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Zusammenfassung (deutsch)

Quantifizierung von S-100b, NSE und MBP im Urin Frithgeborener < 1500 g

Geburtsgewicht und Korrelation mit dem Status des PDA zur Abschidtzung einer
perfusionsgeminderten Schidigung zerebraler Zellen

Laura Maria Langer

Der persistierende Duktus arteriosus (PDA) ist das héufigste kardiovaskuldre Problem
Frithgeborener (Chiruvolu et al., 2009). Da er mit vielen Erkrankungen wie nekrotisierender
Enterokolitis (Cassady et al., 1989) sowie intrazerebralen Blutungen (Evans and Kluckow,
1996) assoziiert ist, ist es von groBer Bedeutung seine Himodynamik einschétzen zu konnen.
Die Echokardiografie ist der Goldstandard um einen PDA zu diagnostizieren und den
Durchmesser sowie die GroB3e des Shunts zu messen (Sanjeev et al., 2005, Evans et al.,1993).
Es fehlen jedoch festgelegte Kriterien um die himodynamische Relevanz sicher einschitzen
(Chiruvolu and Jaleel, 2009b) sowie die Therapieindikation stellen zu konnen (Hamrick und
Hansmann, 2009). Daher muss die Echokardiografie durch klinische Parameter ergéinzt
werden. Unser Ziel war es, Parameter zu finden, die nicht-invasiv eine objektive
Beurteilbarkeit der himodynamischen Relevanz des PDA ermdglichen bzw. Hinweise auf
dessen Einfluss auf die Perfusion des Gehirns geben. Hierbei suchten wir Marker, welche
den mdglichen Untergang von Gehirnzellen widerspiegeln konnten. In unserer Studie wurde
Urin von 50 Frithgeborenen < 1500 g (very low birth weight infants, VLBW) zu vier
verschiedenen Zeitpunkten gesammelt und die Proteine S100b und MBP mit Hilfe von
ELISAs sowie NSE mit Hilfe eines ECLIAs quantifiziert. Bei Kindern mit einer Therapie
des PDA (Intervention) fanden zusitzliche Urinsammlungen statt. Zudem wurden am

2. - 4. Lebenstag routinemifBig eine Echokardiografie sowie ein Schédel-Ultraschall
durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigen, dass es bei S100b und NSE keinen signifikanten
Unterschied der Proteinkonzentrationen zwischen den Kindern ohne PDA (Kontrollgruppe)
und mit PDA (PDA-Gruppe) gibt. Die Kontrollgruppe hatte jedoch an den ersten beiden
Messzeitpunkten signifikant hohere MBP-Konzentrationen, was durch die hohere Reife in
dieser Gruppe erkldrbar ist. Kinder mit offenem PDA hatten ein signifikant geringeres
Gestationsalter. Das Geburtsgewicht war in der Interventionsgruppe signifikant geringer als
in der Kontrollgruppe. In der Schidel-Sonografie der A. cerebri anterior war kein
signifikanter Unterschied der Blutversorgung des Gehirns zwischen den beiden Gruppen zu
erkennen, jedoch ein hoch signifikanter Unterschied des resistance-Index zwischen der
Kontroll- und Interventionsgruppe. Die La/Ao-ratio, welche héufig als Parameter zur
Einschitzung der Himodynamik des PDA bestimmt wird, zeigte in unserer Studie keinen
Einfluss auf die Konzentrationen der drei betrachteten Proteine. Zusammenfassend konnte
bei Frithgeborenen mit PDA keine erhohten Proteine als Marker der drei groflen
Gehirnzellreihen im Urin nachgewiesen werden, sodass wir davon ausgehen, dass es bei
vorhandenem PDA nicht zu einer Schidigung zerebraler Zellen in nennenswertem Umfang
kommt.



Zusammenfassung (englisch)

Clinically hemodynamically relevant patent ductus arteriosus in very low birth weight

(VLBW) infants does not lead to hypoperfusion-associated cerebral damage

Laura Maria Langer

Patent ductus arteriosus is the most common functional cardiovascular disease of preterm
infants (Chiruvolu et al., 2009). It causes a left-to-right shunt, which potentially leads to
problems like necrotizing enterocolitis (Cassady et al., 1989) and intracerebral hemorrhage
(Evans and Kluckow, 1996). Therefore, it is important to estimate the hemodynamical
relevance. Echocardiography with color Doppler is the gold standard to detect PDA and to
measure the size of the shunt and the diameter of the ductus (Evans, 1993; Sanjeev et al.,
2005). There are still no fixed criteria to distinguish hemodynamically significant from
hemodynamically non-significant PDA and no clinical signs which are appropriate to decide
for or against treatment (Chiruvolu and Jaleel, 2009a; Hamrick and Hansmann, 2010).
Echocardiographic findings need to be complemented by clinical signs. Hence the aim of
the present study was to quantify non-invasively potential parameters of cerebral
hypoperfusion which might reflect perfusion-associated brain damage caused by PDA in
immature preterm infants. Therefore, the levels of three proteins, S100b, myelin basic
protein (MBP) and neuron-specific enolase (NSE), of 50 preterm infants < 1500 g were
measured in urine at four points in time. Additional urine samples were collected when PDA
was treated. S100b and MBP were measured via enzyme-linked-immunosorbent assay
(ELISA), NSE via electro-chemo-luminescence-assay (ECLIA). Echocardiography and
ultrasound of arteria cerebri anterior was routinely conducted between day 2 - 4 of life.
Protein concentrations of S100b and NSE were similar between the groups at all points in
time. Neonates of the control group had higher urine concentrations of MBP than those of
the PDA group at the first two points in time explainable by maturity. Neonates of
intervention group had a significant lower birthweight as neonates of the control group. PDA
group had a significantly lower gestational age than control group. We found no difference
in systolic and enddiastolic flow in arteria cerebri anterior, but a significant difference of the
resistence-index between control and intervention group. No correlation was observed
between the three proteins and La/Ao ratio. Levels of S100b and NSE in urinary samples
showed no significant difference between infants with and without PDA at all four points in
time. MBP was different between the two groups on day O - 1 and day 2 - 4. Medical
interventions for PDA did not affect urinary protein levels either. In summary, our study
showed no increase of urinary protein concentrations in in the presence of hsPDA. These
findings make it unlikely that relevant hypoperfusion occurs in order to lead to substantial

cell death of neurons, astrocytes, or glial cells.

