann et al. 2003).

Im Rahmen einer Beatmung mit bis zu einem FiO; von 1,0 beim Atemnotsyndrom,
Inflammation durch Infektion oder Reperfusionsschaden bei Reanimation, ist eine
Zunahme des oxidativen Stresses beim Frithgeboren beschrieben (Saugstad et al. 2001).
Eine signifikant hohere Ratio oxidierten Coenzyms Q10/ Gesamtmenge Coenzym Q10
wurde in Neugeborenen mit Asphyxie beschrieben (Hara et al. 1999).

Die Resistenz von Erythrozyten gegen freie Radikale im in vitro Versuch korreliert mit
den Spiegeln an mehrfach ungesittigten Fettsduren und Antioxidantien in den
Membranen der Erythrozyten. Die Erythrozyten Frithgeborener sind weniger
empfindlich auf die Wirkung freier Radikale verglichen mit den Erythrozyten reifer
Neugeborener oder Erwachsener. Ob die Ursache dafiir im Verbrauch mehrfach
ungesittigter Fettsduren oder in der Proteinoxidation (Glutathion) liegt, ist nicht ganz
klar (Boda et al. 1998, Moison et al. 1996).

Freie Radikale sind aufgrund ihrer extremen Kurzlebigkeit nicht einfach nachzuweisen.
Hinweise dafiir, dass vermehrt Zellschiden durch Radikale auftreten geben
Untersuchungen, die Abbauprodukte einer abgelaufenen Radikalreaktion nachweisen.
So fanden Varsila et al. in der Ausatmungsluft Frithgeborener erhohte Konzentrationen
an Ethan und Penthan, gasférmige Abbauprodukte der Lipidperoxidation (Varsila et
al. 1994).

Die Bestimmung des Malondialdehyds als Marker der Lipidperoxidation erlaubt eine
Beurteilung des Angriffs von freien Radikalen auf Biomolekiile, in diesem Falle auf
mehrfach ungesittigte Fettsduren. Es sind erhohte Spiegel im Plasma zur Geburt, in
engem Zusammenhang mit Azidose und Hypoxie, zwei pathologische Situationen mit
deutlich reduzierten  Antioxidantienspiegeln  beschrieben (Schmidt et al. 1996,
Hara et al. 1999).
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Ein niedriger Plasmaspiegel an antioxidativen Substanzen zum Zeitpunkt der Geburt ist
als unabhdngiger Risikofaktor fiir die Mortalitit Frithgeborener beschrieben
(Silvers et al. 1998).

1.2.2 Neugeborene und freies Nicht Transferrin gebundenes Eisen,
NTGE

Freies Nicht-Transferrin-gebundenes Eisen spielt bei der Pathogenese der sogenannten

radikal-assoziierten Erkrankungen des Friihgeborenen eine zentrale Rolle.

Die Verdnderung des Sauerstoffpartialdruckes nach der Geburt und die damit

verbundene oxidative Schiddigung der Schleimhautsekrete und der assoziierten Zellen

fiihrt zu einer Invasion von Makrophagen und Granulozyten, die im Rahmen der

Inflammation Superoxidanionen und Wasserstoffperoxid freisetzen (Groneck et al.

1994).

Protektive antioxidative Enzyme oder Molekiile wie Katalase, Glutationperoxidase und

Gluthation sind im Alveolartrakt des Neonaten vermindert (Jain et al. 1995,

Van Zoeren-Grobben et al. 1997).

Im Rahmen dieser geschwichten antioxidativen Abwehrlage kommt es zu einer

Induktion der Radikalgenerierung iiber die Fenton-Reaktion.

Wasserstoffperoxid H,O, ist per se nicht sehr toxisch, reagiert jedoch mit freiem,

niedermolekularem Eisen zu hoch reaktiven Hydroxylradikalen. Dieses Eisen kann

ungebunden, sowie in leichten Verbindungen wie z.B. Albumin oder Citrat vorliegen.

Bei beatmeten Frithgeborenen wurde in bronchoalveoldrem Lavagesekret in einem

hohen Prozentsatz erhohte Konzentrationen von BDI, bleomycin detectable iron,

nachgewiesen und bei diesen Kindern ein grofere Inzidenz chronischer

Lungenerkrankungen postuliert (Gerber et al. 1999).

Das niedermolekularen Eisens bei reifen, gesunden Neugeborenen mit gutem APGAR

und pH bei Geburt durchaus héufig ist und mit einer iiberaus hohen Transferrinséttigung

vergesellschaftet ist, iiberraschte erstmalig 1992 die Arbeitsgruppe Evans et al..

1.2.3 NTISS und SNAP als klinischer Indikator fiir den Schweregrad
der Erkrankung.

Die Literatur beschiftigt sich primédr mit den beiden klinischen Scores SNAP und
NTISS am ersten Lebenstag, um eine Vorhersage iiber die Mortalitit der Frithgeborenen

machen zu konnen. Hierbei zeigte sich der NTISS als unabhéingig und vorhersagekriftig
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beziiglich der Aufenthaltsdauer auf der Intensivstation, sowie des gesamten
Klinikaufenthaltes bei den Uberlebenden, jedoch nicht als vorhersagekriftig beziiglich
der Mortalitéit (Richardson et al. 1993).

Meadow et al. 2002 erhob in einer Studie den SNAP-Score im Verlauf der ersten
14 Lebenstage, kam jedoch zu dem Ergebnis, dass der SNAP am ersten Lebenstag eine
Vorhersagekraft iiber die Mortalitdit des Patienten erlaubt, diese jedoch mit
fortschreitendem Alter des Patienten abnimmt und die Signifikanz verliert.

Ohne den Anspruch einer Vorhersagekraft iiber den Verlauf des Patienten nutzten wir
den SNAP- und NTISS-Score um eine objektivierte Aussage iiber den klinischen

Zustand des Patienten im Verlauf machen zu konnen.

1.3 Zielstellung

Mit der Annahme, dass die Auswirkung freier Radikale auf den Organismus eine
wichtige Rolle in der Pathogenese der Entstehung von sogenannten Radikal-assozierten-
Frithgeborenenerkrankungen spielt, miissten Frithgeborene mit schwacher antioxidativer
Abwehrlage und/oder gesteigerter Produktion freier Radikale im Sinne oxidativen
Stresses ein entsprechend schlechteres klinisches Ergebnis haben.

Der erste Teil dieser Studie befasst sich daher mit dem Zusammenhang zwischen
Parametern des prooxidativ/ antioxidativen Gleichgewichtes und dem klinischen
Zustand des Patienten.

Zur  Objektivierung  des  klinischen  Verlaufs  wurden  wihrend  des
Beobachtungszeitraumes der Patienten der Score for Neonatal and Acute Physiology
(SNAP) und der Score for Neonatal Therapeutic Intervention Scoring System (NTISS)
herangezogen, und die Ergebnisse wurden mit den laborchemischen Ergebnissen zur
antioxidativen Abwehrlage und dem Status der Lipidperoxidation in Blutproben
verglichen.

Mit diesen Scores wurden Daten aus der prid-, peri- und postnatalen Phase der
Probanden gesammelt und ausgewertet.

Der zweite Teil der Studie beschiftigt sich mit der Frage in wie weit freies, also Nicht-
Transferrin-gebundenes Eisen im Blut kranker unreifer und reifer Neugeborenen
vorkommt und ob bei den Kindern mit nachweislich erhohten Spiegeln freien Eisens
zum Zeitpunkt der Blutentnahme eine entsprechend schwichere antioxidative
Abwehrlage vorliegt.

Bei beiden Kollektiven dieser Studie stellte sich die Ethikfrage in den Vordergrund, da

einer Blutentnahme bei Frithgeborenen eine schwere Gewichtung zufillt. Bei einem
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Blutvolumen von ca. 80 ml/kg Korpergewicht konnten wir bei unseren Probanden eine
Blutentnahme zu Studienzwecken in Anbetracht der Grée und der Schwere der
Erkrankung bei Friih- und Neugeborenen nicht vertreten.

Hier konnten wir im ersten Teil der Studie auf eine Mikromethodik
(Kohlschiitter et al. 1995, Finckh et al. 1995, Boda et al. 1998) zuriickgreifen, fiir die
das Material aus den Kapillaren bereits zur Bestimmung des Bilirubins genutzt worden
waren und sonst verworfen worden wéren.

Im zweiten Teil der Studie legten wir vertretbare Modalititen fiir die Blutentnahme zur
Bestimmung des NTBI fest, die immer an eine medizinisch notwendige Blutentnahme

gebunden war, sowie weitere Parameter zur Darstellung der antioxidativen Abwehrlage.
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2 Patienten, biochemische und klinische Methoden
2.1 Patienten

2.1.1 Kollektiv des ersten Studienteils mit Erhebung der klinischen
Scores und Analyse des pro-/ antioxidativen Gleichgewichtes.

Innerhalb des Zeitraums September 1997 bis Juni 1998 wurden insgesamt

46 Frithgeborene der Kinderintensivstation der Universitatsklinik Hamburg Eppendorf

untersucht.

Bei diesen Friihgeborenen handelte es sich um extrem unreife Frithgeborene mit einem

Gestationsalter von 24 bis 31 Wochen, sowie reifere Kinder mit einem Gestationsalter

von 32-34 Wochen.

Das zusammengefasste und gemeinsam beurteilte Kollektiv zeigt ein mittleres

Gestationsalter von 29,8 Schwangerschaftswochen.

Das Studium dieses Kollektivs umfaflite zwei wesentliche Schwerpunkte: Zum einen die

Bestimmung der pro-/ antioxidativen Abwehrlage der Kinder, die iiber Messung

spezieller Parameter in Kapillarblutproben erfolgte; zum anderen die Erhebung

klinischer Daten aus der pri-, peri-, und postnatalen Phase der Friihgeborenen.

Die Laboruntersuchungen erfolgten im Blut aus nicht weiter benotigten Kapillaren, zur

routinemédfigen Hiamatokrit- und Bilirubinbestimmung. Fiir die Studie der

Frithgeborenen erfolgte zu keinem Zeitpunkt eine Blutentnahme zu wissenschaftlichen

Zwecken.

Es wurden alle zur photometrischen  Bilirubinbestimmung  anfallenden

Kapillarblutproben des oben beschriebenen Frithgeborenenkollektivs gesammelt und bei

4°C fiir maximal 12 Stunden im Dunkeln gelagert.

Zur Weiterverarbeitung wurden die Kapillaren erneut zentrifugiert (300g, 5 min),

anschlieBend zwischen Plasma und Zellsediment durchtrennt und sowohl Plasma, als

auch Zellsediment wurden unter Argonstrom in getrennte Testrohrchen iiberfiihrt. Das

Plasma wurde nach Argoniiberschichtung bei —80°C eingefroren.

Das Zellsediment wurde mit PBS/NaCl-Gemisch gewaschen und zur Bestimmung der

Radikalresistenz der Erythrozyten, wie unter beschrieben eingesetzt.
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Im Plasma dieses Patientenkollektives wurden folgende Parameter bestimmt:

1. Malondialdehyd (Produkt der Lipidperoxidation)

2. Lipophile Antioxidantien (alpha-Tocopherol, gamma-Tocopherol, Coenzym
Q10)
Cholesterin (lipophile Bezugsgrofie)

4. Coeruloplasmin

Spektrum der Fettsduren (v.a. Linolsdure, Arachidonsédure, Docosahexansiure)

Alle Messungen erfolgten mit mikromatisierten Methoden, die den Einsatz von nur Sul
Plasma je Methode ermoglichten und die in der Kinderklinik des
Universitdtskrankenhauses Eppendorf entwickelt wurden (Kohlschiitter,
Agbenu et al. 1995, Finckh et al. 1995, Hiibner et al. 1988).

Da sowohl der Plasmaanteil, als auch der Fiillungsstand der Kapillaren variierten
enthielten einige Proben nicht geniigend Material, um alle Parameter bestimmen zu
konnen. Bei diesen Proben waren wir gezwungen, auf einen bzw. mehrere Parameter zu

verzichten.

2.1.2 Kollektiv des zweiten Studienteils mit Bestimmung von NTBI
und Analyse des pro-/ antioxidativen Gleichgewichtes

Innerhalb des Zeitraumes Dezember 1997 bis Mirz 1998 wurden insgesamt 30 kranke

Frith- und Neugeborene der Kinder- Intensivstation und der Neugeborenenstation der

Universitétsklinik fiir Kinder- und Jugendmedizin untersucht. Dazu wurden insgesamt

49 heparinisierte Blutproben mit maximal 500 pl zu einem Zeitpunkt entnommen,

indem eine routinemifBige Punktion erfolgte.

Dies geschah unter der Voraussetzung, daf die Kinder mindestens eines der folgenden

Charakteristika erfullten:

a. Korpergewicht von mindestens 2500 g.
b. Polyglobulie

c. Der Proband stand unmittelbar vor einer Bluttransfusion.

Das postkonzeptionale Alter der Probanden rangiert von der 26. bis 43.

Schwangerschaftswoche, im Mittel 38 Schwangerschaftswochen.
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Das Lebensalter der Probanden zum Zeitpunkt der Punktion rangierte vom 1.-114.
Lebenstag, im Mittel 18. Lebenstag.

Das Studium dieser Gruppe umfafite zwei Schwerpunkte. Zum einen untersuchten wir
die Blutproben auf das Vorkommen freien Eisens (Nicht-Transferrin-gebundenes
Eisen), zum anderen untersuchten wir parallel das antioxidative Abwehrvermogen
dieser Kinder.

Als Ergidnzung erhoben wir retrospektiv klinische Daten aus der postnatalen Phase.

Die Laboruntersuchungen erfolgten aus heparinisierten Blutproben mit 500ul Inhalt, die
unter den bereits genannten Voraussetzungen entnommen wurden und dann im Dunkeln

bei 4°C fiir maximal 12 Stunden gelagert wurden.

Zur Weiterverarbeitung wurden die Blutproben zentrifugiert (3000 U/min, 5 Minuten).

Das Plasma wurde wie in Kapitel 2.1.1 beschrieben in getrennte Testrohrchen iiberfiihrt,
mit Argongas iiberschichtet und bei -80°C eingefroren.
Das Zellsediment wurde in einem PBS/ NaCl-Gemisch gewaschen und zur Bestimmung

der Radikalresistenz der Erythrozyten wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben eingesetzt.

Im Plasma wurden folgende Parameter bestimmt:

1. Nicht-Transferrin-gebundenes Eisen

2. Malondialdehyd (Produkt der Lipidperoxidation)
Lipophile Antioxidantien (alpha-Tocopherol, gamma-Tocopherol, Coenzym
Q10)

4. Cholesterin (lipophile Bezugsgrofie)
Coeruloplasmin

6. Spektrum der Fettsiduren (v.a. Linolsdure, Arachidonsidure, Docosahexaensiure)

Alle diese Messungen mit Ausnahme der Bestimmung des NTBI, erfolgten mit
mikromatisierten Methoden wie bereits in Kapitel 2.1.1 beschrieben, die es mit dem
Einsatz von Sul Plasma je Methode ermoglichten neben der NTBI-Bestimmung einen
umfangreichen pro-/ antioxidativen Status wie bei dem Friihgeborenenkollektiv zu

bestimmen.
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2.2 biochemische Methoden
2.2.1 AAPH-Himolysetest-Mikromethode
2.2.1.1 Prinzip des AAPH-Hamolysetests

Es wird die von Boda, Finckh et al. entwickelte Mikromethode zur Bestimmung der
Radikalresistenz der Erythrozyten in vitro eingesetzt (Boda 1998). Dabei werden 15 ul
gereinigtes Erythrozytenkonzentrat in Form einer 0,5 %igen Suspension iiber
2% Stunden bei 37°C mit dem Radikalgenerator AAPH
(2,2°-Azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride) inkubiert. Die Diazo-Verbindung
AAPH zerfillt in Losung bei 37°C in Stickstoff und zwei Kohlenstoff-Radikale (Abb.
2.1(a)).

Bei dieser Temperatur hat AAPH eine lange Halbwertszeit von 175 Stunden, so daf}
innerhalb der ersten Stunden eine nahezu konstante Menge an Kohlenstoff-Radikalen
generiert wird (Niki et al. 1990).

In einem weiteren Schritt reagieren diese Kohlenstoff-Radikale mit Sauerstoff zu

Peroxyl-Radikalen (Abb. 2.1 (b)), welche die Lipide und Proteine der Erythrozyten

angreifen.
R-N=N-R —  2Re+N,T (a)
Re + O2 - ROOQe (b)

Abb. 2.1: Die Entstehung von Kohlenstoff-Radikalen (a) und Peroxyl-Radikalen (b) durch den Zerfall
von Diazo-Verbindungen (z.B. AAPH) (Barclay et al. 1984); R = Kohlenstoffrest, O = Sauerstoff, N =

Stickstoff, ® = freies Elektron

Sobald die antioxidativen Schutzmechanismen der Erythrozyten aufgebraucht sind,
kommt es zum Integrititsverlust der Zellmembran und nachfolgend zur Hamolyse. Es
wird die Extinktion des durch die Hamolyse freigesetzten Himoglobins photometrisch
bestimmt (540 nm) und zur Berechnung des Himolysegrades eingesetzt. Dazu wird der
Grad der Hiamolyse in einem Reaktionsansatz alle 30 Minuten bestimmt und in
Abhingigkeit von der Inkubationszeit in einem Diagramm dargestellt. Mithilfe der sich
dadurch ergebenden sigmoiden Funktion 148t sich rechnerisch die Inkubationszeit
ermitteln, bei der 50 % der Erythrozyten hdmolysiert sind. Dieser Wert wird H 50

genannt und in Minuten Inkubationszeit angegeben.
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2.2.1.2 Materialien/ Reagenzien

e Spektrophotometer Pye Unicam SP 8-100

e Zentrifuge Hettich Universal

e Zentrifuge ,,Biofuge A* der Firma Heraeus, Sepatech

e  Wasserbad mit Thermostat (Gesellschaft fiir Labortechnik mbH & Co.)

¢ Ampullenritzmesser ,,Balduin®

e 1h -Mikroeinmalkiivetten der Firma Ratiolab, Art.-Nr. 1201

e NaCl 0,9% der Firma B. Braun Melsungen AG

e  Phosphatpuffer ,,.Seromed* PBS (Dulbeco) ohne Ca™, Mg**

e destilliertes Wasser (Aqua dest.)

e Triton X der Firma Serva/ Heidelberg

e AAPH (2,2”-Azobis(2-amidinopropane)dihydrochloride)der Firma  Fluka;
Art.-Nr. 56510 (in der Literatur zum Teil auch mit ABAP abgekiirzt)

2.2.1.3 Methode des AAPH-Himolyse-Mikrotests

1. Entnahme der Blutprobe

2. Zentrifugation der Blutprobe (5 Minuten, 3000 Umdrehungen)
Verarbeitung: Nach Zentrifugation und Trennung des Plasmaanteils vom
Zellsediment Zugabe von 4 ml NaCl/ PBS-Gemisch zum Erythrozytensediment
und vollstdndiges Auflosen des Sediments durch Schwenken. Eine weitere
kurzzeitige Aufbewahrung bei 4°C ist jetzt moglich (verschlieBbares
Plastikspitzrohrchen; maximal 24 Stunden)

4. Waschen des Erythrozytensediments: Nach erneutem vollstindigen
Durchmischen Zentrifugation fiir 5 min bei 3000 U/min und Verwerfen des
Uberstandes (scharfes Absaugen)

5. Herstellung einer 0,5%igen Erythrozytensuspension in Reagenzgldsern:
15 pl Erythrozytensediment + 2985 ul PBS-Losung
6. Reaktionsansatz in 3 rundboddigen Glas-Reagenzgliasern (A,B,C):

A und B: 1200 pl 0,5%ige Ery.-Suspension + 1200 ul AAPH (74 mM)
C: 400 pl 0,5%ige Ery.-Suspension + 400 ul NaCl/PBS-Gemisch
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7.

10.

11.

12.

Inkubation des Ansatzes bei 37°C in einem Wasserbad (der Ansatz muf}
vollstindig im Wasser stehen) unter leichtem horizontalen Riitteln bei offenen
Reagenzgldsern (Schutz gegen Kondenswasser mit Alufolie, ohne die
Reagenzgliser vollstiandig zu verschlie3en)

Vorbereitung von ¥2-Mikroeinmalkiivetten zur Extinktionsmessung:

Kiivetten fiir Ansatz A und C: 350 ul  NaCl/PBS-Gemisch 4°C)
Kiivette fiir Ansatz B: 350 ul 0,1%ige Triton X-100 4°C)

(Die Temperaturen dieser beiden Losungen sollten 4°C betragen, um bei Zugabe
der Aliquots aus den Ansitzen einen weiteren Zerfall des AAPH in die aktive
Stufe zu verhindern.)

Aliquotentnahme aus den Ansitzen A,B,C:

Ansatz A und B: Alle 30 min. Entnahme von 350ul Aliquot (nach vorherigem,
gutem Durchmischen durch mehrmaliges Aufziehen mit der
Pipette) direkt in die vorbereiteten Y2-Mikroeinmalkiivetten.

Ansatz C: Gleiche Vorgehensweise, allerdings nur nach 30 und 150 min

Beenden der Entnahmen nach 150 min. (evtl. nach 180 min.)