II



Abkiirzungsverzeichnis

A.
abgeschl.
BNP

COX-Inhibitoren

ECLIA
ELBW
ELISA
ET

h
hrPDA
kDa
Interv.
LT

Max.
MBP
Min.
NEC
NNE
NSE
OPD
PGE2
PGI2
Pro-BNP
RI
SA-HRP
SGA
SSW
STD
TMB Substrat
VLBW
WHO
ZNS

Arteria
abgeschlossen
B-type natriuretic peptide

Cyclooxygenase Inhibitoren

Elektrochemolumineszenz Immuno Assay

Extremely-low-birth-weight

Enzyme linked immunoabsorbant Assay

Entlassungstag

hour

himodynamisch relevanter persistierender Duktus arteriosus

Kilodalton

Intervention

Lebenstag

Maximum

Myelin basic protein

Minimum

nekrotisierende Enterokolitis
Nicht-Neuronen spezifische Enolase
Neuronen spezifische Enolase
o-Phenylenediamin Dihydrochlorid
Prostaglandin E2

Prostacyclin

Pro-brain natriuretic peptide
Resistance Index

Peroxidase markiertes Streptavidin
Small for gestational age
Schwangerschaftswoche

Standard (Verdiinnungsreihe)
Tetramethylbenzidin Substrat
Very low birth weigh
Weltgesundheitsorganisation

Zentrales Nervensystem

III



Inhaltsverzeichnis

Zusammentfassung (AEULSCH) .......cociiiiiiiicec e e e I
Zusammenfassung (ENZLISCh) ......ioiiiiiiiiiciee e e e II
AbKUIZUNGSVEIZEICANTS ....vieiiiiiiieiieciiciece ettt ennees I
AbDIIAUNZSVETZEICHNIS ......viiiiieiiieiiieiieeie ettt st eeseeeebe e eae e VII
TabellENVEIZEICHIIS ... ..eeeeevieeeiie et e e et e s e e saaee e sbeeenaeeenseeesaeas X
L 25 141 (S5 110 PSRRI 1
1.1 Definition des Frithgeborenen ...........c.cccccvvveiiiieiiiieciee e 1
1.2 Der DUKIUS QITETIOSUS ...eveeuverirerieeieeiientteteeitesitenteeitesttesteetesteeaeensesbeetesneesseenseenees 1
1.2.1  Atiologie des PDA ........c.ovoveieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et en s 1
1.2.2  Physiologie und Pathophysiologie des Duktus arteriosus...........c.ccceeveerevennne. 2
1.2.3  KHnIK des PDA ...ttt 3
1.2.4  Diagnostik des PDA .......c.oooiiiiiie s 4
1.2.5  Therapie des PDA ........oooiiiiieieeeee ettt 6

1.3 DHE MATKET ittt 8
L3010 STOOD ettt ettt sttt et et eae e 8
1.3.2  Myelin basic protein (MBP) ........ccccoiiiiiiiiiie e 10
1.3.3  Neuronen spezifische Enolase (NSE).........ccccooiiiiiiiiiiiiieee 11

1.4 Ziele der ATDeIt......ooouiiiiieie et st 12

2 Material und MethOden .........cccoeiiiiiiiiiiiiiiee et 14
2.1 PatientenpopUlation ..........ccceoiiiiiriiniriinieie ettt 14
2.2 Versuchsplanung und Ablauf............ccooviiiiiiiiiiie e 15
2.3 Material Und GETALE .........oouiiiuiiiiiiiieiieete ettt 18

2.4.1  Die quantitative Bestimmung von S100b mittels ELISA............cc.cccocei. 20
2.42  Die quantitative Bestimmung des Myelin basic protein (MBP) mittels ELISA
21

243  Quantitative Bestimmung der Neuronen-spezifischen Enolase (NSE) mittels

ECLIA 23

2.5 DatenanalySe........ccccieriiiiiiiiieeiiie et et naeeennaee s 24

IV



EIZEDINISSE ...ttt ettt et ettt et e et e et e et e e aeeenbeeenbeenbeenabaens 25

3.1 Vergleich der GIUPPeN........ccoiiiiieiiieiiieiee ettt e b e 25
3.1.1  Vergleich der Gruppen hinsichtlich des Gestationsalters............c..cccceevuerueee 26
3.1.2  Vergleich der Gruppen hinsichtlich des Geburtsgewichts ............c..cccuveee.... 28
3.1.3  Vergleich der Gruppen hinsichtlich der La/Ao-ratio ............cccovveevvveennennnn.e. 32
3.1.4  Vergleich der Gruppen hinsichtlich der Creatininkonzentration................... 32
3.1.5  Vergleich der Gruppen hinsichtlich der Laktatkonzentration ....................... 32

3.1.6  Vergleich der Gruppen hinsichtlich der schiddelsonografischen Parameter RI,
Vmax syst. Und Vend diast..........cocuiiiiuiiiiiiiiieiieeciee ettt ee e e e e saee e 33
3.1.7  Ubersichtstabellen der Kontroll- und der PDA-Gruppe hinsichtlich der

VErglichenen Parameter.........c.oocuiiiiiiiieiie ettt et sbeesaee e 37

3.2 Vergleich der Kontroll- mit der PDA-Gruppe bezogen auf die Konzentrationen von

S100b, MBP und NSE zu den vier MesSzZeitpunkten ............cocceevcieenieniiienieniieenieeieene 40
3.2.1  Vergleich der Gruppen beziiglich der S100b-Konzentrationen .................... 41
3.2.2  Vergleich der Gruppen beziiglich der MBP-Konzentration..............ccc..... 44
3.2.3  Vergleich der Gruppen beziiglich der NSE-Konzentrationen....................... 48

3.3 Vergleich Kontroll- mit der Interventionsgruppe bezogen auf die Konzentrationen
von S100b, MBP und NSE zu den vier Messzeitpunkten .............cccceevveveivenieenieenneennen. 55
3.4  Korrelation der Konzentrationen der Proteine S100b, NSE und MBP an allen vier

Messzeitpunkten mit dem GestationSalter ............coccuievieriiiiniieiieiieeee e 58
3.4.1  Korrelation von S100b mit dem Gestationsalter ............cccccveeevveeniveeeneeennne. 58
3.4.2  Korrelation von Myelin basic protein mit dem Gestationsalter.................... 62

3.4.3  Korrelation der Neuronen-spezifischen Enolase mit dem Gestationsalter.... 66

3.5 Korrelation der Konzentrationen der Proteine S100b, MBP und NSE am 2. - 4.

Lebenstag mit dem GeburtSgewiCht ...........cooiiiiiiiiiiiiiiiiii e 70
3.5.1 Korrelation der Konzentration von S100b mit dem Geburtsgewicht............ 70
3.5.2  Korrelation von MBP mit dem Geburtsgewicht...........c.ccccovveeviieniieenneeenee. 71
3.5.3  Korrelation von NSE mit dem Geburtsgewicht...........ccccoevvvieiiiencieenenenee. 72

3.6  Korrelation der Proteine S100, MBP und NSE am 2. - 4. Lebenstag mit der La/Ao-

ratio 73

3.6.1  Korrelation von S100b am 2. - 4. Lebenstag mit der La/Ao-ratio ................ 74



3.6.2  Korrelation von MBP am 2. - 4. Lebenstag mit der La/Ao-ratio.................. 74
3.6.3  Korrelation von NSE am 2. - 4. Lebenstag mit der La/Ao-ratio................... 75

3.7  Konzentrationsunterschiede der Proteine S100b, MBP und NSE in Bezug auf die

therapeutische Intervention des PDA...........coooiiiiiii i 76
3.7.1  Verlauf der S100b-Konzentrationen der Interventionsgruppe ...................... 76
3.7.2  Verlauf der MBP-Konzentrationen der Interventionsgruppe ............c.cc........ 78
3.7.3  Verlauf der NSE-Konzentrationen der Interventionsgruppe............cceeuveee.. 80

3.8  Exemplarische Darstellung eines Kindes mit operativer Ligatur ......................... 82
3.8.1  Verlauf der S100b-Konzentrationen............cccueevueerieerieenieenieenreeieeneeeveenens 83
3.8.2  Verlauf der MBP-Konzentrationen ............cccceceueeeeieeeiiieesiieeeiie e 84
3.8.3  Verlauf der NSE-Konzentrationen .............ccceeeveeeriieeriieeiieeeie e 85
DISKUSSION ..ttt ettt ettt st e bt ettt e sbeebe et e saeeneenees 86
SCRUSSTOIZEIUNG .....veenviieiiieiie ettt ettt eeabeesraeenseeees 95
RETEIENZEN ...ttt 96

VI



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Verteilung der Probanden auf die Gruppen..........cccccveeeveeecieenceeeccieceieeens 15
Abbildung 2: Zeitpunkte der Urinprobenentnahme mit Versuchspersonenanzahl pro
QUANTITIZIETEEM IMATKET ......eeiiiiiiieciieeieecie ettt sttt eabe e s e enbeennneensees 16
Abbildung 3:  Vergleich Gestationsalter mit dem Zustand des Duktus...........cccceveennee. 27
Abbildung 4: Vergleich des Gestationsalters zwischen der Kontroll- und der
INtETVENTIONSZIUPPE ....evveeeiiieeetie ettt eetee e etee e et e e stteeestteeetaeesssaeesssaesssseesssaeesnsseessseeessseeensses 28
Abbildung 5:  Vergleich Geburtsgewicht mit dem Zustand des Duktus ............c.cccuee. 29

Abbildung 6: Vergleich des Geburtsgewichts zwischen Kontroll- und
INtEIVENTIONSZIUPPE ..envveeerietieeiteeiieeteeete et e et eteeseteeteeesseeseessseenseeesseenseeensaesseesseensseensees 30
Abbildung 7:  Vergleich des Geburtsgewichts innerhalb der PDA-Gruppe zwischen den
Kindern ohne und den Kindern mit Intervention ...........cccccceveeiiieeniiniiienieeieeie e 31
Abbildung 8:  Vergleich Zustand des Duktus mit dem RI der A. cerebri ant. in der
Schédelsonografie am 2. - 4. LebenStag..........cccvieruieriieiiienieeiieeie et eve e e 34
Abbildung 9:  Vergleich zwischen der Kontroll- und der Interventionsgruppe bezogen auf
den RI der A. cerebri ant. in der Schiddelsonografie am 2. - 4. Lebenstag........cc.ccccceeeeee. 35
Abbildung 10: Vergleich Zustand des Duktus mit Vmax syst. der A. cerebri ant. in der
Schédelsonografie am 2. - 4. LebenStag..........cccveeriieriieiiienieeiieeie et sne e eee e 36
Abbildung 11: Vergleich Zustand des Duktus mit Vend diast. der A. cerebri ant. in der
Schidelsonografie am 2. - 4. Lebenstag........cccooveviriiiiiniiiiniiccecececeeeee e 37
Abbildung 12: Vergleich der Konzentration von S100b am 0. - 1. Lebenstag mit dem
Zustand des DUKLUS ....c...ocuiiiiiiiiiiiiceee s 41
Abbildung 13: Vergleich der Konzentration von S100b am 2. - 4. Lebenstag mit dem
Zustand des DUKLUS ....c..oouiiiiiiiiiiic et 42
Abbildung 14: Vergleich der Konzentration von S100b am 6. - 8. Lebenstag mit dem
Zustand des DUKLUS ....c...ocuiiiiiiiiiiiiceee s 43
Abbildung 15: Vergleich der Konzentration von S100b am Entlassungstag mit dem
Zustand des DUKLUS ....c..oouiiiiiiiiiiic et 44
Abbildung 16: Vergleich der Konzentration von MBP am 0. - 1. Lebenstag mit dem
Zustand des DUKLUS ....c...oouiiiiiiiiiiiiiicicceeee e 45
Abbildung 17: Vergleich der Konzentration von MBP am 2. - 4. Lebenstag mit dem
Zustand des DUKIUS .......coviiiiiiiiincccceee et 46

VI



Abbildung 18: Vergleich der Konzentration von MBP am 6. - 8. Lebenstag mit dem
Zustand des DUKIUS .....o.ooviiiiiiiiiineic ettt 47
Abbildung 19: Vergleich der Konzentration von MBP am Entlassungstag mit dem
Zustand des DUKLUS .......ooiuiiiiiie et e 48
Abbildung 20: Vergleich der Konzentration von NSE am 0. - 1. Lebenstag mit dem
Zustand des DUKIUS .....o.ooviiiiiiiiinece ettt e 49
Abbildung 21: Vergleich der Konzentration von NSE am 2. - 4. Lebenstag mit dem
Zustand des DUKLUS ....o..ooiiiiiiii et 50
Abbildung 22: Vergleich der Konzentration von NSE am 6. - 8. Lebenstag mit dem
Zustand des DUKIUS .....c.eoiiiiiiiiiintec ettt 51
Abbildung 23: Vergleich der Konzentration von NSE am Entlassungstag mit dem Zustand
dES DUKIUS oottt ettt sttt e sttt et et e e b e neeeaneas 52
Abbildung 24: Vergleich der Konzentration von S100b am Entlassungstag mit dem
Zustand des Duktus bei Entlassung...........cccvevieiiiiiieniieiiecie et 53
Abbildung 25: Vergleich der Konzentration von MBP am Entlassungstag mit dem
Zustand des Duktus bei Entlassung...........oocooviiiiiiiiiiiieieecee e 54
Abbildung 26: Vergleich der Konzentration von NSE am Entlassungstag mit dem Zustand
des Duktus bei ENtlassung..........ccccuieiiieiiiiiiieiiieiiecie ettt eve e ennaes 55
Abbildung 27: Korrelation zwischen S100b am 0. - 1. Lebenstag und dem Gestationsalter

Abbildung 28: Korrelation zwischen S100b am 2. - 4. Lebenstag mit dem Gestationsalter .

Abbildung 29: Korrelation zwischen S100b am 6. - 8. Lebenstag mit dem Gestationsalter .

Abbildung 30: Korrelation zwischen S100b am Entlassungstag mit dem Gestationsalter 62
Abbildung 31: Korrelation zwischen MBP am 0. - 1. Lebenstag und dem Gestationsalter ..

Abbildung 32: Korrelation zwischen MBP am 2. - 4. Lebenstag und dem Gestationsalter ..

Abbildung 33: Korrelation zwischen MBP am 6. - 8. Lebenstag und dem Gestationsalter ..

Abbildung 34: Korrelation zwischen MBP am Entlassungstag mit dem Gestationsalter.. 66

Abbildung 35: Korrelation zwischen NSE am 0. - 1. Lebenstag und dem Gestationsalter67
Abbildung 36: Korrelation zwischen NSE am 2. - 4. Lebenstag und dem Gestationsalter68

VIII



Abbildung 37:

Korrelation zwischen NSE am 6. - 8. Lebenstag und dem Gestationsalter69

Abbildung 38: Korrelation zwischen NSE am Entlassungstag und dem Gestationsalter.. 69
Abbildung 39: Korrelation zwischen S100b am 2. - 4. Lebenstag und dem Geburtsgewicht

................................................................................................................... 71
Abbildung 40: Korrelation zwischen MBP am 2. - 4. Lebenstag und dem Geburtsgewicht.

................................................................................................................... 72
Abbildung 41: Korrelation zwischen NSE am 2. - 4. Lebenstag und dem Geburtsgewicht..