Zentrifugation der Y¥2-Mikroeinmalkiivetten der Ansitze A und C fiir 5 min bei
3000 U/min

Photometrische Messung der Extinktion aller Ansdtze bei 540 nm nach
Nullabgleich mit NaCl/PBS-Gemisch

Berechnung des Himolysegrades:
EA - EC*

x 100 = Héamolyse in %
EB - EC*

E = Extinktion

A = Ansatz A = Probenwert

B = Ansatz B = Wert der totalen Hamolyse
C = Ansatz C = Negativkontrollwert

C*= Mittelwert von Csgmin. und C;somin. = (C3gmin.+C;somin.)
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Die H 50-Werte, d.h. die Inkubationszeit in Minuten, bei der 50 % der Erythrozyten
himolysiert sind, wurden anhand des Software-Programms GraphPad TM (,,Plot,
analyze data and digitize graphs‘‘; Motulsky H, M.D.; Departement of Pharmacology,

University of California, San Diego) ermittelt.

2.2.2 Bestimmung von Malondialdehyd im Plasma
2.2.2.1 Prinzip der Malondialdehydbestimmung

Die Methode der Malondialdehydbestimmung in kleinen Mengen Plasma (5 pl) beruht
grundsitzlich auf der Arbeit von Fukunaga, Suzuki und Takama 1993.

Das im Plasma vorhandene Malondialdehyd (MDA) wird unter Hitzeeinwirkung bei
einem pH-Wert von 3.5 mit Thiobarbitursdure (TBA) gekoppelt. Dieser TBA-MDA-
Komplex (in der Literatur auch als TBARS bezeichnet = thiobarbituric acid reactive
substances) wird in Butanol extrahiert. Das Butanolextrakt wird iiber die HPLC (high
performance liquid chromatography) getrennt und der TBA-MDA-Komplex mit Hilfe
eines Fluoreszenzdetektors (Extinktion 515 nm, Emission 553 nm) gemessen. Der
Vorteil dieser Methode gegeniiber anderen liegt darin begriindet, dal sie durch den
Einsatz der HPLC und der daran anschlieenden Fluoreszenzdetektion sehr spezifisch

ist.

Es wird ausschlieBlich mit Einwegplastikmaterial gearbeitet, da samtliche Glasgerite

durch Spiilmittelreste mit Aldehyden kontaminiert sein konnten.

2.2.2.2 Materialien/ Reagenzien

e HPLC-System bestehend aus Pumpe (Bischoff, Leonberg), Injektionssystem
(40 pl Schleife, Rheodyne), Sdule (Spherisorb ODS 11, 125 X 4,6 mm, Bischoff,
Leonberg), Fluoreszenzdetektor (RF 535, Shimadzu) und Integrator (LKB
Bromma, 2220 Recording Integrator)

e Eppendorfprobenthermostat (heizbar bis 95°C)

e Zentrifuge ,,Biofuge A“ der Firma

e 1,1,3,3-tetracthoxypropane (TEP; MG 220,3 g) der Firma Fluka, Best.Nr. 86570
e  Methanol Lichrosolv-Qualitit der Firma Merck

e Essigsdure p.a. 100% Eisessig der Firma Merck, Best.Nr. 1.00063
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e Wasser Lichrosolv-Qualitit der Firma Merck oder HPLC-Wasser der Firma
Baker

e Natriumacetat wasserfrei suprapur der Firma Merck, Best.Nr. 1.06264
¢ Diethylenetriamine-pentaacetic acid (DTPA) der Firma Fluka, Best.Nr.
e 2-Thiobarbitursdure der Firma Aldrich, Best.Nr.

e 2 .6-Di-tert-butyl-p-cresol (BHT) der Firma Fluka, Best.Nr.34750

e Ethanol Lichrosolv-Qualitit der Firma Merck

¢ 1-Butanol Lichrosolv-Qualitit der Firma Merck, Best.Nr. 1.01988

e  Acetonitril Lichrosolv-Qualitét

2.2.2.3 Methode der MDA-Bestimmung

Vorbereitung

Das HPLC-Laufmittel (80% Wasser + 20% Acetonitril) herstellen und die Pumpe auf
eine niedrige Forderungsgeschwindigkeit einstellen (z.B. 0,25 ml/min). Anschliefend

den Fluoreszenzdetektor ziinden.

Pufferherstellung

In ein graduiertes 50 ml Nunc-Rohrchen werden zuerst 45 ml Wasser und dann 5 ml
Eisessig gegeben. Anschlieend werden 427 mg Natriumacetat, 20 mg DTPA und
100 mg Thiobarbitursidure hinzugefiigt.

Diese Pufferlosung sollte fiir mindestens 1 Stunde auf dem Roller gemischt werden.

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. Diese Stammstandardlosung

(Konzentration: 51,4 mmol/l) kann bei -20 C etwa 8 Wochen aufbewahrt werden.

50 pl dieser Stammldsung werden in einem Plastikspitzrohrchen mit 4950 ul Wasser
verdiinnt (Losung I; 1:10 verdiinnt; Konzentration: 0,514 mmol/l). 500 pl Losung 1
werden mit 4500 pl Wasser ebenfalls in einem Plastikspitzrohrchen verdiinnt

(Losung II; 1:10 verdiinnt; Konzentration 51,4 pmol/l). 500 ul Losung II werden mit
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4500 ul Wasser verdiinnt (Losung III; 1:10 verdiinnt; Konzentration 5,14 umol/l).

Losung III wird nun noch weiter in Eppendorftubes verdiinnt:

Tabelle 2.1: Herstellung der Standardreihe:

2,57 umol/l | 1,29 pmol/1 0,64 umol/l 0,32 umol/l1 [0,16 umol/I
Losung IIT {500 pl 500 pl 500 pl 500 pl 500 pl
Wasser 500 ul 500 ul 500 ul 500 ul 500 ul

Herstellung der BHT-Losung

100 mg BHT werden in einem Plastikspitzrohrchen in 1 ml Ethanol aufgelost (10 %ige
Losung).

Durchfithrung

In Eppendorfgefilen werden je 5 ul des zu messenden Plasmas, ein Blindwert (Wasser)
und die Standardreihe

(S2: 2,57 umol/l; S3: 1,29 umol/l; S4: 0,64 umol/l, S5: 0,32 umol/l, S6: 0,16 umol/l)
vorgelegt. Mit der Multipette wird zu allen Proben 200 ul des Puffers und dann
wiederum mit einer Multipette 10 ul BHT-Losung gegeben. Die Proben werden
verschlossen, jede Probe kurz gevortext und alle Proben fiir 45 Minuten bei 95°C im
Eppendorfthermostat inkubiert. Wichtig: Wihrend und auch noch einige Zeit nach
dieser Inkubation sollten die Eppendorfprobentubes mit einem schweren Gegenstand
(z.B. einem Buch) beschwert werden, da sich sonst die Deckel dieser Tubes 16sen
konnen.

Nach den 45 Minuten werden die Proben entnommen und zu jeder Probe wird nach dem
Abkiihlen mit einer Multipette 200 pl n-Butanol gegeben. Die Probentubes werden
wieder verschlossen und jede Probe wird fiir 15 Sekunden (Stoppuhr) gevortext. Alle
Proben werden jetzt in der Eppendorfzentrifuge fiir 5 Minuten bei 3000 Umdrehungen
zentrifugiert, je 120 ul der Butanolphase (Uberstand) werden in neue Eppendorfgefifie

abgehoben und diese anschlieBend im Kiihlschrank autbewahrt.
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Die HPLC-Pumpe wird jetzt auf eine Forderungsgeschwindigkeit von 1 ml/min
eingestellt und je 40 pl der Butanolphase injiziert. Der Peak fiir den MDA-TBA-

Komplex erscheint nach einer Retentionszeit von ungefihr 3.6 Minuten.

Berechnung

Die MDA-Konzentrationen in den Plasmaproben werden mit Hilfe der Standardreihe

berechnet.

2.2.3 Bestimmung von lipophilen Antioxidantien (alpha- und
gamma-Tocopherol, Coenzym Q10) im Plasma

2.2.3.1 Prinzip der Tocopherol- und Coenzym Q10-Bestimmung

Die Messungen der lipophilen Antioxidantien Vitamin E (alpha- und gamma-
Tocopherol) und Coenzym Q10 beruhen auf den Arbeiten von Finckh et al. 1995. Diese
Mikromethode erlaubt eine Messung der oben genannten lipophilen Antioxidantien aus
nur 5 ul Plasma mittels High-Performance-Liquid-Chromatography (HPLC). Nach
vorangegangener Extraktion erfolgen eine Auftrennung der Komponenten auf der
HPLC-Séule und anschlieBend deren elektrochemische Detektion. Dazu werden die
redoxaktiven Komponenten zuerst reduziert (Potential: -0.60 V) und im weiteren
Verlauf in der analytischen Zelle bei einem Potential von -0,15 V und +0,60 V wieder

oxidiert und dabei detektiert.

Ein groBler Vorteil dieser Methode besteht neben dem Einsatz von nur 5 ul Plasma in
der Mitfitlhrung der internen Standards gamma-Tocotrienol, Ubiquinol-9 und

Ubiquinone-9 in jeder Probe.

2.2.3.2 Materialien/ Reagenzien

e  HPLC-Pumpe (Pharmacia LBK, Freiburg, Modell 2150)

¢ Injektionssystem (40 ul Schleife, Rheodyne, Cotati, CA)

e SuperPac Pep-S RP C2/C18 Sidule (250 x 4.0 mm, 5 pm PartikelgroBe,
Pharmacia)

e Vorsdule (10 X 4.0 mm, 5 um Partikelgroe, Pharmacia)
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¢ Detektionssystem bestehend aus einem elektrochemischen Detektor (Coulochem
Modell 5100 A oder 5200, ESA, Bedford, MA) verbunden mit einer
Konditionierungszelle (Modell 5020, -0,60 V) und einer analytischen Zelle
(Modell 5011, Elektrode 1 -0,15 V; Elektrode 2 +0,60 V)

e Integrator SP 4270 (Spectra-Physics, Darmstadt)

e Ubiquinone-9 und Ubiquinone-10 der Firma Sigma Chemical Co. (Deisenhofen)

e alpha-Tocopherol, gamma-Tocopherol und gamma-Tocotrienol der Firma Merck
(Darmstadt)

¢ Methanol, Ethanol und 2-Propanol Lichrosolv-Qualitit der Firma Merck

e Lithium-Perchlorat der Firma Fluka (Neu-Ulm)

e 2 .6-Di-tert-butyl-p-cresol (BHT) der Firma Fluka, Best.Nr.34750

e R:M, bestehend aus Reagenzalkohol (5% Propanol, 95% Ethanol) + Methanol

im Verhaltnis 1:1

2.2.3.3 Methode der Tocopherol- und Coenzym Q10-Bestimmung

Vorbereitung

Das Laufmittel wird hergestellt (13,4 mM Lithium-Perchlorat in
Methanol:Ethanol:2-Propanol, 88/24/10, v/v), gut gemischt und mit Helium entgast. Die

Pumpe wird auf eine Forderungsgeschwindigkeit von 1,2 ml/min eingestellt.

Herstellung der Standard-Losungen

Diese Losungen werden hergestellt durch Auflésen der entsprechenden Menge des
puren Standards (Tocopherole, Ubiquinone-9 und Ubiquinone-10) in Ethanol. Die
Standard-Losungen von  Ubiquinol-9 und Ubiquinol-10 werden aus den
korrespondierenden  Ubiquinonen  hergestellt, indem  Sodium-Dithionit als
Reduktionsmittel eingesetzt wird.

Alle Standard-Losungen werden unter Argonstrom verschlossen und bei -20°C in
lichtgeschiitzten Glasflaschchen aufbewahrt. Die Berechnung der Konzentrationen und
die Uberpriifung der Reinheit erfolgt iiber bekannte Extinktionskoeffizienten und

verfiigbare Wellenlidngen.

Herstellung der internen Standards

30



e gamma-Tocotrienol: 1:50 mit Ethanol verdiinnen

e Ubiquinol-9: 1:4 mit Ethanol vorverdiinnen, 1:50 weiterverdiinnen

Auch hier gilt: Lichtgeschiitzte Flaschen verwenden und luftdicht verschlieen!
Beide Standards bei -20°C aufbewahren!

Durchfiihrung

5 pl Plasma werden in einem kleinen, mit Alufolie umwickelten Glasspitzrohrchen
vorgelegt, dann werden 25 pl gamma-Tocotrienol und 25 pl Ubiquinol-9 dazu
pipettiert. Nach Zugabe von 50 ul BHT wird das Rohrchen verschlossen (passende
Schraubverschliisse) und 10 sec gevortext. Dann werden 500 pul Hexan hinzu gegeben
und diesmal fiir 2 min gevortext (Stoppuhr). Nach Zentrifugation (1000g, 5 min, 4°C)
lassen sich 400 ul des Uberstandes abheben (verschlieBbares, mit Alufolie umwickeltes
Plastikspitzrohrchen). Dieser Uberstand wird unter Argonstrom vollstindig eingedampft
und anschlieBend in 40 pul R:M aufgenommen. Davon werden 25 ul in das HPLC-
System eingespritzt (mindestens 30 ul in der Spritze aufziehen!).

Die Peaks des Chromatogramms sollten sich nach folgenden Retentionszeiten

darstellen:

e gamma-Tocotrienol ~ 3,3 min
e gamma-Tocopherol ~ 4,0 min

e alpha-Tocopherol  ~ 4,3 min

e Ubiquinol-9 ~ 7,4 min

e Ubiquinol-10 ~9,7 min

e Ubiquinone-9 ~ 12,0 min

e Ubiquinone-10 ~ 16,5 min
Berechnung

Die Konzentrationen der lipophilen Antioxidantien im Plasma werden bestimmt, indem
die Flache unter dem jeweiligen Peak mit der des entsprechenden internen Standards ins
Verhiltnis gesetzt wird. Dabei dient gamma-Tocotrienol als interner Standard fiir
gamma-Tocopherol und alpha-Tocopherol, Ubiquinol-9 als interner Standard fiir

Ubiquinol-10 und Ubiquinone-9 als interner Standard fiir Ubiquinone-10.
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2.2.4 Bestimmung von Cholesterin im Plasma

Die Messungen der Cholesterinwerte wurden von Frau Gieseking im Labor der
Universitétskinderklinik Hamburg durchgefiihrt.

2.24.1 Prinzip der Cholesterin-Bestimmung

Cholesterin wird photometrisch nach der CHOD-PAP-Methode bestimmt:

Cholesterin -

Cholesterinester + H,0O Cholesterin + RCOOH
Esterase
Cholesterin -

Cholesterin + O, A4-Cholestenon + Hy0O,
Oxidase
Peroxidase -

2 Hy0, + FAMINO- b ol 4-(p-Benzochinon- 4y

phenazon monoimino-)phenazon

2.24.2 Materialien/Reagenzien

e Spektralphotometer (Pye Unicam SP 8-100)

e Wellenldnge 546 nm

e Kiivetten (1 cm Schichtdicke)

¢ Cholesterin-Reagenz (1442350, Boehringer-Mannheim GmbH)

2.24.3 Methode der Cholesterin-Bestimmung

Durchfiihrung

In Reagenzglidser werden je 20 ul Plasma und 2 ml Reagenzlosung pipettiert. Fiir jede

MefBreihe muf3 ein Reagenzien-Leerwert mitgefiihrt werden, der ausschlieBlich 2 ml
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Reagenzlosung enthilt. Der Ansatz wird gut gemischt und dann fiir 10 min bei 20-25°C
inkubiert. Innerhalb von 1 Stunde wird bei einer Wellenlinge von 546 nm die

Extinktion der Probe gegen den Reagenzien-Leerwert gemessen (= Epope)-

Berechnung

Die Konzentration (c) des Cholesterins (in mg/dl) 148t sich direkt aus folgender Formel

berechnen:
¢ = 853 X EProbe

2.2.5 Bestimmung von Coeruloplasmin im Plasma

Die Messungen wurden von Frau Wernicke im Neurochemischen Labor der

Universitétskinderklinik Hamburg durchgefiihrt.

2.2.5.1 Prinzip der Coeruloplasmin-Bestimmung

Die Coeruloplasmin-Konzentration wird mit der radialen Immundiffusion bestimmt.
Dabei werden Agarosegel-Platten eingesetzt, die in der Agargelschicht ein gegen das
Coeruloplasmin gerichtetes Antiserum enthalten. Die Proben werden in die im Agargel
ausgestanzten Auftragstellen eingefiillt. Die antigenhaltige Probe diffundiert
kreisformig (radial) in das Gel und trifft auf den darin enthaltenen Antikorper. Im
Aquivalenzbereich befinden

sich Antigen und Antikorper im Gleichgewicht, d.h. sie liegen in gleichen
Konzentrationen vor, und dadurch bildet sich ein Prizipitatring. Der Durchmesser des

Kreises ist proportional der Antigenkonzentration der Probe.

2.2.5.2 Materialien/Reagenzien

¢ Immundifussionsplatten (NOR—Partigen®, Behring Diagnostika)
¢ Kontrollplasma (NOR-Partigen, Behring Diagnostika)
e Messlineal mit 1/10 mm Einteilung

e  Wertetabelle
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2.2.5.3 Methode der Coeruloplasmin-Bestimmung
Durchfiihrung

Vorbereiten der Platte

Deckfolie des Alubehilters abziehen, Platte entnehmen und gedffnet ca. 5 min bei

Raumtemperatur stehen lassen, wenn in den Auftragsstellen Kondenswasser vorhanden

ist.

Beschicken der Platte

Auftragsstelle 1: 5 ul Kontrollplasma
Auftragsstelle 2-12: 5 ul Patientenprobe

Die 5 pl Plasma jeweils vorsichtig in die Mitte der Auftragsstelle einfiillen, ohne die
Gelschicht zu beschiddigen. Nach dem Auftragen die Platte fest verschlieBen und bei

Raumtemperatur 2 Tage stehen lassen.

Ablesen der Platte

Nach Ablauf der Diffusionszeit von 2 Tagen werden die Prézipitatdurchmesser (D) auf

0,1 mm genau ausgemessen.

Auswertung

Anhand der Kontrollprobe werden die Qualitit der Platte und die Richtigkeit der
Testdurchfiihrung iiberpriift. Der errmittelte Wert muf3 im Vertrauensbereich des
deklarierten Sollwertes liegen, dann konnen die Patientenproben aus der

Bezugswertetabelle abgelesen werden.

2.2.6 Bestimmung der Fettsiuren im Plasma

Die Zusammensetzung der Fettsduren wurde im Neurochemischen Labor der

Universitétskinderklinik Hamburg von Frau Sehringer-Mansour gemessen.
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2.2.6.1 Prinzip der Bestimmung des Spektrums der Fettsauren

Die Fettsduren im Plasma werden mit organischen Losungsmitteln extrahiert und ihre

Zusammensetzung gaschromatographisch bestimmt.

2.2.6.2 Materialien/ Reagenzien

Zentrifuge

Trockenschrank

Wasserbad

Pyrexrohrchen mit Verschluf3
Schliffréhrchen

Stickstoff

Phosphatpuffer Seromed PBS-Dulbeco, Biochrom KG, Berlin
Chloroform (Merck 2445)

Methanol (Merck 6007)
Butylhydroxytoluol BHT (Fluka 34750)
Hexan (Merck 4391)

Interner Standard (0,1 mg/ul) bestehend aus:
19:0 (Alltech, Derefield) und 27:0 (Ultra Scientific, North Kingstone) im
Verhiltnis 1:1

2.2.6.3 Methode der Fettsiuren-Bestimmung

Vorbereitung

Vor dem Versuch miissen folgende Losungen hergestellt werden:
Folch, herzustellen aus Chloroform und Methanol im Verhiltnis 2:1
BHT-Stamml6sung, herzustellen aus 5 g BHT ad 100 ml Methanol

Folch mit 0,05% BHT, herzustellen aus 99 ml Folch und 1 ml
BHT-Stamml6sung

Methanol-Acetylchlorid-Losung: Zu 50 ml Methanol (im Eisbad) tropfenweise
2,8 ml Acetylchlorid zugeben und mindestens 20 min rithren lassen (Nur unter

dem Abzug, heftige Reaktion!).
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Durchfithrung

Zu 10 pl Plasma werden 5 pl interner Standard, 990 ul PBS und 3 ml Folch mit 0,05 %
BHT pipettiert. Der Ansatz wird nach gutem Schiitteln bei 3000 U/min zentrifugiert.
Anschlieend wird die untere Phase in lange Pyrex-Rohrchen iiberfiihrt und unter
Stickstoff bei 40°C im Wasserbad eingedampft. Nach Zugabe von 1 ml Methanol-
Acetylchlorid-Losung und gutem Mischen erfolgt eine einstiindige Inkubation im
Trockenschrank.

Zum abgekiihlten Ansatz werden 5 ml Hexan gegeben und wiederum gut gemischt. Die
obere Phase wird in Schliffrohrchen iiberfiihrt, bei 40°C im Wasserbad unter Stickstoff
eingedampft und dann in 10 bis 30 ul Hexan aufgenommen. 1 pl dieses Ansatzes wird

in den Gaschromatographen eingespritzt.