................................................................................................................... 73
Abbildung 42: Korrelation zwischen S100b am 2. - 4. Lebenstag und der La/Ao-ratio ... 74
Abbildung 43: Korrelation zwischen MBP am 2. - 4. Lebenstag und der La/Ao-ratio..... 75
Abbildung 44: Korrelation zwischen NSE am 2. - 4. Lebenstag und der La/Ao-ratio...... 76
Abbildung 45: Verlauf der S100b-Konzentrationen der Interventionsgruppe................... 77
Abbildung 46: Verlauf der MBP-Konzentrationen der Interventionsgruppe .................... 79
Abbildung 47: Verlauf der NSE-Konzentrationen der Interventionsgruppe ..................... 81
Abbildung 48: Verlauf der S100b-Konzentrationen bei einem Kind mit operativer Ligatur
des Duktus nach erfolgloser pharmakologischer Intervention ..............cccccevviieviieiieniennen. 83

Abbildung 49 Verlauf der MBP-Konzentrationen bei einem Kind mit operativer Ligatur
des Duktus nach erfolgloser pharmakologischer Intervention ............c.cccceeevvevveeieenneennen. 84
Abbildung 50: Verlauf der NSE-Konzentrationen bei einem Kind mit operativer Ligatur

des Duktus nach erfolgloser pharmakologischer Intervention ..............cccceviiievieeiieniennen. 85

IX



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Materialen und Geridte mit Herstellernachweis ...........ccoooeeiiiniiiiiennne 18-19
Tabelle 2: Mittelwerte, Standardabweichungen, Minima und Maxima sowie
Probandenzahl der Parameter Gestationsalter, Geburtsgewicht, La/Ao-ratio, Creatinin,
Laktat und der sonografischen Parameter Vmax syst., Vend diast. und resistance-Index
(RI) der KONtrollGIUPPE.....cceevieeeeiieeiiee et e ettt etee st e e te e e steeesaaaessaeeesaaeessaeessseeessseeesnneens 38
Tabelle 3: Mittelwerte, Standardabweichungen, Minima und Maxima sowie
Probandenzahl der Parameter Gestationsalter, Geburtsgewicht, La/Ao-ratio, Creatinin,
Laktat und der sonografischen Parameter Vmax syst., Vend diast. und resistance-Index
(RI) et PDA -GIUPPE -.eeeveeneieeirieiieeieentteeteestteeteesteeeaeessaessseessteesseesssesnseensseasseesseessaesssaans 39
Tabelle 4: Vergleich der Mittelwerte, Standardabweichungen und Probandenanzahl sowie
der Ergebnisse des t-Tests der quantitativen S100b-Bestimmung zwischen Kontroll- und
der INterVeNtIONSZIUPPE ....vvevreerieeiiieiiieeteeteeeteesteeereeteeeseenseessseeseeesseesseeensaensseesseessseenses 56
Tabelle 5: Vergleich der Mittelwerte, Standardabweichungen und Probandenanzahl sowie
der Ergebnisse des t-Tests der quantitativen MBP-Bestimmung zwischen Kontroll- und der
INteIVENTIONSZIUPPE -.enveeentieniieeite ettt ettt ettt et e sttt e ettt e st e e bt e et e e bt e enteebeeenbeesneeenseas 57
Tabelle 6: Vergleich der Mittelwerte, Standardabweichungen und Probandenanzahl sowie
der Ergebnisse des t-Tests der quantitativen NSE-Bestimmung zwischen der Kontroll- und
der INterVeNtIONSZIUPPE ... veeeeeeniieeiieetie ettt ettt ee sttt ettt e st e e bt e st e e teesnteesbeeenseesneeenseas 57
Tabelle 7: Mittelwerte, Standardabweichungen, Minima und Maxima sowie

Probandenanzahl der S100b-Messungen zu allen Probezeitpunkten der Interventionsgruppe

Tabelle 8: Mittelwerte, Standardabweichungen, Minima und Maxima sowie

Probandenanzahl der MBP-Messungen zu allen Probezeitpunkten der Interventionsgruppe.

Tabelle 9: Mittelwerte, Standardabweichungen, Minima und Maxima sowie

Probandenanzahl der NSE-Messungen zu allen Probezeitpunkten der Interventionsgruppe..

Tabelle 10: Verlauf der S100b-Konzentrationen vom 0. - 1. Lebenstag bis Entlassung bei
einem Kind der Interventionsgruppe, welches eine Ligatur erhielt............cccccoeevvveennnnnnnne. 83
Tabelle 11  Verlauf der MBP-Konzentrationen vom 0. - 1. Lebenstag bis zur Entlassung

ei einem Kind der Interventionsgruppe welches eine Ligatur erhielt............cccccoceiiiinnin. 84



Tabelle 12: Verlauf der NSE-Konzentrationen vom 0. - 1. Lebenstag bis Entlassung bei

einem Kind der Interventionsgruppe welches eine Ligatur erhielt............ccccooeniininienen. 85

XI



1. Einleitung

1.1 Definition des Frithgeborenen

Die WHO (Weltgesundheitsorganisation) definiert die Friihgeburt als Lebendgeburt vor
Vollendung der 37. Schwangerschaftswoche (SSW). Es konnen Abstufungen anhand des
Gestationsalters vorgenommen werden. So ist ein Kind, welches vor der 28. SSW zur Welt
kommt ein ,.extremely preterm infant“, ein Kind, welches vor der vollendeten 32. SSW
geboren wird ein ,,very preterm infant und ein Kind, das zwischen der 32. und 37. SSW zur
Welt kommt ein ,moderate preterm infant”. Friihgeburtlichkeit ist die héufigste
Todesursache in den ersten 4 Lebenswochen eines Neugeborenen und nach der Pneumonie
die zweithdufigste Todesursache von Kindern unter 5 Jahren. Sie birgt viele Probleme,
sodass bei einer von der WHO geschétzten Zahl von 15 Millionen Frithgeborenen weltweit,
ein Fokus auf die Versorgung und Problematiken dieser Kinder geworfen werden muss

(March of Dimes, PMNCH, Save the Children, WHO, 2012).

Eines der Hauptprobleme stellt der persistierende Duktus arteriosus Botalli (PDA) dar,

welcher im Folgenden behandelt wird.

1.2 Der Duktus arteriosus

1.2.1 Atiologie des PDA

Pripartal fliet das Blut iiber den Duktus arteriosus Botalli unter Umgehung der Lunge zu
Aorta und Plazenta und stellt somit eine iiberlebenswichtige Struktur dar. (Koch et al., 2006,
Schneider and Moore, 2006). Bleibt ein Verschluss des Duktus postnatal aus, handelt es sich
um einen persistierenden Duktus arteriosus, das hédufigste kardiovaskuldre Problem
Frithgeborener (Chiruvolu et al., 2009). Bei einem von der WHO geschitzten Anteil von
5-18 % Frithgeburten weltweit und einem Anteil von 9.2 % an allen Geburten in
Deutschland, stellt die Frithgeburtlichkeit hierfiir einen gro3en Risikofaktor dar (March of
Dimes, PMNCH, Save the Children, WHO., 2012).

Insbesondere Kinder unter 1000 Gramm (g), extremely low birth weight infants (ELBW)
weisen einen PDA auf (Chiruvolu and Jaleel, 2009b; Koch et al., 2006). Annéhernd 65 %
dieser ELBW sind von einem PDA betroffen, welcher in 85 % der Fille behandelt werden
muss (Chiruvolu und Jaleel, 2009b). Insgesamt betrachtet hat etwa jedes dritte Kind unter



1500 g einen PDA. Die geschitzte Privalenz bei reifen Neugeborenen wird mit 57 auf
100.000 angegeben (Hamrick and Hansmann, 2010a). Physiologisch verschlie3t sich der
Duktus innerhalb der ersten 96 Lebensstunden bei > 95 % der Neugeborenen iiber 1500 g
(Koch et al., 2006), bei einem Grofteil in den ersten 24 - 48 Lebensstunden (Schneider and
Moore, 2006). Herrman et al. (2009) beobachteten einen Spontanverschluss im medianen
Alter von 48 Wochen post menstruationem bei 18 von 21 sehr leichten Frithgeborenen, very
low birth weight infants (VLBW), die zum Zeitpunkt der Entlassung aus dem Krankenhaus
noch einen PDA hatten. Bei den ELBW ist bei nahezu 40 % ein spontaner Verschluss
festzustellen. Dieser erfolgt meist am Ende der 1. postnatalen Woche (4.3 + 2 Lebenstage)
(Koch et al, 2006). Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die
Wabhrscheinlichkeit fiir das Vorhandensein eines PDA mit sinkendem Gestationsalter und

geringerem Geburtsgewicht zunimmt (Alagarsamy et al., 2005).

1.2.2 Physiologie und Pathophysiologie des Duktus arteriosus

Der Duktus arteriosus ist ein essentieller Bestandteil des pranatalen Kreislaufs. Er ist eine
vaskuldre Struktur, welche die absteigende Aorta und die Pulmonalarterie in der Néhe des
Ursprungs der linken Pulmonalarterienabzweigung verbindet. Der rechtsventrikulére
Auswurf liegt bei ca. 65 %, wobei ein Grofiteil des Blutes unter Umgehung der Lungen
zirkuliert. Nur etwa 5 - 10 % des Auswurfs passiert die Lunge, in welcher ein hoher
Widerstand herrscht. Der restliche Anteil flieBt von der Pulmonalarterie iiber den Duktus
arteriosus zur Aorta und Plazenta (Schneider and Moore, 2006). Eine vorgeburtliche
Verengung bzw. ein Verschluss wiirde iiber eine Rechtsherzinsuffizienz zu einem fetalen
Hydrops fiihren (Leal et al., 1997).

Die Wand des Duktus arteriosus unterscheidet sich von der der Aorta und der
Pulmonalarterie dadurch, dass die Media des Duktus aus longitudinalen und spiralig
angeordneten Lagen glatter Muskulatur besteht, wahrend die Media der beiden erst
genannten aus zirkumferenten Lagen elastischer Fasern besteht (Schneider and Moore,
2006). Die glatten Muskelzellen des Duktus arteriosus reagieren auf Sauerstoff. Der Tonus
der Duktuswand wird iiber vasoaktive Stoffe der Endothelzellen verdandert (Heymann and
Rudolph, 1975). Zusitzlich zum geringen Sauerstoffgehalt im fetalen Kreislauf (Heymann
and Rudolph, 1975) zirkulieren die Cyclooxigenase-vermittelten Produkte des
Arachidonséurestoffwechsels, Prostaglandin E2 (PGE2) und Prostacyclin (PGI2), welche
einen Verschluss des Duktus verhindern (Coceani and Olley, 1973). Vom Duktus



produziertes PGE2 und PGI2 sorgen fiir eine Vasodilatation {iber duktale
Prostaglandinrezeptoren. Zusétzlich werden diese Prostanoide von der Plazenta produziert
(Michelakis et al., 2000; Schneider and Moore, 2006). Sauerstoff hingegen fiihrt zu einer
Konstriktion des Duktus iiber Inhibition von spannungsgesteuerten Kaliumkanilen
(Michelakis et al., 2000).

Der vollstindige und bleibende Verschluss des Duktus ist abhingig vom Gestationsalter des
Neugeborenen (Hamrick and Hansmann, 2010a) und vollzieht sich in mehreren Schritten.
Durch die Umstellung vom prénatalen auf perinatalen Kreislauf und der damit verbundenen
gesteigerten Lungenperfusion, kommt es zu einem erhohten Sauerstoffgehalt im Blut. Dieser
fiihrt {liber spannungsgesteuerte Kaliumkandle zu einem Kalziumeinstrom und zur
Konstriktion der glatten Duktusmuskulatur (Hamrick and Hansmann, 2010a; Leonhardt et
al., 2003). Zusitzlich werden durch den Metabolismus in der nun funktionsfiahigen Lunge
und durch die fehlende Plazenta weniger Prostanoide produziert, was ebenso forderlich fiir
den Verschluss ist. Die Wand des Duktus verdickt sich, das Lumen obliteriert und der
Duktus verkiirzt sich. Die Konstriktion der glatten Muskulatur fiihrt zur lokalen Hypoxie
und diese wiederum zur Apoptose. Darauthin folgt ein Remodelling iiber
Wachstumsfaktoren, welche infolge der Apoptose ausgeschiittet werden (Hamrick and
Hansmann, 2010a). Das zurlickbleibende fibrose Band persistiert als Ligamentum
arteriosum (Schneider and Moore, 2006).

Das Problem der Wiedererdffnung des Duktus bei unreifen Kindern ist auf die insuffiziente
Muskelkontraktion des Duktus zurlickzufiihren. Der vollstindige Verschluss bleibt aus. Die
Wiedereroffnungsrate ist bei niedrigem Gestationsalter signifikant hoher als bei reifen

Kindern (Weiss et al., 1995).

1.2.3 Klinik des PDA

Die Klinik des PDA ist stark abhidngig von der Grée und der Kompensation des shunts. So
kann ein PDA asymptomatisch auftreten, aber auch zur lebensbedrohlichen Eisenmenger-
Reaktion fiihren (Chiruvolu and Jaleel, 2009b, Schneider and Moore, 2006).

Der PDA fiihrt zu einem Links-Rechts-shunt, welcher einen erhohten Blutfluss in der Lunge
und somit einen erhohten pulmonalen Druck zur Folge hat. Ein bestehendes
Atemnotsyndrom, einhergehend mit einem niedrigen onkotischen Druck und erhohter
Kapillarpermeabilitit, kann zum interstitiellen und alveoldren Lungenddem und einer

verminderten Compliance der Lunge fiihren. Daraus resultiert meist eine lidngere



Beatmungsdauer mit hdheren Sauerstoffkonzentrationen. Es steigt das Risiko fiir eine
bronchopulmonale Dysplasie bzw. chronische Lungenverdnderungen. Bei Kindern unter
1500 g geht die Lungenschddigung hédufig mit einer myokardialen Dysfunktion mit
linksventrikulirer Uberfiillung einher, was gemeinsam mit dem Steal-Phinomen die
systemische Blutversorgung erschwert (Hamrick and Hansmann, 2010a). Durch diese
Konstellation sind Frithgeborene unter 1500 g anfillig fiir Minderdurchblutung von Organen
und den daraus resultierenden Folgen (Clyman and Chorne, 2007, Hamrick and Hansmann,
2010). So konnte bei diesen ein verminderter Blutfluss im Truncus coeliacus, in der Arteria
mesenterica superior, in den Arteriae renales (Chiruvolu and Jaleel, 2009a) sowie der Arteria
cerebri anterior (Perlman et al., 1981) nachgewiesen werden. Dies fithrt zu Komorbiditdten
wie intraventrikuldren Hirnblutungen (Evans and Kluckow, 1996) oder der nekrotisierenden
Enterokolitis (Cassady et al., 1989). Noori et al. (2009) zeigten zudem in einer retrospektiven
Studie, dass der PDA ein Risikofaktor fiir eine erh6hte Mortalitétsrate ist. Nach Anpassung
der perinatalen Faktoren, Reife, Krankheitsschwere, und pathologischen Verdnderungen,
konnte ein achtfach erhdhtes Risiko fiir Kinder mit einem PDA im Gegensatz zu Kindern

mit einem vollstdndigen Duktusverschluss aufgezeigt werden.