2.2.7 Bestimmung des Nicht-Transferrin-gebundenen Eisens im
Serum mittels Flammen-Atomabsorptions-Spektrometrie

2.2.7.1 Prinzip der Atomabsorptions-Spektrometrie

Die Bestimmung des Nicht-Transferrin-gebundenen Eisens im Serum erfolgte durch
Komplexbildung des freien Eisens mit Nitrilotriessigsdure (NTA) und nachfolgender

Ultrafiltration modifiziert nach Singh et al. (1990).

Zur Messung des Eisens im Ultrafiltrat wird mittels eines Autosamplers 20ul aus der
Probe in ein elektrisch beheizbares Graphitrohr eingebracht.

Die Temperatur wird automatisch stufenweise gesteigert, so dafl die Prozesse der
Trocknung, thermischer Zersetzung der Matrix und der thermischen Dissoziation in
freie Atome (Atomisierung), nacheinander getrennt ablaufen.Wiahrend der Trocknungs-
und thermischen Zersetzungsvorginge werden Losemittel- und Matrixddmpfe durch
eine Argon-Gasstromung durch das Graphitrohr entfernt. Dieser Gasstrom wird
wihrend der Atomisierung (Temperatur 2500°C) unterbrochen, so dal} die freien Atome
fir mehrere Zehntelsekunden im Lichtstrahl verbleiben und zur Lichtabsorption
angeregt werden.

Diese Absorption wird mit einer Eisen-Hohlkathodenlampe bei einer Wellenldinge von

248,3 nm gemessen.
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2.2.7.2 Materialien/ Reagenzien

e Eppendorf-Pipetten und passende Pipettenspitzen (Saarstedt Niimbrecht)

e  Kunststoffrohrchen und -verschliisse (Greiner Labortechnik)

e Vortex-Mixer

e Zentrifuge ,,.Biofuge A“ der Firma Heraeus, Sepatech

e Ultrafree-MC Millipore Filter-Einheiten = Low Binding Regenerated Cellulose
Ultrafiltration Membrane, 10.000NMWL Filter Unit, 10 mm Durchmesser,
(Millipore Corporation, Bedford, MA01730, USA)

e Gefile zur Messung der Proben im Atomabsorptionsspektrometer

e Nitrilotriessigsdure Trinatriumsalz Hydrat 99%, NTA: N(CH,CO,Na);*H,0,
(Aldrich)

e  Waschlosung aus Salpetersdure 65%, (Merck, Darmstedt) + TritonX 100,
(Merck)

e  Matrixlosung, aus Triton X 100 der Firma Serva, Heidelberg (=1%) + 2 M HNO;
(=0,02 M) in Aqua dst.

e Spiillésung 0,01M Ethylendiamintartraacetat (EDTA)

e Eisenstandardlosung: 120 pg/l FE herzustellen durch Verdiinnen (mittels

Matrixlosung) des Konzentrierten Eisenstandards (Sigma 1000 pgFe/ ml in
1% HCI)

2.2.8 Methode der Bestimmung Nicht-Transferrin-gebundenen
Eisens

Durchfiihrung

Alle GefiBle und Hilfsmittel wurden mit der Trition X 100- und salpetersdurehaltigen
Waschlosung eisenfrei gewaschen.

Das Serum wird im Verhéltnis 1:6 mit der 880 mM NTA-Losung versetzt und gemischt.
Der Ansatz wird im geschlossenen Kunststoff-Rohrchen 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und wird danach in einen Millipore Ultrafree MC Filter
gegeben. Diese Filter mit ihrem Inhalt werden 120 Minuten bei 700 x g (Biofuge A:
3250 U/min) zentrifugiert. Das Ultrafiltrat kann in dem Reaktionsgefall der Filtereinheit

bis zur atomabsorptionsspektrometrischen Messung bei -20°C aufbewahrt werden.
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Fiir die Messung and der AAS werden die Ultrafiltrate und die Eisenstandardlésung im
Verhiltnis 1:10 mit Matrixlosung verdiinnt. Die Standardkurve aus der Standard- und
der Matrixlosung umfaft einen Konzentrationsbereich von 20ug/1 bis 120ug/1 Eisen.

Die Proben konnen mit Matrixlosung soweit verdiinnt werden, bis Thre MeBwerte im

Bereich der Standardkurve liegen.

Auswertung

Die vom MefBgerit ausgegebene Eisenkonzentration im Ultrafiltrat wird mit dem
jeweiligen Verdiinnungsfaktor multipiziert und die vorher zu bestimmende

Konzentration des Eisens in der verwendeten NTA-Losung wird subtrahiert.

2.2.9 Statistische Analysen

Zur statistischen Auswertung fanden Verfahren Anwendung, die nicht auf der Annahme
einer Normalverteilung der Daten beruhten, denn diese konnte nicht nachgewiesen
werden.

Als Grundlage fiir die Berechnungen wurde zuniéchst fiir jeden Parameter die Flache
unter der Kurve fiir den entsprechenden Beobachtungszeitraum ermittelt.

Die Signifikanzanalyse erfolgte durch den Wilcoxon-Matched-Pairs-Test. Zum
Vergleich der beiden Gruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test angewandt.
Korrelationen wurden mit Hilfe des Spearman-Korrelationskoeffizienten berechnet.

Als Rechenprogramm nutzten wir STATISTICA.

2.3 Klinische Methoden

2.3.1 Klinisch angewandte Methode im Kollektiv des ersten
Studienteils

Die klinischen Daten zur Darstellung des Krankheitsverlaufes des ersten
Patientenkollektives wurden fiir die Lebenstage 1, 3, 7, 14, 21, 28 und Entlassungstag
von der Kinderintensivstation unter Verwendung der klinischen Scores SNAP (Score
for Neonatal Acute Physiology) und NTISS (Neonatal Therapeutic Intervention Scoring
System) mit Integration von pré-, peri- und postnatalen Risikofaktoren, erhoben. Dazu
benutzen wir wie bereits in der Pilotstudie verwendete Fragebogen (s. Anhang).

Der SNAP-Score umfasst 26 Parmeter aus den Bereichen Respiration, Herz-Kreislauf,

Neurologie, sowie Blut- und Urinbefunde.
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Entwickelt wurde er zur Vorhersage der neonatalen Mortalitit. Es werden innerhalb der
ersten 24 Lebensstunden sdmtliche Organsysteme bewertet und schwere Entgleisungen
objektiviert.

Wir nutzten den SNAP-Score mit dem Wissen, dass die Nutzung iiber 24 Stunden
hinaus weniger eine Aussage iiber das Mortalitéitsrisiko ermdoglicht, als eine objektive
Beurteilung des klinischen Zustandes des Patienten unter intensivmedizinischen
MaBnahmen.

Trotzdem bietet der SNAP, wie der NTISS die Moglichkeit den klinischen Verlauf
anhand von absoluten Punktwerten zu erfassen und sie mit den biochemischen
Parametern korrelieren zu kdnnen.

In klinischen Studien wurde der SNAP im Verlauf der ersten Lebenswoche erhoben
(Richardson et al. 1993; Kling et al. 1997, Meadow et al. 2002). Von der Arbeitsgruppe,
die den Score entwickelt hat, wurde betont, dass dies sinnvoll sein koOnnte, da
Komplikationen und am Aufnahmetag nicht absehbare Folgen erfasst werden konnten.
Der klinische Score NTISS umfasst 61 Parameter aus den Bereichen Respiration, Herz-
Kreislauf, Medikation, Stoffwechsel, Erndhrung, Transfusion und medizinische
Eingriffe.

Ebenso wie mit dem SNAP ldsst sich mit dem NTISS der momentane Zustand des
Patienten und der Krankheitsverlauf durch ein Punktesystem objektivieren. Da der
NTISS als Schwerpunkt den therapeutischen Aufwand widerspiegelt, stellt er eine gute
Ergénzung zum SNAP dar. Durch den Einsatz beider Scores wird die Vorhersagekraft
beider gesteigert. Hierbei steht ein hoher Punktwert fiir die schwere der Erkrankung
(Gray et al. 1992, Douglas et al.1993).

2.3.2 Klinisch angewandte Methode im Kollektiv des zweiten
Studienteils

Aufgrund des sehr variablen Zeitpunktes der Blutentnahme zur Bestimmung freien

nicht-Transferrin-gebundenen Eisens und aufgrund des inhomogenen

Patientenkollektives beziiglich des Alters und des klinischen Verlaufes, beschrinkten

wir die klinische Datenerhebung auf wenige Parameter aus den Bereichen Erndhrung

mit und ohne Eisensupplementation, Blutbefunden, sowie das klinische Outcome mit

Diagnoseerhebung.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der klinischen Scores NTISS und SNAP mit Bezug auf
den pro-/ antioxidativen Status

Es wurde die untersuchten Frithgeborenen in drei Kollektive eingeteilt und diese jeweils
gesondert betrachtet. Das erste Kollektiv besteht aus Kindern von denen wir die Daten
aus dem ersten und dritten Lebenstag erheben konnten (n= 32). Das zweite Kollektiv
fasst jene Kinder zusammen, von denen wir die Daten des ersten, dritten und
7. Lebenstag erheben konnten (n= 28). Das dritte Kollektiv besteht aus Kindern von

denen wir die Daten des ersten, dritten, 7. und 14. Lebenstag erheben konnten (n= 8).

3.1.1 Zusammenhang der klinischen Scores NTISS und SNAP mit
Geburtsgewicht und Gestationsalter im ersten Kollektiv

Am ersten und 3. Lebenstag zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen der Reife
der Probanden, sowie deren Geburtsgewicht mit dem SNAP-Score und dem NTISS-

Score. Beide Scores nahmen mit zunehmendem Gewicht und zunehmender Reife der

Patienten ab.

NTISS vs. SNAP vs.
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Abbildung 3.1: NTISS- und SNAP-Score am ersten und 3. Lebenstag in Bezug auf das Gestationsalter im

ersten Kollektiv.
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Abbildung 3.2: NTISS- und SNAP-Score am ersten und 3. Lebenstag in Bezug auf das Geburtsgewicht

im ersten Kollektiv.
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3.1.2 Darstellung der klinischen Scores und der pro-/ antioxidativen
Parameter im Verlauf im ersten Kollektiv

Beim Vergleichen der Scores SNAP und NTISS zeigen beide eine signifikant

niedrigere Punktzahl am 3. im Vergleich zum 1. Lebenstag.

NTISS SNAP
45 24
40 n=32 22 n=32
p<0,001 20 p = 0,002
£ 18
30 16
o5 14 .:
a 12
20 a 10 o
15 8
10 g
4
2 2
0
1. Lebenstag 1. Lebenstag
3. Lebenstag 3. Lebenstag

Abbildung 3.3: NTISS und SNAP im Vergleich 1. zu 3. Lebenstag im ersten Kollektiv.
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Des Weiteren imponierte ein Abfall des Hidmatokrits in den ersten drei Lebenstagen,

sowie ein Anstieg des Bilirubins.

Hamatokrit (%)

80
n= 32
70 p= 0,00001

60

50

40

30

20

10

1. Lebenstag 3. Lebenstag

Abbildung 3.4: Himatokrit im Vergleich 1. zu 3. Lebenstag im ersten Kollektiv.

Bilirubin (mg/dL)
10 T

o

n= 32
ot l p < 0,00001

1.Lebenstag 3.Lebenstag

Abbildung 3.5: Bilirubin (mg/dL) im Vergleich 1. zu 3. Lebenstag im ersten Kollektiv.
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Das Coeruloplasmin stieg im Vergleich erster zu drittem Lebenstag an, ebenso das

Cholesterin.

Coeruloplasmin (mg/dL)

90

80 n=32

p= 0,0006
70 f
60 |
50t
40 f

30¢
20
0 [ = ]

1.Lebenstag 3.Lebenstag

Abbildung 3.6: Coeruloplasmin (mg/dL) im Vergleich 1. zu 3. Lebenstag im ersten Kollektiv.
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Abbildung 3.7: Cholesterin (mg/dL) im Vergleich 1. zu 3. Lebenstag im ersten Kollektiv.

44



Vitamin E, unterschieden in alpha- und gamma-Tocopherol zeigte im Vergleich erster

zu drittem Lebenstag einen signifikanten Anstieg.

Tocopherole (umol/l)

alpha- Tocopherol (umol/l) gamma-Tocopherol (umol/l)
8
10
n=32 7 n= 32
p= 0,026 p= 0,006
8 6
5
6
4
4 3
o | =] »
2
| 1 o
. — .
1.Lebenstag 1.Lebenstag
3.Lebenstag 3.Lebenstag

Abbildung 3.8: Alpha- und gamma-Tocopherol im Vergleich 1. und 3. Lebenstag im ersten Kollektiv.

Bei der quantitativen Bestimmung des Coenzym Q10 gab es keine signifikante
Differenz zwischen dem ersten und dritten Lebenstag innerhalb des ersten Kollektivs,
ebenso bei der qualitatitiven Differenzierung zwischen der oxidierten und reduzierten

Form.
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3.1.3 Graphische Darstellung der Scores SNAP und NTISS in
signifikanter Korrelation zu den ermittelten pro-/
antioxidativen Parametern im ersten Kollektiv

Es zeigt sich bei der Betrachtung der gemessenen antioxidativen Parameter eine

negative Korrelation zu den klinischen Scores SNAP und NTISS am ersten und dritten

Lebenstag.

Mit steigendem Bilirubinspiegel kam es zu einem signifikanten Abfall des NTISS-
Scores am 1. und 3. Lebenstag. Das Gleiche gilt fiir den SNAP-Score am 1. Lebenstag,

der 3. Lebenstag zeigte keine rechnerische Relevanz.

NTISS vs. Bilirubin (mg/dL) SNAP vs. Bilirubin (mg/dL)

“a_ 1. Lebenstag p< 0,003 e 1. Lebenstag
45 a3, Lebenstag 0<0,024

NTISS
SNAP

01 2 3 45 6 7 8 9 10
Bilirubin (mg/dL) Bilirubin (mg/dL)

Abbildung 3.9: Signifikanter Abfall von NTISS und SNAP mit steigendem Bilirubinspiegel am

1. Lebenstag, sowie von NTISS am 3. Lebenstag im ersten Kollektiv.
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Mit steigendem Héadmatokrit kommt es am 1. und 3. Lebenstag zu einem signifikanten
Abfall des NTISS-Scores. Der SNAP-Score zeigt hier keine rechnerische Relevanz.

NTISS vs. Hamatokrit (%)

e, 1. Lebenstag p<0,01
. 3. Lebenstag p<0,006

45

NTISS

25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
Hamatokrit

Abbildung 3.10: Abfall des NTISS mit steigendem Hématokrit (%) am 1. und 3. Lebenstag im ersten
Kollektiv.
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Am ersten Lebenstag boten die Patienten mit einem hoheren Cholesterinspiegel einen
signifikant niedrigeren SNAP-Score, als die Patienten mit niedrigem Cholesterinspiegel.

Der 3. Lebenstag blieb hier ohne rechnerische Relevanz.

NTISS vs. Cholesterin (mg/dL) SNAP vs. Cholesterin (mg/dL)
am 1. Lebenstag am 1. Lebenstag
45 20
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6
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Abbildung 3.11: Signifikanter Abfall des SNAP- und NTISS-Scores mit steigendem Cholesterinspiegel

am 1. Lebenstag im ersten Kollektiv.
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Bei Betrachtung des Coenzym 10 bot sich am 3. Lebenstag ein abfallender NTISS-
Score mit steigendem Coenzym Q10-Spiegel, sowohl des gesamt detektierten Coenzym
QI10, als auch in der Berechnung auf die lipophile Bezugsgrofle Cholesterin. Der erste

Lebenstag blieb ohne rechnerische Relevanz.

NTISS vs. Coenzym Q10 am 3. Lebenstag

NTISS vs. Coenzym Q10 gesamt NTISS vs. Coenzym Q10 gesamt
(umol/1) (umol/mmol Cholesterin)
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) )
o 2 7]
2 20 2
15
10
5
0 0
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
Q10 gesamt (pmol/ mmol
Q10 gesamt (umol/l) Cholesterin)

Abbildung 3.12: Signifikanter Abfall des NTISS-Scores mit steigenden Coenzym Q10-Werten am 3.

Lebenstag im ersten Kollektiv.
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Des Weiteren bot sich am ersten Lebenstag ein signifikanter Abfall SNAP-Scores bei
steigenden Coemzym Q10-Werten. Hier blieb der 3. Lebenstag ohne rechnerische

Relevanz.

SNAP vs. Coenzym Q10 gesamt (umol/l)
am 1. Lebenstag
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Abbildung 3.13: Signifikanter Abfall des SNAP-Scores bei steigenden Coenzym Q10-Werten am 1.
Lebenstag in der Gruppe 1.-3. Lebenstag.
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Bei Betrachtung des reduzierten Coenzym Q10-Anteils zeigte sich ein Abfall des SNAP

und NTISS-Scores am ersten Lebenstag mit steigendem Coenzym Q10-Level. Dies gilt

fiir den gesamten Anteil Coenzym Q10, sowie in der Berechnung auf die lipophile

BezugsgroBe Cholesterin.

NTISS vs. reduziertes Coenzym Q1(
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Abbildung 3.14: Signifikanter Abfall von NTISS am 1. Lebenstag bei steigendem reduzierten Anteil

Coenzym Q10 gesamt, sowie bezogen auf die lipophile Bezugsgrofie Cholesterin im ersten Kollektiv.
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Abbildung 3.15: Signifikanter Abfall von SNAP am 1. Lebenstag bei steigendem reduzierten Anteil

Coenzym Q10 gesamt, sowie bezogen auf die lipophile Bezugsgrofie Cholesterin im ersten Kollektiv.

52



Am 3. Lebenstag zeigte sich bei Betrachtung des reduzierten Anteil Coenzym Q10,
prozentual gesehen, ein signifikanter Abfall des SNAP mit steigender Prozentzahl. Der

1. Lebenstag blieb rechnerisch ohne Relevanz.

SNAP vs. reduziertes Coenzym Q10 (%) am 3. Lebenstag
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Abbildung 3.16: Signifikanter Abfall von SNAP am 3. Lebenstag mit steigendem reduzierten Anteil
Coenzym Q10 (%) im ersten Kollektiv.
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Am ersten Lebenstag boten die Patienten mit einem hoheren Spiegel an alpha-
Tocopherol einen signifikant niedrigeren SNAP-Score. Hier blieb der 3. Lebenstag

rechnerisch irrelevant.

SNAP vs. alpha- Tocopherol (pmol/l) am 1. Lebenstag
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Abbildung 3.17: Abfallender SNAP-Score mit steigendem alpha-Tocopherol-Spiegel am 1. Lebenstag im

ersten Kollektiv.
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3.1.4 Zusammenhang der klinischen Scores NTISS und SNAP mit
Geburtsgewicht und Gestationsalter im zweiten Kollektiv

Beim NTISS-Score konnten wir wie bereits zuvor im ersten Kollektiv (1.-3. Lebenstag)
an allen untersuchten Tagen einen signifikanten Abfall bei zunehmender Reife, sowie

bei steigendem Geburtsgewicht der Patienten beobachten.

NTISS vs. Schwangerschaftswoche
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. 3. Lebenstag p= 0,0001
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Abbildung 3.18: NTISS-Score und Schwangerschaftswoche am 1., 3. und 7. Lebenstag im zweiten
Kollektiv.
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Abbildung 3.19: NTISS-Score und Geburtsgewicht am 1., 3. und 7. Lebenstag im zweiten Kollektiv.

Des Weiteren kam es am 3. und 7. Lebenstag zu einem signifikanten Abfall des
SNAP-Scores mit steigendem Gestationsalter sowie einen signifikanten Abfall mit

steigendem Geburtsgewicht am 7. Lebenstag.

SNAP vs. Schwangerschaftswoche
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Abbildung 3.20: SNAP-Score und Schwangerschaftswoche am 3. und 7. Lebenstag im zweiten Kollekitv.
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SNAP

SNAP vs. Geburtsgewicht (g) am 7. Lebenstag
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Abbildung 3.21: SNAP-Score und Geburtsgewicht am 7. Lebenstag im zweiten Kollektiv.
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.5 Darstellung der pro-/ antioxidativen Parameter im Verlauf im

zweiten Kollektiv

Hématokrit zeigte an allen 3 untersuchten Lebenstagen einen signifikanten Abfall.

Hamatokrit (%)
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Abbildung 3.22: Hamatokrit (%) am 1., 3. und 7. Lebenstag im zweiten Kollektiv.
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Der Bilirubinwert (mg/dL) stieg am 3. und 7. Lebenstag im Vergleich zum 1. Lebenstag

signifikant an. Der 3. Lebenstag bot keinen signifikanten Unterschied zum 7. Lebenstag.

Bilirubin (mg/dL)
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Abbildung 3.23: Bilirubin am 1., 3. und 7. Lebenstag im zweiten Kollektiv.
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Die Radikalresistenz der Erythrozyten im ABAP-Hidmolysetest nahm am 7. Lebenstag
im Vergleich zum 1. und 3. Lebenstag signifikant zu. Der 3. Lebenstag bot keinen

rechnerisch signifikanten Unterschied zum 1. Lebenstag.
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Abbildung 3.24: Radikalresistenz der Erythrozyten am 1., 3. und 7. Lebenstag im zweiten Kollektiv.
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Das akute-Phase-Protein Coeruloplasmin (mg/dl) bot am 3. und 7. Lebenstag einen
rechnerisch signifikanten Anstieg im Vergleich zum ersten Lebenstag. Der Vergleich 3.

zum 7. Lebenstag blieb rechnerisch irrelevant.
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Abbildung 3.25: Coeruloplasmin am 1., 3. und 7. Lebenstag im zweiten Kollektiv.
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Die Cholesterinwerte stiegen mit zunehmendem Alter der Patienten signifikant an.

Cholesterin (mg/dL)
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Abbildung 3.26: Cholesterinspiegel am 1., 3. und 7. Lebenstag im zweiten Kollektiv.



Bei Betrachtung des alpha-Tocopherols in der Gesamtmenge (umol/l) zeigte sich ein
signifikanter Anstieg an allen untersuchten Lebenstagen. Bezogen auf die lipophile
BezugsgroBe Cholesterin (umol/mmol Cholesterin) bot der 7. Lebenstag signifikant
hohere Spiegel im Vergleich zum 1. und 3. Lebenstag. Der Vergleich erster zu

3. Lebenstag war rechnerisch nicht relevant.

alpha- Tocopherol
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Abbildung 3.27: alpha-Tocopherolspiegel als Gesamtmenge und berechnet auf die entsprechende

Cholesterinmenge am 1., 3. und 7. Lebenstag im zweiten Kollektiv.
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Die gleichen Ergebnisse bot das gamma-Tocopherol: Die Betrachtung der
Gesamtmenge zeigte einen signifikanten Anstieg an allen 3 untersuchten Lebenstagen,
sowie bezogen auf das Cholesterin einen signifikanten Anstieg am 7. Lebenstag im
Vergleich zum 1. und 3. Lebenstag, wogegen der erste und 3. Lebenstag im

Gruppenvergleich rechnerisch keinen Unterschied ergab.

gamma-Tocopherol
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Abbildung 3.28: gamma-Tocopherol in der Gesamtmenge, sowie bezogen auf die lipophile Bezugsgrofie

Cholesterin am 1., 3. und 7. Lebenstag im zweiten Kollektiv.
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Das Coenzym Q10 zeigte in der Gesamtmenge, sowie in der Berechnung auf die

lipophile Bezugsgroe Cholesterin einen signifikanten Anstieg vom 1. zum 7.

Lebenstag, sowie vom 3. zum 7. Lebenstag.
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Abbildung 3.29: Coenzym Q10-Levels bezogen auf die lipophile Bezugsgrofle Cholesterin am 1., 3. und

7. Lebenstag im zweiten Kollektiv.
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Entsprechendes gilt fiir die Betrachtung des reduzierten Coenzym Q10-Anteils.
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Abbildung 3.30: Reduzierter Anteil der Coenzym Q10-Levels bezogen auf die lipophile Bezugsgrofe

Cholesterin am 1., 3. und 7. Lebenstag im zweiten Kollektiv.

Der oxidierte Anteil des Coenzym Q10 ergab im Verlauf keine signifikante Korrelation.
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3.1.6 Graphische Darstellung der Scores SNAP und NTISS in
signifikanter Korrelation zu den pro-/ antioxidativen
Parametern im zweiten Kollektiv

An allen drei untersuchten Lebenstagen zeigte sich ein abfallender NTISS-Score bei

steigendem Bilirubinspiegel in der untersuchten Gruppe.

NTISS vs. Bilirubin (mg/dL)

e, NTISS- Score am 1. Lebenstag p< 0,002
O, NTISS- Score am 3. Lebenstag p< 0,006
S, NTISS- Score am 7. Lebenstag p< 0,001

45

NTISS

0 2 4 6 8 10 12 14
Bilirubin (mg/dL)

Abbildung 3.31: NTISS-Score und Bilirubinspiegel im zweiten Kollektiv.
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Bei Betrachtung des Hamatokrits (%), bot sich am 7. Lebenstag ein signifikanter Abfall
des NTISS-Score bei steigendem Hamatokrit. Der erste und 3. Lebenstag zeigte keinen

rechnerisch relevanten Zusammenhang.

NTISS vs. Hamatokrit (%) am 7. Lebenstag
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Abbildung 3.32: NTISS-Score und Hamatokrit (%) am 7. Lebenstag im zweiten Kollektiv.

Beziiglich des Cholesterins (mg/dL) zeigte sich ein abfallenden SNAP-Score mit
steigendem Cholesterinspiegel am ersten Lebenstag. Der 3. und 7. Lebenstag blieben

ohne rechnerische Relevanz.

SNAP vs. Cholesterin (mg/dL) am 1. Lebenstag
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Abbildung 3.33: SNAP-Score und Cholesterin (mg/dL) am 1. Lebenstag im zweiten Kollektiv.
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Mit steigenden Coenzym QI10-Werten zeigte sich am 3. und 7. Lebenstag ein

abfallender NTISS-Score. Der erste Lebenstag blieb ohne rechnerische Relevanz.

NTISS

45

NTISS vs. Coenzym Q10 gesamt (umol/l)

i, NTISS- Score am 3.Lebenstag p< 0,006
“» NTISS- Score am 7. Lebenstag p< 0,033
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Abbildung 3.34: NTISS-Score und Coenzym Q10-Level am 3. und 7. Lebenstag im zweiten Kollektiv.

Ebenfalls bot sich ein abfallender SNAP-Score mit steigendem Coenzym Q10-Spiegel

am ersten Lebenstag. Hier blieben der 3. und der 7. Lebenstag ohne rechnerische

Relevanz.
SNAP vs. Coenzym Q10 gesamt (umol/l)
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Abbildung 3.35: SNAP-Score und Coezym Q10 gesamt (umol/l) am 1. Lebenstag im zweiten Kollektiv.
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Einen fallenden NTISS-Score mit steigendem CoenzymQ10-Spiegel am 3. und 7.

Lebenstag ergab die Berechnung auf die lipophile Bezugsgrée Cholesterin.

NTISS vs.Coenzym Q10 gesamt (umol/mmol Cholesterin)
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Abbildung 3.36: NTISS-Score und Coenzym Q10 bezogen auf die lipophile Bezugsgrofle Cholesterin

(umol/mmol Cholesterin) am 3. und 7. Lebenstag im zweiten Kollektiv.

Mit steigendem Anteil reduzierten Coenzym Q10 beobachteten wir am ersten und 3.

Lebenstag einen signifikanten Abfall des NTISS-Scores.

NTISS vs. reduzierter Anteil Coenzym Q10 (umol/l)
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Abbildung 3.37: NTISS-Score und reduzierter Anteil des Coenzym Q10 am 1. und 3. Lebenstag im

zweiten

Kollektiv.
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Der SNAP-Score zeigte am ersten Lebenstag einen signifikanten Abfall mit steigendem
Anteil des reduzierten Coenzym Q10 in der Gesamtmenge (umol/l), sowie berechnet
auf die lipophile Bezugsgrofle Cholesterin (umol/mmol Cholesterin). Der 3. und 7.

Lebenstag blieben ohne rechnerische Relevanz.

SNAP vs. reduziertes Coenzym Q10 am 1. Lebenstag

SNAP vs. Coenzym Q10 reduziert

SNAP vs. reduziertes Coenzym Q10 (umol/l) (umol/mmol Cholesterin)
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Abbildung 3.38: SNAP-Score und reduziertes Coenzym Q10 in der Gesamtmenge (umol/l), sowie

berechnet auf den Cholesterinspiegel (umol/mmol Cholesterin) am 1. Lebenstag im zweiten Kollektiv.
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Auch der NTISS-Score bot einen signifikanten Abfall bei steigendem Anteil des
reduzierten Coenzym Q10 bezogen auf die lipophile GroBe Cholesterin am ersten

Lebenstag. Der 3. und 7. Lebenstag blieben ohne rechnerische Relevanz.

NTISS vs. Coenzym Q10 reduziert (umol/mmol
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Abbildung 3.39: NTISS-Score und reduziertes Coenzym Q10-Level in bezug auf die lipophile

BezugsgroBie Cholesterin (umol/mmol Cholesterin) am 1. Lebenstag im zweiten Kollektiv.

Eine rechnerische Relevanz bot ein abfallender SNAP-Score hinsichtlich eines

steigenden Anteils reduzierten Coenzym Q10 (%) gerechnet am 3. Lebenstag.

SNAP vs. reduziertes Coenzym Q10 (%) am 3. Lebenstag
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Abbildung 3.40: SNAP-Score und reduziertes Coenzym Q10 (%) am 3. Lebenstag im zweiten Kollektiv.
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Einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem oxidierten Anteil des Coenzym Q10
in dieser Gruppe wies lediglich der NTISS-Score am 7. Lebenstag auf.
Es zeigt mit steigendem oxidierten Anteil Coenyzm Q10 bezogen auf die Bezugsgrof3e

Cholesterin einen abfallenden NTISS-Score.

NTISS vs. Coenzym Q10 oxidiert (umol/mmol Cholesterin)
am 7. Lebenstag
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Abbildung 3.41: NTISS-Score und oxidierter Anteil des Coenzym Q10-Levels am 7. Lebenstag im

zweiten Kollektiv.
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Bei Betrachtung des alpha-Tocopherols zeigte sich am 7. Lebenstag ein signifikanter
Abfall des SNAP- und des NTISS-Scores bei steigendem alpha-Tocopherolspiegel.

Der erste und 3. Lebenstag blieben ohne rechnerische Relevanz.

NTISS und SNAP vs. alpha-Tocopherol (umol/l) am 7. Lebenstag
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Abbildung 3.42: NTISS- und SNAP-Score und alpha-Tocopherol (umol/l) am 7. Lebenstag im zweiten
Kollektiv.
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Des Weiteren zeigte sich eine Signifikanz beziiglich des NTISS-Scores und dem
alpha-Tocopherol bezogen auf die lipophile BezugsgroBe Cholesterin am 7. Lebenstag.

Der erste und 3. Lebenstag blieben auch hier ohne rechnerische Relevanz.

NTISS vs. alpha- Tocopherol (umol/mmol Cholesterin)
am 7. Lebenstag
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Abbildung 3.43: NTISS-Score und alpha-Tocopherol am 7. Lebenstag im zweiten Kollektiv.
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Bei Betrachtung des gamma-Tocopherols bot sich am 7. Lebenstag ein signifikanter
Anstieg des SNAP-Scores bei steigendem gamma-Tocopherolspiegel, bezogen auf
Cholesterin (umol/mmol Cholesterin), sowie im absoluten Wert (umol/l).

Der erste und 3. Lebenstag blieben ohne rechnerische Relevanz.

SNAP- Score vs. gamma- Tocopherol am 7. Lebenstag
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Abbildung 3.44: SNAP-Score und gamma-Tocopherol absolut (umol/l) sowie bezogen auf den

Cholesterinspiegel (umol/mmol Cholesterin) am 7. Lebenstag im zweiten Kollektiv.
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3.1.7 Zusammenhang der klinischen Scores NTISS und SNAP mit
Geburtsgewicht und Gestationsalter im 3. Kollektiv

Im kleineren Kollektiv kam es an allen untersuchten Tagen zu einem abnehmenden
NTISS-Score mit zunehmender Reife der Patienten.

Dies galt fiir den SNAP-Score nur am 7. und 14. Lebenstag, der erste und dritte
Lebenstag blieb ohne rechnerische Signifikanz.

Der NTISS-Score zeigte ebenfalls einen Abfall bei steigendem Geburtsgewicht am 3., 7.
und 14. Lebenstag. Diese Beobachtung konnte fiir den SNAP-Score lediglich am 14.
Lebenstag gemacht werden. Auch hier blieben die weiteren untersuchten Tage ohne

rechnerische Relevanz.
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Abbildung 3.45: NTISS-Score mit zunehmender Reife des Kollektives, sowie zunehmendem

Geburtsgewicht im dritten Kollektiv.
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Abbildung 3.46: SNAP-Score mit zunehmender Reife der Patienten und zunehmendem Geburtsgewicht.
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3.1.8 Graphische Darstellung der Scores sowie der weiteren erfassten
pro-/ antioxidativen Parameter im Verlauf beim dritten
Kollektiv

Bei Betrachtung des SNAP- und des NTISS-Scores im Gruppenvergleich fiel auf, dass

der SNAP-Score am 14. Lebenstag signifikant niedriger als am 1. Lebenstag ausfiel.

Der SNAP-Score zeigte hier die im Mittel hochste Punktzahl am 1. Lebenstag, wie auch

in den anderen untersuchten Kollektiven. Der NTISS-Score fiel am 14. Lebenstag

signifikant niedriger aus, als am 3. Lebenstag und hat die hochste mittlere Punktzahl am

3. Lebenstag in diesem Kollektiv.
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Abbildung 3.47: NTISS- und SNAP-Score an allen 4 untersuchten Lebenstagen im dritten Kollektiv.
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Bei Betrachtung des antioxidativen Parameters Bilirubin zeigt sich im Rahmen der
physiologischen postnatalen Umstellungsprozesse ein entsprechender signifikanter
Anstieg des Bilirubins am 3., 7. und 14. Lebenstag im Vergleich zum 1. Lebenstag,
sowie ein signifikanter Abfall des Bilirubins am 14. Lebenstag im Vergleich zum

7. Lebenstag.
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Abbildung 3.48: Bilirubin (mg/dL) am 1., 3., 7. und 14. Lebenstag im dritten Kollektiv.
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Der Hiamatokrit (%) zeigte einen Abfall am 3., 7. und 14. Lebenstag verglichen mit dem

ersten Lebenstag, sowie einen signifikanten Abfall vom 7. zum 14. Lebenstag.
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Abbildung 3.49: Hamatokrit (%) am am 1., 3., 7. und 14. Lebenstag im dritten Kollektiv.
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Die Radikalresistenz des Erythrozyten, gemessen im ABAP-Hé@molyse Testverfahren
bot eine signifikant hohere Radikalresistenz der Erythrozyten am 7. und 14. Lebenstag,

verglichen mit der Radikalresistenz am ersten und 3. Lebenstag.
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Abbildung 3.50: Radikalresistenz der Erythrozyten (min) am 1., 3., 7. und 14. Lebenstag im dritten
Kollektiv.
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Coeruloplasmin, als akute-Phase-Protein mit antioxidativer Eigenschaft, bot am 7. und
14. Lebenstag signifikant hohere Spiegel im Vergleich zum ersten Lebenstag. Des
Weiteren kam es zu signifikant hoheren Spiegeln am 14. Lebenstag, verglichen mit dem

7. Lebenstag.
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Abbildung 3.51: Coeruloplasmin-Werte (mg/dL) am 1., 3., 7. und 14. Lebenstag im dritten Kollektiv.
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Bei Betrachtung des alpha-Tocopherols bezogen auf die lipophile BezugsgrofBe

Cholesterin (umol/mmol Cholesterin) zeigte sich ein signifikanter Anstieg vom ersten

und 3. Lebenstag zum 14. Lebenstag.

alpha-Tocopherol in der Gesamtmenge (umol/l) bot einen signifikanten Anstieg vom

ersten Lebenstag zum 14. Lebenstag, sowie vom 3. Lebenstag zum 7. und 14. Lebenstag

und vom 7. zum 14. Lebenstag.

Beide Vergleichsparameter zeigten am 3. Lebenstag den niedrigsten mittleren

alpha-Tocopherolspiegel (3,2 pmol/mmol Cholesterin und 9,1 pmol/l).
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Abbildung 3.52: alpha-Tocopherol (umol/l), sowie alpha-Tocopherol bezogen auf die lipophile

BezugsgroBe Cholesterin (umol/mmol Cholesterin) im dritten Kollektiv.
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Bei Betrachtung des gamma-Tocopherols bezogen auf die lipophile Bezugsgrofle
Cholesterin (umol/mmol Cholesterin) bot sich am 7. und 14. Lebenstag ein signifikanter
Anstieg im Vergleich zum ersten Lebenstag, sowie am 14. Lebenstag ein signifikanter
Anstieg im Vergleich zum 3. Lebenstag.

Das gamma-Tocopherol in der Gesamtmenge stieg mit dem Lebensalter der Patienten

signifikant an allen 4 untersuchten Lebenstagen (1., 3., 7. und 14. Lebenstag) an.
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Abbildung 3.53: gamma-Tocopherol (umol/mmol Cholesterin und umol/l) im dritten Kollektiv.
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Coenzym Q10 gesamt (umol/l) zeigte im Vergleich zum ersten und 3. Lebenstag am

7. und 14. Lebenstag einen signifikanten Anstieg.

Coenzym Q10

Coenzym Q10 gesamt (umol/l) Coenzym Q10 gesamt
(umol/ mmol Cholesterin)
1,20 0,24
1.00F 47T p=0,017 0,20 f 1/7.LT p=0,012
1./14.LT p=0,017 3./7.LT p=0,036
3./7.LT p=0,025 sonstige p> 0,05
Ceg 3./14.LT p=0,017 gl
sonstige p> 0,05
0,60 0,12 o
a
0,40 = | o I 0,08
o
. |
0,20 a 0,04 . .
T o
0,00 » 0,00 »
1. Lebenstag 7. Lebenstag 1. Lebenstag 7. Lebenstag
3. Lebenstag 14. Lebenstag 3. Lebenstag 14. Lebenstag

Abbildung 3.54: Coenzym Q10 in der Gesamtmenge (umol/l), sowie bezogen auf die lipophile
BezugsgroBe Cholesterin (umol/mmol Chol.) im dritten Kollektiv.
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Bei weiterer Betrachtung des Coenzym Q10 (%) bot sich ein signifikanter Anstieg des
oxidierten Anteils vom 7. auf den 14. Lebenstag und ein signifikanter Abfall des
reduzierten Anteils vom 7. auf den 14. Lebenstag. Weitere Gruppenvergleiche blieben

ohne rechnerische Relevanz.

Coenzym Q10 reduziert (%) Coenzym Q10 oxidiert (%)
7.14.LT p= 0,043 7.LT/14.LT p= 0,043
100 sonstilge p>0,05 100 sonstige p> 0,04
I o
80 o 80
a

60 o 60
40 40

o

20 20 o
o o
0
1. Lebenstag 7. Lebenstag 1. Lebenstag 7. Lebenstag
3. Lebenstag 14. Lebenstag 3. Lebenstag 14. Lebenstag

Abbildung 3.55: Oxidiertes und reduziertes Coenzym Q10 (%) im dritten Kollektiv.
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3.1.9 Graphische Darstellung der Scores SNAP und NTISS in
signifikanten Korrelationen zu den pro-/ antioxidativen

Parametern im 3. Kollektiv

Mit steigendem Hiadmatokrit (%) imponierte ein signifikanter Abfall des SNAP-Scores

am 7. und 14. Lebenstag. Ebenso bot der NTISS-Score am 14. Lebenstag einen

signifikanten Abfall mit steigendem Hédmatokrit. Der SNAP blieb am 1. und 3.

Lebenstag ohne rechnerische Relevanz, ebenfalls der NTISS am 7. Lebenstag.
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Abbildung 3.56: SNAP- und NTISS-Score und Hamatokrit (%) im dritten Kollektiv.
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Am 14. Lebenstag boten die Patienten mit hohem Cholesterinspiegel signifikant

niedrigere SNAP- und NTISS-Scores als die, mit niedrigem Cholesterinspiegel. Der

1.-7. Lebenstag blieb hier ohne rechnerische Relevanz.

SNAP vs. Cholesterin (mg/dl)

am 14. Lebenstag
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Abbildung 3.57: SNAP- und NTISS-Score und Cholesterin (mg/dl) am 14. Lebenstag im dritten

Kollektiv.
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Bei Betrachtung des Coenzym Q10 in der Gesamtmenge, sowie bezogen auf die
lipophile Bezugsgrofle Cholesterin, zeigte sich mit steigendem Spiegel ein signifikanter
Abfall des NTISS am ersten Lebenstag.

NTISS vs. Coenzym Q10 gesamt am 1. Lebenstag

NTISS vs. Coenzym Q10 gesamt NTISS vs. Coenzym Q10 gesamt
(umol/1) (umol/mmol Cholesterin)

0 0
0,00 0,10 0,20 0,30 0,00 0,05 0,10 0,15
Coenzym Q10 gesamt
Coenzym Q10 gesamt (umol/l) (umol/mmol Cholesterin)

Abbildung 3.58: NTISS-Score und Coenzym Q10 am 1. Lebenstag im dritten Kollektiv.

89



Des Weiteren boten die Patienten mit hoherem reduzierten Anteil von Coenzym Q10,
bezogen auf die lipophile Bezugsgrofe Cholesterin ,einen signifikant nierdrigeren
SNAP-Score am 1. Lebenstag.

Hier blieben der 3.-14. Lebenstag ohne rechnerische Relevanz.

SNAP vs. reduziertes Coenzym Q10
(umol/mmol Cholesterin)
24

L n=38
20 p= 0,040

SNAP

0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08
Coenzym Q10 red. (umol/mmol Cholesterin)

Abbildung 3.59: Abfallender SNAP-Score mit steigendem reduziertem Coenzym Q10, berechnet auf den
Cholesterinspiegel, am 1. Lebenstag in der Gruppe 1.-14. Lebenstag.
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Ein hoher Spiegel des reduzierten Anteils Coenzym Q10 (%) bot am 14. Lebenstag
einen signifikant hoheren SNAP-und NTISS-Score.