1.2.4 Diagnostik des PDA

Die Diagnostik des PDA stellt Neonatologen auch heute noch vor ein Problem, da es keine
einheitlich festgelegten diagnostischen Kriterien fiir die Einschédtzung der Signifikanz des
PDAs gibt. Auch die Kriterien zur Durchfiihrung einer Intervention sind nicht einheitlich
(Chiruvolu et al., 2009; Hamrick and Hansmann, 2010a).

Klinische Zeichen konnen ein Systolikum, erhohter Pulsdruck, Tachykardie,
unterschiedliches Pulsvolumen und Blutdruckparameter sowie steigender Bedarf der
Beatmung bzw. die Unfdhigkeit die Beatmung zu reduzieren, sein (Chiruvolu et al., 2009;
Skelton et al., 1994). So untersuchten Skelton et al. (1994) die Rolle der Parameter
systolisches Herzgerdusch, steigende Pulsvolumina und steigende prikordiale Aktivitit bei
Frithgeborenen unter 1500 g. Das systolische Herzgerdusch zeigte eine Spezifitit von 99 %,
jedoch nur eine Sensitivitit von 31 %. Erst mit dem 7. Tag stieg die Sensitivitéit auf 94 %.
Eine weitere Studie an Friihgeborenen unter 1750 g zeigte, dass die steigende
kardiothorakale-ratio im Rontgen-Thorax als weiteres klinisches Zeichen ebenfalls eine
hohe Spezifitit, aber eine geringe Sensitivitdt zwischen dem 3. und 7. Lebenstag hat. Das

Pulsvolumen zeigte eine Spezifitit von 74 %, die Sensitivitit lag bei lediglich 43 %. Daher



erweisen sich radiologische Zeichen in der Regel nicht als ausreichend hilfreich bei der
Entscheidung, ob ein relevanter oder ein nicht-relevanter Duktus vorliegt. Die klinischen
und radiologischen Zeichen miissen durch die Echokardiografie erginzt werden. (Davis P et
al., 1995).

Die Echokardiografie hat sich als Goldstandard zur Diagnostik eines PDA etabliert. Shunt-
GroBe und der Duktusdurchmesser konnen mit Hilfe des Farbflussdopplers dargestellt bzw.
gemessen werden (Wesley Vick III et al., 1985).

Eine Kombination von echokardiografischen Parametern konnen helfen einen
hdmodynamisch wirksamen PDA zu identifizieren. Es gibt somit keinen
echokardiografischen Marker, welcher alleinig geeignet wire, einen hidmodynamisch
wirksamen PDA von einem nicht wirksamen zu unterscheiden und eine Therapieindikation
zu stellen (Chiruvolu et al., 2009).

Die La/Ao-ratio ist ein Parameter, der hdufig Verwendung in der Abschitzung der
himodynamischen Relevanz des Duktus findet. Sie bildet das Verhéltnis zwischen dem
Durchmesser des linken Atriums und dem Durchmesser der Aorta ab und gibt einen Hinweis
auf die shunt-Grofle (Evans and Iyer, 1995; Iyer and Evans, 1994). Eine La/Ao-ratio von
1.17 war im Mittel bei geschlossenem Duktus, 1.21 bei teilweise geschlossenem und 1.61
bei weit offenem Duktus feststellbar. Nimmt man 1.5 als cut-off, findet man eine Sensitivitit
von 79 % und eine Spezifitdt von 95 % fiir die La/Ao-ratio. Die Sensitivitit stieg auf 88 %,
wenn Echokardiografien nach dem 1. Lebenstag verwendet wurden. Die La/Ao-ratio sollte
somit nicht am 1. Lebenstag als Parameter zur Bestimmung des PDA verwendet werden
(Iyer and Evans, 1994). Insgesamt sind die echokardiografischen Parameter jedoch nicht in
der Lage das outcome einzuschitzen (El-Khuffash et al., 2008).

Ein Duktusdurchmesser von > 1,5 mm im mittleren Alter von 19 Lebensstunden bei
Frithgeborenen unter 1500 g ist mit einer Sensitivitdt von 81 % sowie einer Spezifitidt von
85 % hamodynamisch wirksam (Kluckow and Evans, 1995). Ein Duktusdurchmesser von
> 1,4 mm/kg bei Frithgeborenen unter 30 SSW erbrachte eine Sensitivitdt von 94 % und eine
Spezifitdt von 90 % (El Hajjar et al., 2005).

Als weiteres diagnostisches Hilfsmittel kann B-#ype natriuretic peptide (BNP), ein Hormon,
welches vom Ventrikel unter himodynamischem Stress produziert wird, zur Beurteilung der
Relevanz des PDA verwendet werden. Eine Konzentrationserhohung im Plasma kann dabei
helfen, Kinder mit einem therapiebediirftigen PDA zu erkennen. Zudem ldsst sich der
Therapieerfolg anhand der sinkenden Plasmakonzentrationen des pro-BNP unter einer

Therapie mit Indometacin feststellen (Sanjeev et al., 2005). Es konnte eine signifikante



Korrelation zwischen der La/Ao-ratio, dem shunt-Durchmesser und pro-BNP gefunden
werden (Choi et al., 2005). Bei der Verwendung des pro-BNP gibt es jedoch keinen
festgelegten cut-off-Wert um einen PDA als hdmodynamisch relevant zu identifizieren
(Chiruvolu et al., 2009).

Aufgrund der uneinheitlichen diagnostischen Kriterien ist es dem erfahrenen Neonatologen
iiberlassen, die hidmodynamische Relevanz des Duktus einzuschitzen und iiber die
Notwendigkeit einer Intervention zu entscheiden.

Es erweist sich als problematisch, dass die Klinik gerade in den ersten Lebenstagen
Unsicherheiten birgt, dies aber genau die Zeit ist, in der eine Intervention am
erfolgversprechendsten ist (Davis P et al., 1995; Firth and Pickering, 1980; Skelton et al.,
1994).

1.2.5 Therapie des PDA

Es lassen sich zwei Therapiecoptionen beim PDA unterscheiden. Zum einen die
medikamentdse Therapie und zum anderen die operative Ligatur. Als Medikamente stehen
Ibuprofen und Indometacin zur Verfiigung (Chiruvolu and Jaleel, 2009b; Van Overmeire et
al., 2000). Beide Medikamente sind nicht-selektive Cyclooxygenase-Inhibitoren, deren
Effekte auf den Duktus von Friedman et al. (1976) und Heymann et al. (1976) veroffentlicht
wurden. Es konnte innerhalb von 24 Stunden nach der Gabe von Indometacin eine deutliche
Verbesserung der klinischen Symptome sowie der echokardiografischen Befunde von
Frithgeborenen mit hidmodynamisch relevantem PDA (hrPDA), welcher sonst operativ
versorgt worden wire, gezeigt werden (Friedman et al., 1976). Auch die Publikation von
Heymann et al., (1976) konnten diese Effekte durch Indometacin bestdtigen. Hier mussten
teilweise drei Dosen gegeben werden, um den gewlinschten Effekt des Duktusverschlusses
zu erzielen. Beide Verdffentlichungen wiesen jedoch auch darauf hin, dass es zu einer
voriibergehenden Reduktion der Nierenfunktion bzw. einem Anstieg des Creatinins kommen
kann. Diese Ergebnisse fiihrten dazu, dass sich die Therapie des PDA durch Gabe von
unselektiven COX-Inhibitoren etablierte.