Umgekehrt proportional kam es mit hoherem Anteil oxidierten Coenzym Q10 (%) am

14. Lebenstag zu einem signifikant niedrigeren SNAP-und NTISS-Score.

Hier blieb der 1.-7. Lebenstag ohne rechnerische Relevanz.
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Abbildung 3.60: Am 14. Lebenstag zeigt sich ein Anstieg des NTISS-Scores mit steigendem Anteil an

reduziertem Coenzym Q10 (%), sowie ein Abfall des NTISS-Scores mit hoherem Anteil an oxidiertem

Coenzym Q10.
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SNAP vs. reduziertes Coenzym Q10 SNAP vs. oxidiertes Coenzym Q10
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Abbildung 3.61: Am 14. Lebenstag zeigt sich ein Anstieg des SNAP-Scores mit steigendem Anteil an
reduziertem Coenzym Q10 (%), sowie ein Abfall des SNAP— Scores mit hoherem Anteil an oxidiertem
Coenzym Q10.
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Ein hoherer alpha-Tocopherol Spiegel am 14. Lebenstag zeigte einen rechnerisch
signifikant hoheren SNAP-Score. Der 1.-7. Lebenstag blieb ohne rechnerische

Relevanz.

SNAP vs. alpha-Tocopherol (umol/mmol Cholesterin)
am 1. Lebenstag

24

n=8
20F 50,045

16

12
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0 2 4 6 8 10
alpha- Tocopherol (umol/mmol Cholesterin)

Abbildung 3.62: SNAP-Score und alpha-Tocopherol (umol/mmol Cholesterin) am 14. Lebenstag im
dritten Kollektiv
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Ein hoher gamma-Tocopherol-Spiegel bot am 14. Lebenstag einen signifikant hoheren
NTISS-Score im Vergleich zu niedrigen gamma-Tocopherol-Spiegeln. Die 1.-7.

Lebenstage blieben ohne rechnerische Relevanz.

NTISS vs. gamma- Tocopherol (umol/mmol Cholesterin)
am 14. Lebenstag

25

20t . ..,n""'l :
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gamma-Tocopherol (umol/mmol Cholesterin)

Abbildung 3.63: NTISS- Score und gamma-Tocopherol (umol/mmol Cholesterin) am 14. Lebenstag im
dritten Kollektiv.
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3.2 Darstellung der Ergebnisse des 2. Studienteils mit Bestimmung
von Nicht-Transferrin-gebundenen Eisens( NTBI pmol/l) mit
Bezug auf die pro- und antioxidativen Parameter

In nicht zu erwartender Anzahl fanden wir bei den untersuchten 49 Proben einen
erhohten Plasmaspiegel Nicht-Transferrin-gebundenen Eisens (NTBI pmol/l).

Die Detektionsgrenze der angewandten Methodik liegt bei 0,4 pmol/l und ist in der
folgenden Darstellung durch eine rote Linie gekennzeichnet.

Eine orale Eisensupplementation bei den reiferen Kindern (< ), meist ehemaligen
Frithgeborenen, ergab keinen signifikanten Hinweis auf einen Zusammenhang mit dem

Vorkommen freien Eisens.

Erhohte NTBI-Werte bei kranken Frih- und Neugeborenen (n= 49)
ohne oraler Eisensupplementation mit oraler Eisensupplementation

10

610
o
O

20 40 60 80 100 120

Lebensalter in Tagen

Abbildung 3.64: Darstellung des NTBI (umol/l) in Bezug auf das Lebensalter (Tage) bei partiell oraler

Eisensupplementation.
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Bei Betrachtung der Radikalresistenz der Erythrozyten im ABAP-Hadmolyse-Test

zeigte sich eine signifikante Abnahme der Resistenz mit steigenden NTBI-Werten.

Radikalresistenz der Erythrozyten vs. freies Eisen

10
ot n=39
e r=-0,41
sl p= 0,009
7 S
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e
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m
=z 4
3 S
2 S
o
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0 2 2 2 2 2
0 20 40 60 80 100 120 140

Hamolyse 50% (min)

Abbildung 3.65: Radikalresistenz der Erythrozyten und NTBI (umol/l).
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Das Malondialdyhyd (umol/l), als Produkt der Lipidperoxidation,
signifikanten Anstieg der Spiegel mit steigendem NTBI-Spiegel (umol/l).

MDA (mmol/l) vs. NTBI (umol/l)

L n=39
r=0,35
t-p=0,030

NTBI (umol/l)
N w SN (6)] » ~ (00] © o

0,0 0,5 1,0 15 20 25 3,0 3,5
MDA (mmol/l)

Abbildung 3.66: Malondialdehyd (umol/l) und NTBI (umol/l).
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Die Betrachtung des NTBI in 2 Gruppen, NTBI positiv (Werte > 0,4umol/l) und NTBI
negativ (Werte < 0,4umol/l), ergab ebenfalls signifikant hohere MDA-Werte in der
Gruppe mit nachweisbarem NTBIL.

Gruppenvergleich MDA vs. NTBI
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NTBI negativ  NTBI positiv - e e ALl
(< 0,4 pmol/l) (> 0,4 pmol/l)

Abbildung 3.67: NTBI (umol/l) und Malondialdehyd (mmol/l).

Weitere untersuchte Parameter wie Gesamteisen, Cholesterin, Coeruloplasmin,
Tocopherole, sowie Coenzym Q10 boten keinen rechnerisch signifikanten

Zusammenhang.

Ebenfalls gab es keinen rechnerischen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von
sogenannten Frithgeborenenerkrankungen wie NEC, BPD, RPM oder ICH, deren
Genese in Zusammenhang mit der Wirkung freier Radikale auf den Organismus
diskutiert wird, mit dem Vorkommen freien Eisens.

Retrospektiv gab es keinen Anhalt fiir einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten
freien Eisens und der Erndhrungsformen (oral/ parenteral), der Gabe von
Erythrozytentransfusionen in der Verlaufshistorie oder dem Gestationsalter der

Patienten bei Abnahme der Blutprobe.
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4 Diskussion

Wir haben in dieser Studie versucht einen moéglichen Zusammenhang zwischen dem
klinischen Verlauf und dem parallel untersuchten pro-/antioxidativen System des
untersuchten Frithgeborenenkollektiv darzustellen.

Hierzu verglichen wir die gemessenen Parameter des pro-/antioxidativen Systems mit
den zeitgleich erhobenen Daten aus den klinischen Scores SNAP und NTISS.

Unsere Hypothese, dass Frithgeborene mit einem hohen klinischen Score und damit
objektiv ermittelt schlechtem klinischen Zustand eine reduzierte antioxidative
Abwehrlage und/oder eine erhohte Produktion freier Radikale aufweisen, galt es zu

tiberpriifen.

Des Weiteren widmeten wir uns der Fragestellung ob freies nicht-Transferrin-
gebundenes Eisen bei kranken Friih- und Neugeborenen vorkommt und in wie weit hier

ein Zusammenhang mit der antioxidativen Abwehrlage besteht.

4.1 Methodenkritik

4.1.1 Kollektivauswahl und Probensammlung

In der Gruppe der Friigeborenen, die jeweils wieder in drei Einzelgruppen unterteilt
wurden, variiert die Reife der Patienten zwischen der 24. und 34.
Schwangerschaftswoche

Es wurde keine weitere Unterscheidung zwischen unreifen und sehr unreifen
Frithgeborenen vorgenommen, wie es Finckh et al. 2003, bei der Zusammenfiihrung der
Daten dieser Studie mit der vorherigen Pilotstudie machte. Wie es in Bezug auf das
Gestationsalter Unterschiede in der Organreife und der Reife des Immunsystems gibt,
ist es moglich, dass es Unterschiede in der Ausreifung des antioxidativen Systems gibt,
die nicht erfasst wurden.

Die gleiche Problematik stellt sich fiir das Neu- und Frithgeborenenkollektiv der

Eisenstudie, da das Lebensalter von 1-114 Tagen variiert.

4.1.2 Antioxidative Parameter

Alle Blutproben wurden nach Entnahme und Zentrifugation dunkel bei 4°C gelagert und

binnen 24 Stunden verarbeitet, um weitere oxidative Vorginge zu minimieren. Dies gilt
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sowohl fiir die Kapillarblutproben, als auch fiir die Citratblutproben zur Bestimmung
des NTBI ( non transferrin bound iron).

Auf eine Niichternblutentnahme musste aufgrund der Zweckgebundenheit der
Entnahme verzichtet werden. Daher sind alimentére Einfliisse, sowie lagerungsbedingte

kleine Abweichung bei den Messergebnissen nicht auszuschlieen.

4.1.3 Bestimmung von Malondialdehyd, MDA

Die frither hdufig verwendete Methode nach Naidoo und Knapp (1992) zur Bestimmung
Thiobarbitursidure-reaktiver Substanzen ist nicht ausreichend spezifisch fiir
Malondialdehyd, da andere Substanzen, wie z.B. oxidierte Lipide oder Aminosduren
auch mit Thiobarbitursdure Komplexe bilden, die bei derselben Wellenldnge
photometrisch messbar sind.

Die mit dieser Methode erhaltenen Ergebnisse sind daher nur eingeschrinkt beurteilbar.
Die hier angewandte Methode zur Bestimmung von MDA ist durch den Einsatz der
HPLC und der Fluoreszenzdetektion sehr spezifisch.

Da samtliche Glasgerite leicht durch Spiilmittelreste mit Aldehyden kontaminiert sind,
wurde ausschlieBlich mit Einwegplastikmaterial gearbeitet um Fehlbestimmungen zu

vermeiden.

4.14 Bestimmung von NTGE

Die bisher in den meisten Studien verwendete Methode nutzt die schwache
Eisenbindungskapazitit des Zytostatikums Bleomycin (Gutteridge et al. 1987). Durch
diese FEisen-Bleomycin-Komplexe konnen in Gegenwart von Ascorbinsidure in
Desoxiribonucleinsduren (DNS) Einzel- und Doppelstrangbriiche entstehen (Aruoma et
al. 1988). Gemessen werden dann Thiobarbitursidure-reaktive Substanzen, die bei der
DNS-Schéadigung auf oxidativem Weg entstehen. Es handelt sich also um eine indirekte
Bestimmung des niedermolekularen Eisens. Da die Messung von einem Redoxprozess
abhédngig ist, sind die Ergebnisse moglicherweise durch im Serum enthaltene
Oxidantien und Antioxidantien zu beeinflussen.

Die in der vorgelegten Arbeit angewandte Methode zur Bestimmung von Nicht-
Transferrin-gebundenem Eisen beruht auf der Eigenschaft von Nitrilessigsdaure (NTA),
als Eisenchelator zu fungieren.

Die  erhaltenen @ Fe-NTA-Komplexe  wurden  ultrafiltriert und  mittels

Atomabsorptionsspektrometrie gemessen. Es handelt sich also hier um eine direkte
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Bestimmung des freien Eisens, die von in der Probe vorhandenen redoxaktiven
Substanzen unabhingig ist. Die Konkurrenz um an Transferrin gebundenes Eisen
scheint weitgehend ausgeschlossen werden zu konnen, da die Eisenbindungsaffinitéit
von NTA um etwa 20-fach geringer ist. Bei der Erhebung eines Kontrollkollektives von
23 gesunden Kindern im Alter von 3-18 Jahren (Kim et al. 1999) fanden sich im Serum
jedoch geringe Mengen von NTGE. Bei der hohen Bindungsaffinitdt von Transferrin
und einer nur 20-50% Sittigung der Eisenbindungskapazitit wird in der Literatur heute
davon ausgegangen, dass NTGE bei gesunden Personen nicht existiert.

Es ist daher anzunehmen, dass es sich hierbei um eine Kontamination durch in den
Blutentnahmerohrchen enthaltenem Eisen handelt, die nicht eisenfrei gewaschen
wurden.

Bei Friih- und Neugeborenen ist jedoch eine variable Transferrinsittigung bis zu 100%
beschrieben worden. Dazu kommt, dass Transferrin keine konstante Bindungsaffinitit
besitzt, sondern bei Frithgeborenen die latente Eisenbindungskapazitit geringer ist als
bei reifen gesunden Neugeborenen (Lentjes et al. 1995).

Daher ist bei entsprechenden Patientenkollektiven ein Auftreten freien Eisens trotz
unauffilliger Klinik durchaus denkbar.

Diese Vermutung wird durch Ergebnisse gestiitzt, dass bei Frithgeborenen, im Rahmen
der Erythropoitintherapie, mit einem iatrogen verursachten Eisenmangel mit erhohtem
Bedarf, kein NTGE nachzuweisen war (Finckh et al. 2000).

Bei der weiteren Verarbeitung wurde streng auf moglichst eisenfreies Milieu geachtet
(siehe Methodik).

Gosriwatana et al. zeigten 1999, dass bei unvollstindiger Transferrin-Séttigung
NTA-Eisen an freie Bindungsstellen des Transferrins gebunden wird. Durch vorherige
Absittigung des Transferrins mit Kobalt wurden signifikant hohere Konzentrationen
Nicht-Transferrin-gebundenen Eisens gemessen. Es ist daher nicht auszuschlie3en, dass

in unserer Studie zum Teil zu niedrige NTGE-Werte gemessen wurden.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 SNAP und NTISS in Bezug auf Reife und Geburtsgewicht

Mit dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass bei dem Kollektiv mit der hochsten Fallzahl,
1. und 3. Lebenstag, mit steigendem Geburtsgewicht und zunehmender Reife am 1., wie

auch am 3. Lebenstag der NTISS als auch der SNAP signifikant niedriger war.
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Dies spiegelt den Umstand wieder, dass reifere Frithgeborene entsprechend weniger
physiologische Probleme aufweisen und daher weniger therapeutische Intervention
erfordern.

Des Weiteren lieB3 sich ein signifikanter Abfall beider Scores vom ersten zum dritten
Lebenstag festhalten.

Dies ldsst vermuten, dass das Kollektiv nach 72 Lebensstunden klinisch stabiler war mit
weniger therapeutischem Interventionsbedarf.

Dieses Ergebnis lief3 sich in Bezug auf den NTISS-Score im Kollektiv 1.-7. Lebenstag,
sowie 1.-14. Lebenstag eindrucksvoll reproduzieren. Es fehlt lediglich die Signifikanz
vom 1. zum 3. Lebenstag in der Gruppe 1.-14. Lebenstag, was wir durch eine in dieser
Gruppe sehr kleine Fallzahl (n=8) erkldren.

Dieses Ergebnis lief sich fiir den SNAP-Score in der Gruppe 1.-7. Lebenstag, sowie 1.-
14. Lebenstag nicht darstellen.

Moglicherweise kann dies bedeuten, dass das Gestationsalter, sowie das Geburtsgewicht
im Verlauf einer intensivmedizinischen Betreuung zwar eine gewichtige
Ausgangssitutation vorgibt, jedoch im Verlauf an Relevanz verliert, da sich neue
gravierendere Bedingungen wie Infektionen u.d. ergeben, die den Verlauf beherrschen.
Entsprechende Beobachtung beziiglich des SNAP-Scores machte Meadow et al. 2002
der bei dem Versuch den SNAP-Score im Verlauf zur Vorhersage der Mortalitit zu
validieren feststellte, dass die groBte Signifikanz am 1. Lebenstag besteht und im
Verlauf abnimmt.

Des Weiteren ist eine Abhingigkeit des SNAP-Scores am ersten Lebenstag vom
Geburtsgewicht beschrieben worden, wobei der Score in den ersten 12 Stunden post
natum den groften Vorhersagewert beziiglich der Mortalitidt hatte. Der Score in den
folgenden 12 Stunden spiegelt eher die Effektivitit der Therapie wieder
(Petridou et al. 1998).

Maiya et al. untersuchten 2001 die Vorhersagekraft des SNAP fiir die
Krankheitsschwere und neonatale Mortalitit bei Neugeborenen. Die Ergebnisse zeigten,
dass hier der SNAP-Score dem Geburtsgewicht oder dem Gestationsalter in der
Vorhersagekraft iiberlegen war.

Unsere Beobachtung einer negativen Korrelation zwischen den klinischen Scores und
der Reife der Kinder, ausgedriickt in Schwangerschaftswochen deckt sich mit den in der
Literatur beschriebenen Daten (Gray et al. 1992, Richardson et al. 1993).

Eine partiell fehlende Reproduzierbarkeit in den kleineren Kollektiven fithren wir auf

die geringere Fallzahl zuriick.
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4.2.2 SNAP und NTISS in Bezug auf das pro-/antioxidative
Gleichgewicht

Unter der Vorstellung, dass sich das pro-/ antioxidative Gleichgewicht im klinischen
Outcome wieder spiegeln konnte, erfolgte die Betrachtung der einzelnen Parameter mit

dem entsprechenden klinischen Score.

4.2.2.1 Bilirubin

Bilirubin, als niedermolekulares Endprodukt des Haem-Abbaus, wird in vitro eine
antioxidative Funktion nachgesagt, indem es pro Molekiill zwei Radikale z.B.
Peroxylradikale und singulidren Sauerstoff zu binden vermag (Neuzil et al. 1993). Es ist
fest an Albumin gebunden. So werden sowohl Proteine, als auch an Albumin gebundene
Fettsduren vor der Oxidation durch freie Radikale geschiitzt. Dieser Effekt konnte in in
vitro Studien belegt werden, in vivo ist dies bis dato nicht gelungen (Dani et al. 2004,

Hammermann et al. 1998, Yigit et al. 1999).

Unsere Arbeit zeigt, dass in der Gruppe 1. und 3. Lebenstag, als auch in der Gruppe
1.-7. Lebenstag mit steigenden Bilirubinspiegeln ein signifikanter Abfall der NTISS und
SNAP-Scores zu verzeichnen ist.

Eine hier mogliche protektive Auswirkung des Bilirubin ist jedoch von zwei
physiologischen Effekten iiberlagert. Zum einen, steigt das Bilirubin postnatal beim
Neugeborenen unabhédngig von der Schwere der Erkrankung und des therapeutischen
Interventionsbedarfes, zum anderen spiegeln NTISS und SNAP-Score im Verlauf, wie
bereits in Kapitel 4.2.1 erldutert, den Erfolg der intensivmedizinischen Behandlung
wieder.

Im Gruppenvergleich zeigte sich iiber den Untersuchungszeitraum ein signifikanter
Anstieg des Bilirubins und dann ein Stagnieren, was auf die klinische Handhabung
zuriickzufiihren ist. Es handelt sich hierbei um eine permissive Hyperbilirubindmie die
dem Gewicht und Gestationsalter angepasst ist und bei liberschreiten der definierten

Bilirubingrenze nach den aktuellen Empfehlungen (Gomella 2003) therapiert wird.

Moglicherweise profitieren die Kinder von der antioxidativen Wirkung erhohter
Bilirubinspiegel was zu signifikant niedrigeren SNAP und NTISS-Scores fiihrt.
Hier ist jedoch zu beachten, dass es bei der Bildung von Bilirubin iiber die

Haemoxygenase zu Freisetzung prooxidativen Eisens kommt und dass das Haem selbst
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eine prooxidative Wirkung besitzt, sodass es sich hier um ein empfindliches
Gleichgewicht handeln kann.

Hinzu kommt, dass Bilirubin in der unkonjugierten Form neurotoxisch ist, zu
Kernikterus fithren kann und Apoptosis (Oh et al. 2003) auslost, sowie im Rahmen einer
Phototherapie Singulettsauerstoff gebildet werden kann (Halliwell 1999, Rodriguez et
al. 2002). Hohe Bilirubinkonzentrationen konnten daher auch als Marker oxidativen

Stresses interpretiert werden (Hidalgo et al. 1990).

4.2.2.2 Himatokrit

In unserer Arbeit fiel in der Gruppe 1. und 3. Lebenstag ein Abfall des NTISS mit
steigendem Hé@matokrit auf.
Die gleiche negative Korrelation lieB sich in der Gruppe 1.-7. Lebenstag am
7. Lebenstag reproduzieren.
In der Gruppe 1.-14. Lebenstag zeigte sich ein signifikant niedriger SNAP mit

steigendem Hamatokrit am 7. und 14. Lebenstag.

Perinatal ist bei Neugeborenen ein transkapillirer Plasmaverlust ins Interstitium
beschrieben, der dazu fiihrt, dass der HKT im Schnitt von ca. 44% auf ca. 55% steigt
und das zirkulierende Blutvolumen um ca. 14% sinkt (Polin, Fox, Abman, Fetal and
Neonatal Physiology 2004).

Bei fehlender Blutungsquelle z.B. ICH konnte dies indirekt die klinische Stabilitédt des
Patienten und damit ausbleibenden gesteigerten iatrogenen Blutverlust wiederspiegeln.
Anders betrachtet birgt ein ausreichend hoher Hamoglobingehalt mit entsprechender
Anzahl Erythrozyten ein erhohtes antioxidatives Potential, da Erythrozyten
Wasserstoffperoxyd aufnehmen und das umliegende Gewebe vor oxidativen Prozessen
schiitzt (Winterbourn et al. 1987).

Im Erythrozyten sorgt die Gluthationperoxidase fiir den schadlosen Abbau des
Wasserstoffperoxyd zu Wasser, und mit Hilfe der Glutathionreduktase wird das
oxidierte Glutathion zuriickreduziert (Halliwell 1999).

Das in den Erythozyten vorkommende Glutathion als Cofaktor der GPX-Familie
(Glutathionperoxidasefamilie)  chellatiert zudem Cu-lonen, die wie Eisen
Radikalbildung katalysieren konnen (Halliwell 1999).

Fetale Erythrozyten enthalten vorwiegend Hamoglobin F, haben eine kiirzere

Lebensdauer und enthalten zwar mehr ungesittigte Fettsduren, aber weniger alpha-
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Tocopherol,  Gluthationperoxidase, Katalase und moglicherweise  weniger
Superoxiddismutase als Erythrozyten Erwachsener (Berger et al. 1995).

Daher konnte ein durch Transfusion von erwachsenen Spendern entsprechend hoher
Héamatokrit zu einer verbesserten antioxidativen Abwehrlage und konsekutiv zu einem
besseren klinischen Zustand der Patienten fiihren.

Dani et al. beschrieben 2004 eine signifikant erhohtes Auftreten von prooxidativem
niedermolekularem Eisen (NTBI) direkt nach Erythrozytentransfusion bei gesunden
Frithgeborenen, konnten jedoch keine Zeichen eines erhohten oxidativen Stresses
nachweisen.

Moglicherweise nihiliert sich eine prooxidativ forderliche Situation durch Transfusion
mit erhohtem Vorkommen freien Eisens und Haem-Komplexen durch die intracellulér
vorkommenden antioxidativ wirkenden Enzyme der transfundierten Erythrozyten.

In der Literatur ist jedoch mehrfach ein erhohtes Risiko fiir das Auftreten einer BPD im
Zusammenhang mit gehiduften Transfusionen beschrieben (Gerber et al. 1999, Silvers et
al. 1998, Cookeet al. 1997, Collard et al. 2006). In keiner dieser Studien konnte ein
Zusammenhang zwischen dem Auftreten freien niedermolekularen Eisens mit
gesteigertem oxidativen Stress nachgewiesen werden, jedoch beschrieb Hirano et al.
2001 signifikant niedrigere Coeruloplasminspiegel und Feroxidaseaktivitdt nach
Transfusionen mit parallel steigenden Spiegeln an freiem Eisen, Bleomycin Detectable
Iron (BDI).

Im Gruppenvergleich zeigte sich in dieser Studie, dass der Himatokrit vom ersten zu
den folgenden untersuchten Tagen signifikant abnahm.

Allein vom 3. zum 7. Lebenstag ist kein signifikanter Abfall zu dokumentieren, was auf
die klinische Handhabung zuriickzufiihren ist. Mit jeder Lebenswoche wird ein
niedrigerer Héamatokrit/ H&moglobingehalt toleriert und im Verlauf werden

Transfusionen restriktiver gehandhabt.

Bis dato gibt es keine einheitliche Transfusionsrichtlinie fiir Frithgeborene. Die
Belastung mit FEisen und Abbauprodukten durch Transfusion und bislang

undurchschaubaren Folgen steht einer verbesserten Sauerstoffversorgung gegeniiber.

4.2.2.3 Vitamin E

In der Gruppe 1.-3. Lebenstag zeigte sich am ersten Lebenstag ein abfallender SNAP-

Score mit steigendem alpha-Tocopherolspiegel.
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Gleiches lieB sich in der Gruppe 1.-7. Lebenstag am 7. Lebenstag mit dem SNAP- und
dem NTISS-Score reproduzieren.

Der NTISS-Score am 7. Lebenstag fiel signifikant mit einem Anstieg des auf das
Cholesterin berechneten alpha-Tocopherols.

Auch hier profitieren die Patienten moglicherweise von ausreichenden Vitamin E-
Spiegeln im Plasma und damit groBBerem Schutz vor oxidativem Stress, was sich in
entsprechend niedrigen Punktzahlen in den klinischen Scores wiederspiegelt.

Im Gruppenvergleich stiegen die alpha-Tocopherolwerte in den untersuchten Gruppen
im postnatalen Verlauf an, wobei ein sprunghafter Anstieg vom 1. und 3. Lebenstag
zum 7. Lebenstag zu vermerken war, was sicherlich auf die parenterale
Supplementation durch die am 4./ 5. Lebenstag begonnene Fettinfusion zuriickzufiihren
ist.

Die Plasma-Tocopherolkonzentrationen, die in dieser Arbeit bestimmt wurden,
entsprechen den in der Literatur beschriebenen Daten (Ghebremeskel et al. 1999,
Luukainen et al. 1998).

Niedrige alpha- und gamma-Tocopherolkonzentrationen bei Frithgeborenen direkt nach
Geburt sind in der Literatur beschrieben (Wu et al. 2001).

Die Patienten unserer untersuchten Kollektive erhielten alle ab dem 4./5. Lebenstag
Intralipid® im Rahmen eines standardisierten parenteralen Ernihrungaufbaus.

Intralipid wird auf Sojadlbasis hergestellt und enthilt 8% alpha-Tocopherol und 69%
beta- und gamma-Tocopherol. Nach intravendser Gabe steigt die Konzentration beider
Tocopherole im Plasma (Traber et al. 1993).

Dies erkliart moglicherweise den Anstieg von gamma-Tocopherol bezogen auf die
lipophile Bezugsgro3e Cholesterin am 7. Lebenstag in der Gruppe 1.-7. Lebenstag mit
ebenfalls steigendem SNAP-Score, sowie am 14. Lebenstag in der Gruppe 1.-14.
Lebenstag.

Eine Erkldrung wire, dass Patienten, die am 7. Lebenstag und besonders am
14. Lebenstag parenteral Fett erhielten bis dato nicht ausreichend enteral aufgebaut
werden konnten. Dies aufgrund klinischer Komplikationen wie z.B. nekrotisierender

Enterokolitis (NEC), was den entsprechend erhohten SNAP erklaren wiirde.
Beim Frithgeborenen ist der alpha-Tocopherolspiegel im Plasma, wie auch der

Coeruloplasminspiegel niedriger als beim Erwachsenen (Bracci et al. 1993, Lindeman et
al. 1989).

106



Dies ist moglicherweise auf den insgesamt niedrigen Spiegel an Lipiden im Plasma
Frithgeborener zuriickzufiihren (Kiely et al. 1999). Daher erfolgte unsere Berechnung

der Tocopherol-Spiegel zusitzlich auf die lipophile Bezugsgrofle Cholesterin.

Alpha-Tocopherol, als am biologisch aktivsten von den weiteren 7 Isomeren (z.B.
gamma-Tocopherol), inhibiert als kettenbrechendes Antioxidant die Kettenreaktion. Des
Weiteren reagieren Tocopherole mit Singulet Sauerstoff und schiitzen damit ebenfalls

Membrane vor Oxidation.

Vitamin E ist als Erndhrungssupplement schon lange bekannt (Halliwell 1999). Die
Supplementation im Rahmen der parenteralen Erndhrung bei Frithgeborenen ist bereits
lange standardisiert und orientiert sich primér an der Engergiezufuhr um ein optimales
Wachstum der Kinder zu erzielen.

In der Cochrane Metaanalyse von Brion et al. 2003 wird beschrieben, dass bei
Frithgeborenen unter der 37. SSW und Geburtsgewicht <2500g bei Supplementation
von Vitamin E das Risiko einer ICH I° signifikant sinkt, ebenso sinkt das Risiko einer
Retinopathie bet VLBW.

Dagegen birgt die Supplementation von Tocopherolen in beiden Gruppen das Risiko
einer Sepsis.

Bei hochdosierter intravendser Gabe oder bei Tocopherolspiegeln im Serum von
>3,5mg/dl steigt das Risiko einer Sepsis und einer ICH I° an.

Daher gibt es bis dato keine Empfehlung einer hochdosierten Supplementation.

4.2.24 Coenzym Q10

Coenzym Q10 ist ein komplexes Coenzym, das ubiquitir bei Tier und Mensch
vorkommt.

Coenzym Q10 (Ubichinone) spielt eine wichtige Rolle in der mitochondralen
Elektronentransportkette der Atmungskette (Kroger et al. 1973, Mitchell et al. 1991).
Neben den Mitochondrien kommt Coenzym Q10 auch intraplasmatisch und
zellmembranstindig vor.

In vitro ist es in reduzierter Form (Ubichinol) iiber eine Redoxfunktion in der Lage,
freie Sauerstoffradikale zu binden und damit eine Lipidperoxidation im Plasma, in
plasmatischen Low Densitiy-Lipoproteinen und biologischen Membranen zu vermeiden
(Ernster et al. 1993). Des Weiteren kann Ubichinol oxidiertes alpha-Tocopherol

reduzieren.
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Da die antioxidative Potenz des Ubichinols im Sinne eines Abfangens freier Radikale
nur 1/10 der antioxidativen Potenz des alpha-Tocopherol betrigt, ist die hauptsichliche
antioxidative Funktion im Recyclen des Vitamin E zu sehen (Halliwell 1999).

Die genaue antioxidative Wirkung von Coenzym Q10 in vivo ist noch nicht ganz klar.
Yamashita et al. postulierten 1997 dass der Quotient aus reduziertem zu oxidiertem
Coenzym Q10 im Plasma als ein Indikator fiir das Ausmal} oxidativen Stresses im
menschlichen Organismus gesehen werden konnte.

Hara et al. zeigte in einer Studie an asphyktischen Neugeborenen, dass diese einen
signifikant hohere Ratio an oxidiertem Coenzym Q10 zur Gesamtmenge an Coenzym
Q10 aufwiesen, als eine gesunde Kontrollgruppe.

Coenzym Q10- Spiegel im Plasma steigen postnatal durch didtetische Zufuhr, sowie
durch Biosynthese.

In unserer Studie konnten wir in allen Kollektiven im Gruppenvergleich einen
signifikanten Anstieg des Coenzym Q10 ab dem 7. Lebenstag verzeichnen.

Dabei lagen die hier gemessenen Coenzym Q10-Konzentrationen wéihrend der
gesamten ersten Lebenswoche deutlich unterhalb der verdffentlichten Coenzym Q10-
Werte fiir Erwachsene (Sun et al. 1992). In der Arbeit von Boda et al. 1998 wurde die
Q10-Konzentration im Plasma bei 11 reifen, gesunden Neugeborenen gemessen. Wenn
wir diese Ergebnisse als Grundlage nehmen, erhielten wir in unseren Messungen
vergleichsweise niedrige Coenzym Q10-Konzentrationen.

Des Weiteren zeigte sich an den unterschiedlichen Lebenstagen eine negative
Korrelation des NTISS-Scores zu Coenzym Q10.

Dies stiitzt die These, dass Coenzym Q10 in Neugeborenen eine antioxidative Funktion
hat, und Coenzym Q10 als Antioxidans im Plasma bei schlechtem klinischem Zustand
des Neugeborenen im Rahmen des gesteigerten oxidativen Stresses durch z.B.
Inflammation vermindert ist.

Compagnoni et al. demonstrierten 2004 hohere Coenzym Q10-Spiegel in
Neugeborenen, die spontan oder per Sectio in Spinalanésthesie geboren wurden im
Unterschied zur Sectio in Intubationsnarkose.

Leider waren die Indikationen fiir den entsprechenden Geburtsmodus nicht ersichtlich.
Einer Sectio in Intubationnarkose geht klinisch gesehen gehéuft fetaler Distress und
Geburtskomplikationen voraus. Im Falle einer hypoxischen Situation fiir das
Neugeborene wire ein reduziertes Vorkommen von Ubichinol bei Sectio in
Intubationsnarkose moglicherweise ebenfalls durch gesteigerten oxidativen Stress zu

erkldren.
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4.2.2.5 Coeruloplasmin

In dieser Studie lieB sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Coeruloplasminspiegel der Patienten und dem SNAP- oder NTISS-Score darstellen.

Die von uns gemessenen Coeruloplasminkonzentrationen entsprechen den in der
Literatur beschriebenen Daten (Lackmann et al. 1998).

Im Gruppenvergleich kam es in der Gruppe 1.-3. Lebenstag zu einem signifikanten
Anstieg des Coeruloplasmins vom ersten auf den 3. Lebenstag.

Dies lieB sich in der Gruppe 1.-7. Lebenstag reproduzieren, des Weiteren zeigte sich ein
signifikanter Anstieg des Coeruloplasmins vom ersten zum 7. Lebenstag.

In der Gruppe 1.-14. Lebenstag zeigte sich ein weiterer signifikanter Anstieg des

Coeruloplasmins vom 7. auf den 14. Lebenstag.

Coeruloplasmin ist eine Akut-Phase Protein, das in der Leber gebildet wird. Es verfiigt
tiber eine Ferroxidaseaktivitdt und ist in der Lage prooxidatives Eisen in Form von
Fe(Il) zu Fe (III) zu oxidieren und damit eine Bindung an Transferrin zu ermoglichen
(Lackmann et al. 1996).

Bei Frithgeborenen sind signifikant niedrigere Coeruloplasminspiegel, sowie eine
reduzierte Feroxidaseaktivitit mit steigendem nicht proteingebundenem Eisen
beschrieben (Evans et al. 1992, Silvers 1998 et al., Hirano et al. 2001, Galinier et al.
2005), sowie insgesamt niedrige Spiegel im Vergleich zu gesunden Erwachsenen
(Lindeman et al., Houdkamp et al. 1992, Pittkdnen et al. 1992).

Der Coeruloplasminspiegel beim Friihgeborenen steigt postnatal an, unterliegt jedoch
moglicherweise einer grolen Variabilitit, da Coeruloplasmin als Akut-Phase-Protein im
Rahmen akuter Inflammation, z.B. neonataler Sepsis vermehrt gebildet wird. Dies fiihrt
zu einer erhohten antioxidativen Abwehr bei inflammatorischen Prozessen.

Dies lief sich im Rahmen der klinischen Scores nicht abbilden.

4.2.2.6 Radikalresistenz der Erythrozyten

In dieser Studie konnten wir keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der
Radikalresistenz der Erythrozyten und den klinischen Scores NTISS und SNAP
dokumentieren.

Im Gruppenvergleich zeigte sich jedoch eine ausgeprigte Steigerung der Radialresistenz
der Erythrozyten vom ersten auf den 7. und 14. Lebenstag, sowie vom 3. auf den 7. und

14. Lebenstag.
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Zwischen dem 7. und dem 14. Lebenstag lie3 sich kein signifikanter Unterschied in der
Radikalresistenz nachweisen.

Dieses Phianomen erklidren wir durch die im Rahmen der standardisierten parenteralen
Erndhrung begonnene Supplementation von Vitamin E, hier vornehmlich gamma-
Tocopherol, aber auch alpha Tocopherol durch die Infusion von Intralipid ab dem 4./5.
Lebenstag.

Wie bereits in 4.2.2.3 abgehandelt verhindern Tocopherole als lipophiles Antioxidans
die Oxidation von freien Fettsduren z.B. in Zellmembranen von Erythrozyten, was eine
gesteigerte Resistenz der Zellen auf oxidativ schidigende Einwirkung zur Folge haben
konnte.

Ob dies in einer verstirkten Oxidation freier Fettsduren begriindet ist, im Rahmen
gesteigerten oxidativen Stresses vorkommt oder an anderen Faktoren liegt, wie z.B.
Proteinoxidation, ist bislang nicht geklirt (Boda et al. 1998).

Tatsdchlich konnte Boda et al. 1998 in den ersten Lebenstagen eine gesteigerte
Hamolyseresistenz bei Frithgeborenen im Vergleich zu reifen Neugeborenen feststellen.
Eine derart vermindert erscheinende Vulnerabilitidt konnte mit einem vergleichsweise

geringem Gehalt oxidierbarer Fettsduren zusammenhédngen (Wiedemann et al. 2003).

4.2.2.7 Malondialdehyd

Das Vorkommen des Malondialdehyds als plasmastindiger Marker der
Lipidperoxidation zeigte in unserer Studie keinen signifikanten Zusammenhang mit
dem im Rahmen des NITSS- und SNAP- Score erfassten klinischen Verlauf.

Die Bestimmung der MDA-Konzentrationen in dieser Arbeit ergibt eine starke Streuung
innerhalb der ersten beiden Lebenswochen. Es bestehen keine signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Lebenstagen.

Es gibt Hinweise in der Literatur in der erhohte MDA-Konzentrationen am 7. Lebenstag
sehr unreifer Frithgeborener mit einem schlechten Outcome in Form von Retinopathie
oder CLD auftraten. Auch die Dauer der Sauerstofftherapie korrelierte mit hohen MDA -
Konzentrationen (Inder et al. 1997).

Dies stiitzt eine Studie von Buonocore et al. 1998, der signifikant hohere MDA-
Konzentrationen im Plasma Frithgeborener verglichen mit reifen Neugeborenen und bei

intubierten verglichen mit nicht intubierten Neugeborenen nachweisen konnte.
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4.2.3 NTBI und Transferrin

In der Literatur gibt es bereits mehrere Beschreibungen zum Vorkommen freien Eisens.
Evans et al. 1992, sowie Lindeman et al. 1992 entdeckten das Vorkommen freien Eisens
bei reifen Neugeborenen, die mehrheitlich Transferrinsattigungen von >50 bis zu 100%
aufwiesen.

Lentjes et al. stellte 1995 fest, dass die Transferrinbindungskapazitit bei Friihgeborenen
variabel ist aufgrund einer unterschiedlichen Daltonzahl (76500-100.000 Da) und damit
eine kalkulierte Transferrinsdttigung oftmals die wirkliche Transferrinsattigung
unterschitzt.

Yu et al. demontrierten 2003 einen signifikanten Anstieg von NTBI bei asphyktischen
Neugeborenen begleitet von einem signifikanten Anstieg der Transferrinsittigung und

gesteigerter Lipidperoxidation als Resultat erhohten oxidativen Stresses.

Transferrin, als eines der wichtigesten Bindungsmolekiile fiir Eisen ist zur Geburt
physiologisch niedrig und bleibt es fiir die ersten 6 Lebenswochen (Lindeman et al.
2000).

Coeruloplasmin, das als Antioxidant in der Lage ist zweiwertiges Eisen (Fe II) ohne die
Freisetzung von Sauerstoffradikalen zu dreiwertigem Eisen (Fe III) zu oxidieren und
damit dem Redox-System zu entziehen, ist ebenfalls in den ersten 3 Lebenswochen
niedrig und steigt erst ab der 3.-6. Lebenswoche (Lindeman et al. 2000).

Damit steht einem vermehrten Abbau fetaler Erythrozyten mit gesteigerter Freisetzung
von Eisen in den Eisenpool, keine addquate Adaptation entgegen, dieses Eisen dem

schidigenden Redox-System zu entziehen.

4.2.4 NTBI und Bluttransfusionen

Neugeborene, jedoch besonders Frithgeborene entwickeln in den ersten Lebensmonaten
eine Andmie. Der Grund hierfiir ist eine insuffiziente Erythropoese bei gleichzeitig
raschem Abbau der fetalen Erythrozyten. Bei den Frithgeborenen spielt das rasche
Wachstum eine weitere Rolle und besonders, wie auch bei den kranken Neugeborenen,
die iatrogenen Blutverluste.

Daher sind Bluttransfusionen gerade bei Frithgeborenen hiufig notwendig um die

Hédmodynamik und die Sauerstoffversorgung zu verbessern.
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Bluttransfusionen werden als Risikofaktor fiir die Entwicklung einer ROP (Dani et
al. 2001, Hesse et al.1997, Inder et al. 1997, Cooke et al. 1993) und CLD (Collard et al.
2005, Silvers et al. 1998, Cooke et al. 1997) bei Frithgeborenen diskutiert.

Mogliche Ursache wire hierfiir eine hohe Eisenbelastung mit konsekutivem
Vorkommen freien Eisens und Induktion prooxidativer Mechanismen.

Gerber et al. konnte 1999 im Bronchialsekret beatmeter Frithgeborener mit RDS
deutlich hohere Spiegel freien Eisens in der Gruppe der Kinder nachweisen, die eine
CLD entwickelten.

Adulte Erythrozyten verfiigen iiber weniger freie Fettsduren, jedoch mehr zelluldre
Anitoxidantien als fetale Erythrozyten. AuBlerdem verfiigen sie iiber eine niedrigere
Sauerstoffbindungskurve und sie haben, als Bluttransfusion verabreicht, eine deutlich
erniedrigte Halbwertszeit (Bard et al.1997).

Die prooxidative Wirkung freien Eisens konnte jedoch in vivo bislang nicht eindeutig

nachgewiesen werden (Dani et al. 2004).

4.2.5 NTBI und oxidativer Stress

Hirano konnte 2001 zeigen, dass es nach Transfusion von Erythrozyten zum Auftreten,
bzw. Anstieg von freiem Eisen kam und parallel dazu der Coeruloplasminspiegel und
die Ferroxidaseaktivitidt signifikant abnahmen. Ebenso das Vitamin C, das oxidiertes
Vitamin E wieder reduziert.

Es kommt somit zu einer Schwichung der plasmatischen oxidativen Abwehr mit dem
Auftreten freien Eisens.