Heute besteht die Therapie aus einem ersten Therapiezyklus durch drei Gaben Ibuprofen
bzw. Indometacin (Chiruvolu and Jaleel, 2009b).

Ohlsson et al. (2005) konnten in ihrem review zeigen, dass kein Unterschied zwischen
Ibuprofen und Indometacin in der Effektivitdt des Duktusverschlusses besteht. Beide zeigten

den gleichen Erfolg, gemessen am Misserfolg des Verschlusses. Auch Van Overmeire et al.



(2000) konnten die vergleichbare Effektivitit bei Frithgeborenen mit PDA und respiratory
distress syndrome bestétigen.

Ibuprofen erwies sich im Vergleich zu Indometacin als schonender fiir die Niere und hatte
signifikant weniger kurzfristige Niereninsuffizienzen zur Folge (Ohlsson et al., 2005). Es
wurde jedoch eine Assoziation zwischen Ibuprofen und der Bronchopulmonalen Dysplasie
festgestellt. Das erhohte Risiko lag in der Meta-Analyse bei 30 % (Jones et al., 2011).
Ibuprofen sowie Indometacin reduzieren beide das Risiko einer NEC, wobei Ibuprofen, das
Risiko betreffend, das Mittel der Wahl zu sein scheint. (Ohlsson et al., 2005). In Bezug auf
die Uberlebensrate bis zur Entlassung sowie dem Bedarf an Atemhilfe zeigte sich zwischen
beiden Praparaten kein Unterschied. Auch die Zeit bis zum Erreichen des Geburtsgewichts
sowie die Zeit bis zur vollstindig enteralen Erndhrung waren gleich

(Van Overmeire et al., 2000).

Mit der medikamentosen Intervention sollte moglichst frith begonnen werden. Mit
zunechmender Reife, insbesondere nach der vierten Lebenswoche, sinkt die
Prostaglandinsensitivitdt des Duktusgewebes stetig. Ein Erfolg wird somit mit zunehmender
Reife immer unwahrscheinlicher (Hamrick and Hansmann, 2010a). Vida et al. (2009)
konnten ein Patientenkollektiv identifizieren, welches nicht gut auf Ibuprofen ansprach. Dies
waren die Kinder mit geringerem Gestationsalter und geringerem Geburtsgewicht. Zudem
wurde in dieser Arbeit der Zeitpunkt fiir die operative Ligatur nach erfolgloser
medikamentoser Behandlung mit Ibuprofen diskutiert. Als besten Zeitpunkt sahen die
Autoren die Ligatur nach dem zweiten erfolglosen Zyklus Ibuprofen an, da sich sonst das
Risiko einer bronchopulmonalen Dysplasie sowie der akuten Niereninsuffizienz erh6hen
wiirden (Vida et al., 2009). Die Autoren schlussfolgern, dass durch eine zuriickhaltende
Indikationsstellung zur Ligatur die Morbidititsrate sowie die Hospitalisierungszeit
zunehmen. Durch eine moglichst frithe Ligatur nach frustraner medikamentdser Therapie
konnten so die Morbiditdtsrate und die Hospitalisierungszeit reduziert werden (Vida et al.,
2009). Komplikationen der Ligatur konnen beispielsweise eine linksseitige
Stimmbandparalyse durch Schidigung des Nervus recurrens (Fan et al., 1989), sowie selten
die Entstehung eines Chylothorax (Stempniewicz and Walas, 2007) sein.

Unter einer prophylaktischen Gabe von Cyclooxigenase-Inhibitoren (COX-Inhibitoren)
versteht man die Gabe innerhalb der ersten 24 Lebensstunden unabhidngig vom Status des
Duktus (Chiruvolu and Jaleel, 2009b). Die Prophylaxe wird kontrovers diskutiert. Es konnte
in einer Metaanalyse mit 19 Studien ein positiver Effekt der prophylaktischen Gabe

verglichen mit Placebo- bzw. keiner Medikamentengabe aufgezeigt werden. Es kam zu



weniger symptomatischen PDAs, Hirnblutungen Grad III und IV traten seltener auf und
weniger Kinder mussten einer operativen Ligatur unterzogen werden. (Fowlie and Davis,
1996). Die prophylaktische Gabe vermindert zwar die Notwendigkeit einer operativen
Ligatur, verringert die Rate an pulmonalen und schweren intrazerebralen Blutungen, birgt
jedoch auch das Risiko von Nebenwirkungen der medikamentdsen Therapie (Hamrick and
Hansmann, 2010a). Betrachtet man die spontane Verschlussrate von iiber 34 % bei Kindern
unter 1000 g so ist davon auszugehen, dass viele Kinder unnétig behandelt und
Nebenwirkungen riskiert werden wiirden (Koch et al., 2006).

Ibuprofen als Prophylaxe bei VLBW mit dem Risiko eines PDA kann nach aktueller
Datenlage keine Standardempfehlung sein (Hamrick and Hansmann, 2010b; Ohlsson et al.,
2005; Ohlsson and Shah, 2011). Eine prophylaktische Ligatur konnte weder das
Mortalitétsrisiko noch das Risiko fiir die bronchopulmonale Dysplasie, Retinopathia
prematurorum, sowie Hirnblutungen Grad III und IV senken. Lediglich bei der NEC zeigten
sich signifikante Verringerungen im Vorkommen des Stadiums I und III. Somit ist auch die
prophylaktische Ligatur unter den Gesichtspunkten der Spontanverschliisse, der
vorhandenen Risiken und der guten pharmakologischen Therapie nicht zu empfehlen

(Mosalli and Alfaleh, 2008).

Insgesamt zeigt sich die Notwendigkeit eine Verbesserung der Diagnostik und der

hdmodynamischen Einschétzung des PDA zu erreichen.

Die nachfolgende Arbeit hat es sich zum Ziel gemacht weitere Marker zu finden, welche in
der Lage sind, die Signifikanz des PDA und insbesondere seine Auswirkungen auf das
Gebhirn, besser einschitzen zu konnen. So wurde fiir jede der drei grofen Zelllinien, Neurone,
Astrozyten sowie Oligodendrozyten ein Protein als Marker ausgewihlt. Im Folgenden sind
die dazu gewihlten Protein-Marker S100b, Neuronenspezifische Enolase (NSE) und Myelin

basic protein (MBP) weiter beschrieben.

1.3 Die Marker

1.3.1 S100b

Moore (1965) isolierte 1965 erstmals Proteine aus Rinderhirnen, welche als Nervensystem-

spezifisch galten. Diese wurden S100 Proteine genannt. Spater konnte gezeigt werden, dass



diese vornehmlich aus zwei Polypeptiden bestanden, dem S100al und S100b, welche die
ersten zwei Anhédnger dieser Proteinfamilie mit jeweils 10 Kilodalton (kDa) und zwei
hochaffinen Doménen, der Calcium-bindenden EF-Héande darstellen (Isobe and Okuyama,
1978; Zimmer et al., 1995).