Dani et al. konnten 2003 in einer Studie ebenfalls ein Auftreten bzw. einen signifikanten
Anstieg von NTBI nach Bluttransfusion beschreiben, jedoch konnten sie mit ihren
Methoden keine Substratoxidation oder erniedrigte Antioxidatienspiegel feststellen.
Cooke et al. konnte 1997 zwar einen signifikanten Zusammenhang zwischen der
Transfusionenanzahl und dem Auftreten einer CLD finden, das Auftreten von freiem
Eisen zeigte jedoch keine Bezug zu den parallel bestimmten TBARS und somit keinen
nachweisbaren Zusammenhang zwischen dem Auftreten freien Eisens und oxidativen

Stresses.
In unserer Pilotstudie zum Vorkommen freien niedermolekularen Eisens bei

Frithgeborenen und kranken Neugeborenen fanden wir bei der Mehrzahl der

untersuchten Patienten freies Eisen im Plasma.
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Aufgrund der Inhomogentit des Kollektives lie3 sich kein Bezug zur Erndhrungsform,
des Gestationsalters oder zur Anzahl der erhaltenen Bluttransfusionen wihrend des
stationdren Aufenthaltes finden.

Es fiel jedoch auf, dass bei der zeitgleichen Bestimmung der pro-/antioxidativen
Situation der Patienten, das Vorkommen freien Eisens mit einem signifikant erhthten
MDA-Spiegel einherging, als Zeichen eines gesteigerten oxidativen Stresses im Sinne
einer gesteigerten Lipidperoxidation.

Des Weiteren zeigten die Patienten mit nachweislich freiem Eisen eine verminderte
Radikalresistenz der Erythrozyten im Hidmolysetest, was ebenfalls als Zeichen eines
gesteigerten oxidativen Stresses gedeutet werden kann.

Wir haben mit dem Pilotprojekt einen moglichen Zusammenhang zwischen freiem
Eisen und einer reduzierten antioxidativen Abwehrlage darstellen konnen.

Ob das freie Eisen primir fiir den antioxidativen Stress verantwortlich ist oder ob das
Auftreten freien Eisens ein Resultat oxidativen Stresses ist und als moglicher Indikator
fir oxidativen Stress fungieren kann, ist bislang unklar und bedarf weiterer
prospektiven Studien.

Superoxid als eines der reaktiven Sauerstoffspezies ist z.B. in der Lage Eisen aus dem
fest gebundenen Ferritinkomplex zu 16sen.

Buoncore et al. postulierten 2003 freies Eisen im Plasma als vohersagefdhigen Marker
fiir das neurologische Outcome bei asphyktischen Neugeborenen.

Die angefiihrten Studien haben eindeutige Hinweise gezeigt, dass eine Eiseniiberladung
mit dem Auftreten freien Eisens einhergeht.

Die Eisenhomoostase gilt nach wie vor als komplex und nicht ausreichend verstanden.
Besonders Neonaten sind offensichtlich nicht in der Lage die Aufnahme aus dem
Intestinaltrakt entsprechend ihres Bedarfes zu regulieren.

Dies gilt sowohl fiir die Eiseniiberladung mit der Gefahr des durch freies Eisen
katalysierten Stresses und konsekutiv erhohter Gefahr fiir bakterielle Infektionen, als
auch fiir das Eisendefizit mit entsprechend neurologischen Entwicklungsdefiziten, das
durch eine Supplementation zu einem spiteren Zeitpunkt nicht ausgeglichen werden
kann (Collard 2009).

Die bislang genutzten Messverfahren zur Einschidtzung der Eisenhomoostase sind
defizitdr und storanfillig, z.B. durch Infektion und Inflammation (Kaltwasser 1996).
Fayez et al. postulierten 1996 eine mogliche antioxidative Wirkung des Erythopoitins in
friihgeborenen Ratten mit der Vorstellung Erythropoitin mobilisiere das vorhandene

freie Eisen aus dem Plasma und reduziere damit den oxidativen Schaden.
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Aus unserer Arbeitsgruppe gibt es Daten, in denen in einem Kollektiv Frithgeborener
unter Therapie mit Erythropoitin kein freies Eisen nachzuweisen war (Finckh et al.
2000).

Ahnliche Ergebnisse sind in weiteren Arbeiten beschrieben (Friel et al. 2005, Fujiu et
al. 2004)

4.3 Ausblick

A. Zur Zeit gibt es keine einheitliche Empfehlung wie mit der Problematik der
Frithgeborenenandmie umzugehen ist. Die therapeutische Bandbreite liegt zwischen der
frithen Erythropoitinsupplementation bis hin zum kompletten Verzicht auf Erythropoitin
und dafiir Einsatz einer hoch dosierten oralen Eisentherapie.

Kiirzel et al. untersuchte 2006 anhand 83 Friihgeborener unter Erythropoitintherapie das
Vorkommen freien nicht Transferrin-gebundenen Eisens, sowie weitere Parameter des
Eisenmetabolismusses. Hier zeigte sich, dass sich unter der Therapie die Eisenspeicher
leerten und zu keinem Zeitpunkt freies nicht-Transferrin-gebundenes Eisen auftrat,
obwohl eine Eisensupplementation von bis zu 8mg/kg Korpergewicht/ Tag erfolgte.

In Anbetracht der vorhandenen Literatur lieBe sich eine antioxidative Therapie durch

die Erythropoitinsupplementation diskutieren.

B. Im ersten Teil der Studie haben wir versucht mit der Erhebung der NTISS und
SNAP-Scores eine objektive Beurteilung des klinischen Zustandes des Patienten zu
erhalten und einen direkten Zusammenhang zwischen der Klinik und der zu diesem
Zeitpunkt antioxidativen =~ Abwehrmoglichkeit, bzw. antioxidative Schidigung
nachzuweisen.

Hierbei konnte fiir viele der Antioxidantien eine negative Korrelation zur klinischen
Stabilitit des Probanden gefunden werden.

Dies gibt einen wichtigen Hinweis in den momentanen klinischen Verlauf der Schwere
der Erkrankung und dem moglichen Ausmal} an oxidativem Stress.

Sollten die gefundenen Hinweise iiber einen direkten Zusammenhang zwischen Klinik
und antioxidativer Abwehrkapazitdt in weiteren Studien verifiziert werden konnen,
konnte dies einen neuen Aspekt in der bestehenden Diskussion um Vor- und Nachteile
einer antioxidativen Therapie von Frithgeborenen darstellen (Jankov 2001, Brion 2003,
Saugstad 2005).
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Bisher angewandte Methoden, die moglicherweise oxidativen Stress im Frith- und

Neugeborenen reduzieren sind:

Verhaltenes Vorgehen bei der Sauerstoffgabe

2. Erstversorgung asphyktischer Neugeborener mit Raumluft (Gitto et al. 2009)

3. frither enteraler Nahrungsaufbau oder Vitamin E-Supplementation z.B. in Form
von Intralipid bei parenteraler Erndhrung (Glebremeskel et al. 1999)

4. Therapie mit Erythropoitin nach standardisiertem Protkoll (Kiirzel et al. 2006)

Vor einer unkritischen Therapie mit Antioxidantien wird gewarnt (Saugstad 2005,
Jankov 2001) und dem schlieBen wir uns an, da dies ernsthafte und noch immer nicht

vorhersehbare Folgen fiir das Wachtum und die Entwicklung der Kinder haben kann.
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S Zusammenfassung

Im ersten Teil dieser Arbeit habe ich den Kklinischen Zustand schwerkranker
Friihgeborener mit unterschiedlichen Krankheiten mittels der publizierten
Scoringsysteme NTISS (Neonatal Therapeutic Intervention Scoring System) und SNAP
(Score for Neonatal Acute Physiology) objektiv und quantitativ zu beschreiben
versucht. Die Brauchbarkeit dieser Methoden zeigte sich dadurch, dass die Resultate des
Scorings signifikant mit Reife und Geburtsgewicht korrelierten. Zum selben Zeitpunkt
wie bei der Erhebung der klinischen Scores wurden Mikroblutproben auf zahlreiche
Parameter des antioxidativen Status untersucht. Dabei zeigte sich eine negative
Korrelation zwischen einigen als antioxidative Schutzstoffe geltenden Metaboliten

(Bilirubin, Coenzym Q10, Coeruloplasmin und Vitamin E) und der klinischen Stabilitit.

Im zweiten Teil der Arbeit habe ich, in Erweiterung der Mikroblutanalysen, bei reifen
und unreifen Neugeborenen das Vorkommen von freiem, nicht-Transferrin-gebundenem
Eisen (NTBI) im Blut untersucht, das als toxisch gilt und bei gesunden Erwachsenen
praktisch nicht vorkommt. Dabei war bei einer {iiberraschend hohen Zahl reifer
Neugeborener und ehemaliger Frithgeborener freies Eisen nachweisbar. In denselben
Blutproben fand ich signifikant erhohte Konzentrationen von Malondialdehyd (MDA)
und eine verminderte Radikalresistenz der Erythrozyten als Ausdruck von gesteigertem

oxidativen Stress bei diesen Kindern.

Meine Ergebnisse stiitzen die Vorstellung, dass bei Unreife und niedrigem
Geburtsgewicht die Vulnerabilitit gegeniiber oxidativem Stress (und damit
wahrscheinlich auch inflammatorischen Prozessen) gesteigert ist. Sie zeigen aulerdem,
dass selbst bei klinisch gesunden reifen und unreifen Neugeborenen aufgrund des
hiufigen Nachweises von freiem Eisen und erhohten Markerstoffen fiir oxidativen
Stress, eine entsprechende Vulnerabilitit anzunehmen ist. Die Ergebnisse mahnen zur
Vorsicht bei Eisengaben zur Behandlung der Friihgeborenenandmie. Das
Zusammenspiel pro- und antioxidativer Stoffe bei Neugeborenen ist immer noch zu
komplex und in mancher Hinsicht zu uniiberschaubar, um entsprechend wirksame

Substanzen ohne sorgfiltige Studien therapeutisch einzusetzen.
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8 Anhang

Name, Vorname

Geburtsdatum

1. Pranatale Daten

Ankreuzen oder
ausfiillen

Intrauterines Wachstum

normal gewachsen
Wachstumsrickstand

Gestose

ja
nein

Vorzeitiger Blasensprung (>24 Std.)

ja
nein

Pranatale Infektion

nein
wahrscheinlich
sicher

Amnioninfektionssyndrom

nein
wahrscheinlich
sicher

Intrauteriner fetaler Distress
Cardio-Tokogramm

pathologisches CTG ja

nein
Dopplersonographisches FluBmuster pathologisches Muster ja
nein
Dexamethasongabe ja
nein

Besondere Risiken

(schwere) Fehlbildung

Anderes
2. Pel‘lnatale Daten Ankreuzen oder
ausflllen
Schwangerschaftswoche
Geburtsgewicht g
Lénge bei Geburt cm
Kopfumfang bei Geburt cm

| Nabelarterien-pH

Apgar-Score (5 Minuten)

<3
4-6
>7

Primar intubiert (innerhalb der ersten 30 Minuten)

ja
nein

Atemnotsyndrom aufgetreten

ja
nein
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Name, Vorname

Geburtsdatum

3. Postnatale Daten

a) Erhebung zu festgelegten Zeltpunkten

Probleme)

Infektionen: nein
wahrscheinlich
sicher

Surfactantgabe nein

ja
Wirksamkeit prompt
Wirksamkeit schlecht

Offener Ductus arteriosus: nein

ja

Chronic Lung Disease nein

ja

Bronchopulmonale Dysplasie ja

Katecholamingabe ja

Steroidgabe ja

pathologische cerebrale nein

Sonographie:

(Hirnblutung Grad 2-4) ja

Augenérztliche Untersuchung:

RPM

(0=nein;1=Stadium 1-2; 2=Stadium 3-4)

Tag der Erhebung (Lebenstag) | 1 5 14 |21 |28 | Entlassung®
=Tag.....
Antioxidantien-Status im Blut X X X |X
Diagnosen (Liste der neonatologischen X X X [x [x

Klinische Scores NTISS
SNAP

X [X |X

X [X |X

* aus der Intensivstation
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Name, Vorname Geburtsdatum

b) Erhebung taglich

| Lebenstag [1 [2 [3 [4 |5 |6 [7 [8 [9 [10 [11 [12 |
| Gewicht ot [ [ [ [ T T [ [ [ [ T 1
Beatmet ja
nein
FiO,
Hamatokrit (falls
indiziert)
Bilirubin (falls indiziert) mg/dL
Phototherapie Std/Tag
Ern&hrung oral mL/Tag
Erndhrung parenteral mL/Tag
Intralipid mL/Tag
g/Tag
g/Kg KG
[Lebenstag [13 [14 [15 [16 [17 [18 [19 [20 [21 [22 [28 |ET |
| Gewicht ot 1 T T [ [ [ [ [ 1 T T |
Beatmet ja
nein
FiO,
Hamatokrit (falls
indiziert)
Bilirubin (falls indiziert) mg/dL
Phototherapie Std/Tag
Ern&hrung oral mL/Tag
Erndhrung parenteral mL/Tag
Intralipid mL/Tag
g/Tag
g/Kg KG

131



Name, Vorname

Geburtsdatum

NTISS (Neonatal Therapeutic Intervention Scoring System)

Transfusion

Gamma-Globulin (i.v.)

Bluttransfusion (<15ml/kg)

teilweiser Blutaustausch

Bluttransfusion (>15ml/kg)

Thrombozytenkonzentrate

Leukozytenkonzentrate

doppelter Blutaustausch

LT |LT |LT |LT |LT |LT
Scorely" |3 |7 |14 |21 |28 |ET
Lungen Sauerstoffgabe 1a
Surfactantgabe 1
Tracheostoma-Pflege 1b
Tracheotomie 1b
CPAP (Spontanatmung) 2a
Endotracheale Intubation 2
Beatmung 3a
Beatmung mit Relaxation 4a
Hochfrequenzbeatmung 4a
Herz- Indometacingabe 1
Kreislauf | Plasmaexpander <15mlkg [1¢
Katecholamingabe (1) 2d
Plasmaexpander >15mlkg (3¢
Katecholamingabe (>1) 3d
Schrittmacher standby 3e
Schrittmacher genutzt 4e
Reanimation 4
Medikation | Antibiotikagabe (<2) 1f
Diuretikagabe (enteral) 19
Steroidgabe (postnatal) 1
antikonvulsive Therapie 1
Aminophyllingabe (Solosin) |1
andere Medikation 1
Antibiotikagabe (>2) 21
Diuretikagabe (parenteral) 2g
met.Acidose: Na-Bicarbonat |3
Hyperkalidmie (Sultanol) 3
Monitoring [regelmaBige Uberwachung |1
Herz-Kreislauf-Uberwachung |1
Blutentnahmen (5-10) 1h
Inkubator 1
Pulsoximetrie 1
Blutdruckmessung 1
Urinkatheter 1
Flissigkeitshilanz 1
Blutentnahmen (>10) 2h
Stoff- Sondennahrung 1
wechsel Intralipidgabe (i.v.) 1
Ernadhrung |Aminosiurengabe (i.v.) 1
Phototherapie 1
Insulingabe 2
Kaliumgabe 3
1
2
2
3
3
3
3
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LT |LT |LT |LT |LT |LT
Scorel " 13 |7 |14 |21 |28 |FT

Procedere |Transport des Patienten 2

1 Thoraxdrain gelegt 2j

Kleine Operation 2k

>1 Thoraxdrain gelegt 3j

Pleurapunktion 3

GroBe Operation 4k

Perikardpunktion 41

Perikarddrain gelegt 41

Dialyse 4
GefaBe peripherer vendser Katheter |1

arterieller Katheter 2

zentraler Venenkatheter 2

Punkte total
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Name, Vorname

Geburtsdatum

SNAP (Score for Neonatal Acute Physiology)

Parameter 1 3 5 LT (LT (LT |LT |LT |LT ET
Punkt Punkte |Punkte |1 3 7 14 |21 28

Blutdruck, mmHg

hoch 66-80 81-100 >100

niedrig 30-35 20-29 <100
Herzfrequenz

hoch 180-200 201-250 > 250

niedrig 80-90 40-79 < 40
Atemfrequenz 60-100 >100
Temperatur, °C 35-35,6 33,4-34,9 <334
PO2, mmHg 50-60 30-50 <30
PO2/FiO2-Ratio 2,5-3,5 0,3-2,49 <0,3
PCO2, mmHg 50-65 66-90 >90
ﬁ’g’gfgg'ﬁwdlf:oz 0,07-0,20 | 0,21-0,40 | 0,40
Hamatokrit, %

hoch 66-70 >70

niedrig 30-35 20-29 <20
Leukozyten (x 1000) 2,0-5,0 <2,0
Unreife-Ratio > 0,21
Neutrophile (absolut) 500-999 <500
Thrombozyten
5 1000, vt 30-100 0-29
Harnstoff-N, mg/dL 40-80 >80
Kreatinin, mg/dL 1,2-2,4 2,5-4,0 >4,0
r‘ffl'_'/‘f;/s'f"he'd”"g 0509 | 01049 | <01
Ind.Bilirubin
>2 kg: mg/ dL 15-20 >20
<2 kg: mg/ dL/ kg 5-10 >10
Dir.Bilirubin, mg/ dL >2,0
Natrium, mmol/ L

hoch 150-160 161-180 >180

niedrig 120-130 <120
Kalium, mmol/ L

hoch 6,6-7,5 7,6-9,0 >9,0

niedrig 2,0-2,9 2,0
Calcium, ion., mg/dL

hoch >1,4

niedrig 0,8-1,0 <0,8
Calcium, tot., mg/ dL

hoch >12

niedrig 5,0-6,9 <5,0
Glucose, mg/ dL

hoch 150-250 > 250

niedrig 30-40 <30
Bikarbonat, mmol/L

hoch >33

niedrig 11-15 <10
Serum-pH 7,2-7,3 7,1-7,19 <7,10
Krampf 1 >1
Atemstillstand Stim.-e Stim.-ue totaler
Blut im Stuhl positiv
Punktwert total
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Tabelle 8.1: Patientenliste der Verlaufsstudie Radikalkrankheiten bei Frithgeborenen.

Aktennr. |SSW Patient Geburtsdatum
40316 24.SSW  |v. W.und L., weibl. 1. Zwilling 18.05.98
40317 24.SSW  |v.W.und L.L., ml. 2. Zwilling 18.05.98
39961 25.SSW |R.F., ml. 24.03.98
39046 26.SSW |S.C., ml. 1. Zwilling 07.11.97
39047 26.SSW  |S., ml. 2. Zwilling 07.11.97
39824 26.SSW [0O.J., ml. 03.03.98
40025 26.SSW  |W.N., weibl. 1.Zwilling 02.04.98
40026 26.SSW |W.L., weibl. 2.Zwilling 02.02.98
39995 27.SSW  |H.M., weibl. 29.03.98
40036 27.SSW |S.P., weibl. 04.04.98
38908 28.SSW  |G.C., ml. 15.10.97
38996 28.SSW  |S.X., ml. 30.10.98
39482 28.SSW  |R.R., weibl. 1.Zwilling 16.01.98
39483 28.SSW  [R., ml. 2. Zwilling 16.01.98
40211 28.SSW [H.B., ml. 02.05.98
38726 29.SSW  [W., ml 21.09.97
38774 29.SSW  |B., weibl. 28.09.97
38940 29.SSW  |W.M., ml. 20.10.97
40079 29.SSW |F.L., weibl. 11.04.98
38679 30.SSW |F.C., weibl. 15.09.97
39015 30.SSW  |H.P., ml. 03.11.97
39406 30.SSW  |G.-M., J. 1. Drilling 06.01.98
39407 30.SSW  |G.-M., F. 2. Drilling 06.01.98
39408 30.SSW  |G.M., J. 3. Drilling 06.01.98
40162 30.SSW |F. L., weibl. 24.04.98
40191 30. SSW  |M.S., ml. 28.04.98
40284 30.SSW  |S.C., weibl. 1.Zwilling 12.05.98
40285 30.SSW  [S.N., ml. 2.Zwilling 12.05.98
39114 31.SSW [M.S., weibl. 16.11.97
40187 31.SSW |K.K., weibl. 25.04.98
40370 31.SSW |O.L., ml. 28.05.98
39229 32.SSW |ZM., ml. 1. Zwilling 04.12.97
39230 32.8SW |Z.R., ml. 2. Zwilling 04.12.97
39494 32.8SW |U.D., ml 17.01.98
39510 32.8SW  |I.S., ml. 1. Zwilling 19.01.98
39511 32.SSW |1J.-A., ml. 2. Zwiling 19.01.98
39638 32.8SW |T.S., weibl. 08.02.98
39863 32.SSW |H.A., ml 07.03.98
39620 33.SSW |S.N., ml. 1. Zwilling 05.02.98
39621 33.8SW |S.A,, ml. 2. Zwilling 05.02.98
39293 34.SSW |P.K., ml. 17.12.97
39375 34.SSW |E.Y., weibl. 1. Drilling 02.01.98
39376 34.SSW |E.N., weibl. 2. Drilling 02.01.98
39377 34.SSW  |E.M., ml. 3. Drilling 02.01.98
39867 34.SSW |K.R., weibl. 1.Zwilling 09.03.98
39868 34.SSW  |K.H., ml. 2. Zwilling 09.03.98

135




Tabelle 8.2: Patientenkollektiv des ersten Studienteils. Teil 1.
¢ |5|2|3|2|8| 5 |B|g|g| e |8 |58|eEY ¢ [eo|5E 5t
:O|E|%|Z|215 S |E|E| 5|5 |E|E5|5 8% £ |E|ig|if
2| |“| SIS E|E|E| 2|2 |8 |85 2Es 3 |25\ 25|87
5 SIS E|E|2| 8 |8 | =s|E=|glEg B (88|-2 (-2
6} =g |58 B g 128|828 © |ER b Q
& Z|E| 5|8 |2 |ag|T lhgl = = & 8
& 2|51 & |5 |F (22|32 EE = | 5| & B
= = & °
1| 16| 36| 3,8|57|149,0/0,70|22,8| 63,0(1,638| 0,20 4,7 0,046 0,000{0,046
Eéibl. 3| 14| 41| 6,6(43|104,0/0,80|28,5| 99,0(2,574| 0,56 7,8 0,000 0,000/0,000
70 0| 0| 7,6|43|123,0(2,43|19,6/205,0(/5,330| 4,15|14,30|10,0{24,0|76,000]0,079| 24,000
1| 3| 16| 3,9| 58| 96,0|0,00| 6,9| 94,0|2,444| 0,42 9,8 0,201 0,160(0,041
G.C,, 3] 22| 31| 6,8]50|105,0|1,55|15,5| 82,0(2,132| 0,89 10,9 0,000 0,000/0,000
ml. 71 0] 0| 6,5|35|135,0({2,44|12,9| 90,0({2,340| 2,28 7,50]|12,0{27,0 0,000 0,000
14 11| 21| 2,5| 34 1,05| 9,3| 82,0/2,132{15,06 13,2 0,415 0,350/0,065
1| 3| 16| 3,9/ 58| 99,0|0,96|15,5| 85,0/2,210{ 0,30 9,9 0,188 0,140|0,048
P., 3|1 10| 16| 4,7|43|111,0{0,48(80,0| 80,0{2,080| 5,10 0,6 0,189 0,130/0,059
ml. 0| O] 6,3|48|143,0|1,60]|15,5[138,0/3,588| 6,34| 8,80 6,0/15,0(74,000|0,100(26,000
14| 5[ 12| 4,1{42/126,0({1,60|25,4|181,0{4,706|21,16 34,9 0,030
1| 11| 26| 4,4| 46| 93,0|0,65| 6,9| 44,0|1,144| 1,27 7,6 0,059 0,059/0,000
SX., 3| 7|27 6,7| 41| 94,0|0,99| 6,9 1,44 8,8 0,000 0,000/0,000
ml. 70 0| 0| 6,4|31|141,0/0,86 99,0(2,574| 7,90{16,80|15,0{27,0|74,000]|0,110{26,000
14| 10| 17| 4,4| 34/146,0({1,13|12,9|123,0| 3,2| 6,08 21,7
1| 10{ 15| 3,0{ 60| 83,0|1,19| 6,9/106,0(2,756| 6,99 59 0,190 0,190/0,000
5'515’1. 31 5|11} 7,1|45| 86,0{1,92| 8,1/116,0{3,016| 1,58 8,8 0,084 0,084/0,000
70 0| 0]10,3/50|118,0(1,72| 7,0 69,0(1,794| 2,38|18,40| 1,0| 6,0{72,000]|0,086|28,000
1] 12| 18] 3,0{ 51| 86,0|1,40| 6,9/102,0(2,652| 0,26 6,7 0,000 0,000/0,000
I\i/.gi]t.)l. 3| 11| 19] 7,5| 35| 94,0|2,70|10,5|145,0(3,770| 3,07 11,5 0,357 0,270/0,087
7/ 1] 0]10,0]{ 39/143,0{0,51|12,9] 65,0{1,690| 7,27(10,50|12,0|16,0|76,000|0,120| 24,000
F.C, 1| 12| 13| 3,1| 55| 90,0|3,28| 6,9| 87,0/2,626| 0,29 3,2 0,000 0,000/0,000
weibl. 3| 5| 10| 8,6/ 50| 80,0{4,69 7,0/136,0|3,536 11,1 0,000 0,000/0,000
S.C. 1| 16| 40| 2,1{ 43| 92,0/0,65 20,0/0,520{ 1,05 53 0,180 0,000/0,180
ml. 3| 18| 32| 5,9 45| 86,0|1,61 109,0(2,834| 0,55 9,4 0,000 0,000/0,000
1] 11| 13| 3,5{58| 81,0/1,50| 7,0{131,0(3,406| 0,09 7,2 0,303 0,280/0,023
ISnlN’ 31 2| 6] 8,4|54| 99,0[0,44(11,7[114,0{2,964| 0,59 10,1 0,459 0,400/0,059
70 1| 1]10,5|53|105,0/1,00{12,9|167,0(4,342| 1,04|26,90| 3,0| 6,0{86,000]|0,190( 14,000
11 9| 11} 5,1{ 54| 77,0|1,23| 6,9/109,0(2,834| 1,80 8,2 0,261 0,210(0,051
31 9| 12] 9,1{ 55| 96,0|0,62| 7,0{126,0/3,276| 3,49 10,3 0,465 0,440(0,025
ISnlA 70 0| 0]12,0 54| 97,0/1,79|10,5|142,0(3,692| 0,91|17,40| 3,0| 6,0 0,000]|0,380(99,999
14| 0| 6[12,6|48(119,0|1,10(15,5/160,0 2,39 12,5 0,420 0,000/0,420
21| O] 3| 9,9|39(128,0{0,52|11,7(159,0{4,134| 5,78 31,0 1,080 0,950/0,130
1] 17 20| 4,9 71| 75,0|1,75 68,0/ 1,768| 1,74 5,8 0,070 0,056(0,014
fnls 3| 14| 18| 6,2| 62| 93,0|2,27 70,0{1,820| 0,37 53 0,061 0,000(0,061
71 0| 0| 7,3/ 52|137,0/0,68|16,9|102,0(2,652| 5,78 8,00|12,0{15,0{67,000]|0,100{33,000
1| 13] 29| 3,5| 64| 73,0|1,33 69,0(1,794 1,070 0,850/0,220
gr.ljl..-A., 3| 6|24| 3,9|57| 84,0{3,03/16,9| 96,0/2,496| 5,56 93 0,224 0,140|0,084
70 1] 0| 3,4|52|138,0({2,89(18,2|125,0{3,250| 5,70{13,00|11,0]20,0|78,000|0,120{ 22,000
KR, 1] 11| 12| 3,9 65| 93,0(/1,09 138,0(3,588| 0,24 12,0 0,228 0,169(0,059
weibl. 3| 4| 10| 9,1| 57| 75,0{1,13|10,5|147,0|3,822| 1,54 12,0 0,189 0,100/0,089
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Tabelle 8.3: Patientenkollektiv des ersten Studienteils. Teil 2.

2 ElZ|Z| 2|2 2 |s|2| 5|5 |E |28/ 528 § |§E8|2§ (2%

2| P EIR|E|B|E|E |2 |% |S8|=2F8 5 |32|58% (B3

& SIS E|E|(R2| 2|2 |2 |52|2Eg B |23|75 ¢

5 =g |5 5 g |28|s &g R |ER ha o

& ZIE|E |8 |2 |ce|lElcEl B | 3| ¢ &

= SIZ|E |2 |2 |E5\2 B8 | 5| §| ¢

12| &g | |g2|=2g7] 2 gl 2| 8

2B Slelg |EE | 5| 5| 2| @

£ =2 |2 | S| E| ¢ =
=2 | = % = == g =

KH, 1) 11| 12| 2,9 73| 94,0(1,59 0,42 13,9 0,390 0,000(0,390

ml. 31 5| 6| 3,4/ 64| 85,0/0,98 87,0(2,626| 0,42 8,9 0,181 0,128(0,053

3| 13| 18] 5,1| 46| 97,0|1,38| 6,9|165,0{4,290| 0,50 14,5 0,193 0,160(0,033
§§b1 70 1| 0] 5,9/37|104,0{1,22| 6,9|123,0(/3,198| 8,77|16,30|13,0{23,0{57,000/0,330(43,000

14| 13| 14| 6,4| 40|122,0{0,62(10,5|104,0 9,69 25,1 0,278 0,250(0,028

1| 14| 20| 2,5 69|128,0(0,06| 6,9|121,0|3,146| 0,47 13,6 0,107 0,083(0,024

3| 4| 14| 5,7| 54| 83,0/0,71| 6,9| 63,0{1,638| 0,90 8,2 0,110 0,110(0,000
S.e_ill\)/{.F.’ 70 0| 0| 5,6/41|104,0{1,08| 6,9 65,0/1,690| 7,47|18,00| 5,0{15,0{87,000/0,038( 13,000

14| 11| 16| 4,4| 34/120,0{1,39/10,5|125,0|3,250|12,16 28,3 0,530 0,320(0,210

20 3,8| 43| 65,0/0,64| 9,31167,0|4,342| 7,86 15,7 0,840 0,670(0,170

1] 16| 31| 3,2{ 47| 74,0/1,88| 6,9| 84,0(2,184| 0,64 5,4 0,075 0,075]0,000

3| 9| 27| 4,7| 30| 66,0/0,56/10,5/116,0{3,016| 0,85 4.4 0,085 0,071(0,014
yei\lbl’ 70 0| 0| 6,1{41|111,0{1,69| 7,0|106,0(2,756| 2,62| 4,80|12,0{22,0 0,000 0,000

14] 13| 19| 5,1| 36{147,0{0,54|18,2| 87,0 11,70 15,5 0,240 0,230(0,010

21| 12| 22 105,0/0,48|16,9| 73,0(1,898| 5,04 6,8 0,000 0,000(0,000

1] 16| 32| 3,1{ 50| 97,0(1,06] 6,9| 87,0/2,262| 0,18 4,0 0,000 0,000(0,000

yelll;l 3| 9| 23| 5,0| 42| 53,0/0,30(12,9|156,0{4,056| 0,34 8,6 0,234 0,125/0,109
70 0| 0| 3,6|/43|119,0(5,15| 7,0|248,0/6,448|11,43|13,20]|15,0{22,0{59,000(0,130{41,000

1] 9| 13| 4,5/ 54| 72,0/0,31 153,0(3,978| 0,44 6,2 0,264 0,170(0,094

‘Svgﬁ, 3| 12| 14| 6,3 56| 87,0(1,38| 7,0{155,0(4,030| 1,40 12,4 0,700 0,340(0,360
70 1] 0| 5,9|52/102,0{1,90 9,3|169,0{4,394|11,85|26,10|12,0|15,0| 79,000/ 0,120{ 21,000

1| 12| 20| 2,5| 46| 81,0/0,65| 7,0] 99,0|2,574| 0,54 5,6 0,163 0,140(0,023

EﬂK’ 3| 11| 14| 8,5| 43| 84,0|1,77| 7,0{123,0|3,198| 1,13 15,7 0,550 0,210(0,340
71 0] 0| 7,3|38/121,0{1,64| 8,1|133,0|3,458| 3,28|16,60| 4,0/11,0|70,000|0,140{ 30,000

1] 13[ 29| 2,6| 65| 89,0({0,96 113,0{2,938| 0,72 10,3 0,180 0,000(0,180

gell(bi 3| 10| 20| 8,3|50(114,0/0,40|18,2{123,0(3,198| 0,38 11,0 0,310 0,220(0,090
70 0| 0| 7,2/ 51|127,0{0,59|16,9|184,0(4,784| 7,63|14,40| 9,0{12,0{84,000(0,060( 16,000

1| 17| 35| 2,0/ 47/100,0/0,46| 6,9| 78,0/2,028| 0,34 8,1 0,000 0,000(0,000

81’]’ 31 10| 33| 5.8/ 40| 80,0/0,93|11,7|133,0|3,458| 1,23 11,0 0,051 0,051{0,000
70 1] 0| 5,9|43]|138,0{0,66| 6,91111,0{2,886| 5,74| 9,90|13,0/20,0| 77,000/ 0,150 23,000

1| 15| 28| 2,8| 55|100,1|1,09 186,0(4,836| 0,44 10,1 0,147 0,105/0,042

HM., 3| 15| 26| 5,4 39|115,0/1,03| 9,3|113,0{2,938| 0,37 11,3 0,177 0,090(0,087
weibl. 70 0| 0] 5,037| >150(0,72| 8,1|118,0(3,068| 6,16|11,40]|10,0{17,0{90,000(0,023| 10,000

14| 10| 20| 5,2|44|117,0{0,51{12,9] 99,0 12,23 16,5 0,314 0,308(0,006

1| 15( 26| 4,6] 56|112,0(0,37 89,012,314| 0,83 7,6 0,000 0,000(0,000

aelibl 3| 11] 20| 8,9| 50 0,56{10,5/133,0/3,458| 1,60 11,3 0,173 0,160(0,013
70 0| 0| 5,6|42|152,1{0,49|10,5/111,0(2,886| 6,86|14,30|11,0{14,0|86,000(0,060( 14,000

1| 11] 19| 3,5/ 53|100,1|1,37| 6,9|106,0|2,756| 0,64 9,5 0,480 0,330(0,150

81L’ 31 9| 18] 7,31 42| 99,0(/1,35| 6,9/104,0(2,704| 0,97 7,1 0,440 0,2901(0,150
71 0] 0] 9,5|35/123,0{1,01| 6,9|114,0{2,964| 4,34|12,70|11,0|15,0{80,000|0,090| 20,000
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Tabelle 8.4: Patientenkollektiv des ersten Studienteils. Teil 3.
Z EQEEQEEQQQ%?EQ%E%QQQEQEE
g glZlAIZ|IR 2|8 || = 22| 512g & |28/ |2
® S|7|la|lE|<| 5 |35 |& (] ] B (2| % =% 8 S N, e
2 SIRIE|&|5|2 |2 |5 |F8|algn € 22|58 |23
® SIS E | B2 8 S = =| g ol B |gB|+v2|~¢g
oQ —~ L= =] = =5 - E [«] E [« - o
g5 S8 | B |5 |8 |28|5S 28| @ |Bo] © Q
& |28 |8 |2 || 2 |ng] = s 2| g
=] a|F © 5 s |2 S g = = & g
~ = | = = 5 ] sglc2el E E E <
= = = = = 2|~ |8 S 2 (> 5
g | g SIZIETEE | 5| &5 & o
=]
RS 52 |8 || §| g 3
1 14 14] 4.0[57] 60,0[1.15] 6.9] 75.0[1,950 0,47 43 0.113 0,113]0,000
fv'fﬁ;l 3[10] 10] 9.3 49| 76.,0[1,52[11,7] 85,0[2.210] 0,43 3,7 0.123 0,094]0,029
710 o[11.9 54 116.0[0.27[10.5[113.0]2.938] 2.9717.90[10.0] 7.0[81,000[0.072] 19.000
1 15 23] 4.1] 48] 84.0[0.70[23.9] 92.0[2.392] 0.58 73 0,300 0.280[0,020
xl's" 3[13[13] 89 [120.0[0.,88 1.38 11.9 0,280 0,240[0,040
71 1] o] 7.7/ 54 120,0[0.6523.9] 162.0[4.212| 2.77[19,30]10,0[12,0]79,000[0,110] 21,000
1| 13[ 26] 2.1 65 76.0[0.72] 6.9[106.0[2.756 0.52 6.1 0,200 0.134]0,066
EﬁA" 3[11] 15| 6.2 47 69.0(0.65]15.5]126.0[3.276] 0.30 8.6 0319 0.260{0,059
710 o] 7.6/ 49]114.0[0.61]12.9[169.0[4.394] 4.62[17.90] 9.0[17.0]75.000]0.095 25,000
‘VVZB%L" 11 20| 32| 1,5 45| 84.0{2.40| 69| 39,0[1,014] 0,01 12 0,000 0,000/0,000
1] 18] 36] 2,535 63.0[6.47 67.0/1.742] 027 7.0 0,089 0,058{0,031
;ﬂw'& LL. 731720 28 3.6] 36| 89.0(1.63] 8.1] 60.0/1,560] 0,36 8.1 0210 0,150/0,060
710 of 3.5/43[113.0[0.99] 6.9] 63.0[1.638] 5.63] 8.80]15.0[34.0 0,000] 0,000
1| 17[37] 1.7]47[101,0[1.99] 6.9] 70.0[1.820 0.38 5.7 0,530 0.000]0.530
EiB" 3[13[20] 7.2 45| 65.0[1,61]15,5142,0[3.770] 1,47 18,4 0,405 0,330[0,075
711 1] 6.2] 46| 118,0[1,39]14.2[297.0]7.722[22,63(32,50| 11,0 19.0| 88,000( 0,076 12,000
1/ 10[ 27 4.7 55 68.0[1.64] 7.0[164.0[4.264] 0.72 93 0.169 0.145]0,024
gﬁM" 3[10] 23] 7.5 47| 83.0[2.08] 8.1] 96.0[2.496| 0.35 6.2 0,049 0,000]0,049
710 o] 6.9/42[105.0[0.5911.7[147.0[3.822] 7.55] 9.90 9.0[23.0 0,000] 0,000
1] 13 14] 5.4 52 65.0[1.58] 9.3] 89.0[2.314] 123 6.2 0270 0,000[0.270
3[13] 12| 8.6 41| 63.0[2.21] 8.1]159,0[4.134] 1,78 8.3 0,072 0,000[0,072
i’lR" 711 1]10.9[ 42 92.0[1.33] 7.0[159.0[4.134] 4.7915.90 6.0[13.0 0,000] 0,000
14] 5| 14| 8.7/ 44] 90.0[1.19/22.5/133.0[3.458] 5.89 19.1 0.263 0.220[0,043
21| 2/ 10| 4.9]20[117.0[0.77] 16.9] 150.0 3.900[39.68 241 0.475 0.390[0.085
1] 1234 1,955 63.0[0.78] 6.9]104,0]2,704] 048 6.4 0,085 0,085]0,000
EﬁF" 31 10] 26| 5.9 50]101,0(0,92] 19,6/ 121,03, 146] 0,44 10,1 0.175 0,153]0,022
710 o] 4.8[29[114.0[0.83 8.1[121.0[3.146] 4.25] 9.20] 9.0[25.0]52.000[0.112]48.000
anlM 1] 10] 19] 3.3 42|112,0{1.33 6.9] 43.0[1.118] 0,59 35 0,000 0,000/0,000
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Name, Vorname

Geburtsdatum

Geburtsgewicht

NTBI-Studie: Erhebung der klinischen Daten

Labordaten am Tage der Blutentnahme

Hb (g/d])

Retis (%o0)

Bili (mg/dl)

CRP (mg/dl)

Interleukin 6 (ng/1)

Eisen gesamt

Tag der Abnahme

+/- 1 Tag

+/- 2 Tage

+/- 3 Tage

+/- 7 Tage

02-Gabe

Zeitraum der O2-Applikation (in LT)

Wann (LT)
Max. O2-Bedarf
Fi-O2
Zum Zeitpunkt der BE
Transfusionen
Nein
Ja Zeitpunkt (LT)
Anzahl
Menge (ml)

Erndhrung z. Zeitpunkt der Blutentnahme

Muttermilch

Muttermilch +Infusion

FG/NG-Milch

FG/NG-Mich + Infusion

komplett parenteral

Medikamente z. Zeitpunkt der Blutentnahme

Vitamine

Intralipid

Antibiotika

Ferro 66

Glukokortikoide
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Tabelle 8.5: Patientenkollektiv des zweiten Studienteils mit Bestimmung von NTBI. Teil 1.
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Tabelle 8.6: Patientenkollektiv des zweiten Studienteils mit Bestimmung von NTBI. Teil 2.
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Tabelle 8.7: Patientenkollektiv des zweiten Studienteils mit Bestimmung von NTBI. Teil 3.
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Angaben zur Person

Name
Adresse

Geburtstag
Familienstand

Schulbildung
1978-1993
1983- 1993
1989/1990
Juni 1993

Studium
April 1994
- Dezember 2000

Praktisches Jahr
Oktober 1999-

Februar 2000
Februar-Juni 2000

Mai 2000

Juni- Oktober 2000

Birte Julia Sybille Liebig, geb. Schemmel
Eppendorfer Baum 19
20249 Hamburg

10. August 1972 in Neumiinster
verheiratet, 2 Kinder

Grundschule

Gymnasium

Schuljahr an der Potomac Senior High, Dumfries, VA, USA
Abitur

Universitdt Hamburg

Erster Abschnitt des Praktisches Jahres in der Medizinischen
Klinik,

UKE, Hamburg (Abteilung fiir Kardiologie und Nephrologie)
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Institute, Houston, TX,USA (Herz- und Gefdlchirurgie)
Rotation im Texas Children’s Hospital, Houston, TX, USA
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Studienbegleitende Tétigkeiten

August 1997

Februar- Juni 2000
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Studentensprecherin im Texas Heart Institute, Houston, TX, USA
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Klinik fiir Kinder- und Jugendmedizin im FEK,
Neumiinster
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Weiterbildung

Januar 2001 Grundkurs chirurgische Sonographie, Klinikum Nord,
Hamburg

Februar 2002 Fachkunde Rettungsdienst Kompaktkurs in Westerland/
Sylt
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Mirz 2005 Facharzt Repetitorium der DGKIJ in Berlin

September 2005 Neonatologische Weiterbildung in Blaubeuren
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