Die Proteine der Calcium-bindenden S100-Familie sind kleine saure Proteine mit einer
Grofe von 10 - 12 kDa. Sie liegen in Homo- und Heterodimeren vor (Heizmann et al., 2002).
Mittlerweile sind 24 Mitglieder der S100-Proteinfamilie bekannt, welche sich in drei
Subtypen einteilen lassen. Unterschieden werden Proteine, die intrazelluldr, Proteine, die
intra- und extrazelluldr und Proteine, die extrazelluldr regulatorisch wirken (Donato et al.,
2013).

S100-Proteine zeichnen sich unter anderem dadurch aus, dass sie nur in Vertebraten
exprimiert werden. Sie besitzen Zell-spezifische Genexpressionsmuster. Zudem ist bekannt,
dass S100-Proteine, im Rahmen von pathologischen Prozessen auch in Zellen exprimiert
werden, die physiologisch kein S100 exprimieren (Donato et al., 2013).

Die Proteine der S100-Familie regulieren unter anderem Zellwachstum, Zellstrukturen, Zell-
Zell-Kommunikation, den Energiemetabolismus der Zellen, die intrazelluldre
Signaltransduktion (Zimmer et al., 1995), Differenzierung, Apoptose, Entziindungen sowie
die Calzium-Homoostase (Donato et al., 2013). Zudem interagieren sie mit zelluldren target-
Proteinen wie Rezeptoren, Transkripitionsfaktoren, Enzymen und Untereinheiten des
zelluldren Zytoskeletts (Donato et al., 2013).

Extrazellulires S100b und S100a4 interagieren unter anderem mit dem epidermalen
Wachstumsfaktor und dem basic-fibroblast-growth factor (Donato et al., 2013). S100b wird
vornehmlich von astroglialen Zellen exprimiert (Donato, 2001; Schéfer and Heizmann,
1996; Zimmer et al., 1995). S100 Proteine wirken regulatorisch auf verschiedene Zellreihen
wie Monozyten, Makrophagen, Mikroglia, neutrophile Granulozyten, Lymphozyten,
Mastzellen, Chondrozyten, endotheliale und vaskuldre glatte Muskelzellen, Neurone,
Astrozyten, Schwannzellen, epitheliale Zellen, Myoblasten und Kardiomyozyten. Hier
wirken sie unter anderem bei der Immunantwort, Zellmigration und Chemotaxis (Donato et
al., 2013).

Eine Vielzahl an Assoziationen der S100 Proteine mit Erkrankungen wurden beschrieben.
Diese lassen sich in zwei Gruppen einteilen, den neurologischen sowie den neoplastischen
Erkrankungen.

So konnten Studien einen Zusammenhang zwischen der S100b-Konzentration und

schweren Schéddelhirntraumata (Raabe et al., 1999) sowie deren outcome (Woertgen et al.,



1997), perinataler Asphyxie (Roka et al., 2012), zerebraler Hypoxie nach kardio-
pulmonalen bypass-Operationen (Johnsson et al., 1995) sowie Ventrikeldilatation nach
intraventrikuldren Hirnblutungen bei Friihgeborenen (Whitelaw et al., 2001) feststellen.
Zudem kann S100b als friiher Indikator fiir eine intraventrikuldre Hirnblutung (Gazzolo et
al., 1999) sowie fiir die Einschéitzung einer Asphyxie von Termingeborenen dienen
(Ruetzler et al., 2006). Bei akuten ischdmischen Schlaganfillen kann es zudem eine
Einschitzung des Ausmalles des Infarktes sowie des neurologischen outcomes ermoglichen
(Missler et al., 1997).

Bei Neoplasien wie dem malignen Melanom wird S100b iiberexprimiert und hat hier in der
klinischen Diagnostik einen Stellenwert gefunden (Cochran et al., 1993).

Van Engelen et al. (1992) fanden in Ihrer Studie {iber die alterskorrelierten Verdnderungen
der Proteine NSE, S100b sowie MBP im Liquor heraus, dass jedes dieser Proteine ca. 1 %
pro Lebensjahr steigt (van Engelen et al., 1992). Ruetzler et al. (2006) hingegen konnten
zeigen, dass erhohte Konzentrationen von S100b im Urin mit Unreife assoziiert sind.
S100b wird iiber die Nieren eliminiert (Ruetzler et al., 2006). So haben einige Autoren wie
Ruetzler et al. (2006) und Leite et al. (2008) mit Erfolg die Durchfiihrbarkeit der S100b-
Messung im Urin gezeigt.

Da das S100b vor allem in Astrozyten vorkommt, haben wir diesen Marker fiir unsere Studie
gewdhlt, um einen mdglichen Astrozytenabbau bei unseren Probanden nachweisen zu
konnen. Da S100b tiber die Niere eliminiert wird und andere Arbeitsgruppen bereits Erfolge
mit der Messung von S100b im Urin zeigen konnten, haben wir uns, insbesondere durch die
nicht-invasive Gewinnung der Urinproben, dazu entschlossen, diese Methode anzuwenden.
Zudem kann man anhand der bisherigen Studien einen Zusammenhang mit neurologischen
und insbesondere zerebralen Schidigungen sehen, sodass dieser Marker uns fiir unsere
Fragestellung, in Bezug auf den mdglichen Gehirnzellabbau durch einen PDA, als geeignet

erscheint.

1.3.2 Myelin basic protein (MBP)

MBP ist eine der Hauptkomponenten der Markscheiden. Es ist mit 30 % das zweithdufigste
Protein in myelinisierenden Zellen (Boggs, 2006). Es gehort zu einer Familie von Proteinen
mit multiplen Polypeptidketten mit einem Molekulargewicht von 14 - 21,5 kDa. Die
Proteinfamilie geht aus einem Komplex namens genes of oligodendrocyte linage hervor. Es

wird auch die ,,Exekutive des Myelin“ genannt, da es eine wesentliche Aufgabe bei der
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Myelinisierung inne hat (Moscarello, 1997). Kamholz et al. (1986) konnten drei Isoformen
identifizieren, wovon die beim Menschen vornehmlich vorkommende Isoform ein
Molekulargewicht von 18,5 kDa hat.

Myelinisierung ist ab der 25. SSW nachweisbar. Schrittweise myelinisiert das
Nervengewebe beginnend beim Globus pallidus, pallidothalamischen Fasern iiber das
Striatum, Gyrus pri- und postcentralis in der 35. Woche bis zur Capsula interna anterior und
der Sehstrahlung in der 37. Woche. Der Prozess der Myeliniserung setzt sich nach der Geburt
fort (Hasegawa et al., 1992). Es zeigt sich, dass der Myelinisierung neben anderen
morphologischen Korrelaten, wie beispielsweise der Gyrierung, eine wesentliche Rolle bei
der Einschitzung der Gehirnentwicklung und der Reife zukommt (Chi et al., 1977;
Hasegawa et al., 1992)

Die MBP-Konzentration im Liquor steigt mit zunehmendem Alter um ca. 1 %/Jahr. Es
konnte kein Unterschied zwischen den Geschlechtern gezeigt werden (van Engelen et al.,
1992).

Es ldsst sich des Weiteren ein Zusammenhang zwischen dem Myelin und altersbedingten
degenerativen Erkrankungen wie dem Morbus Alzheimer finden (Terry et al., 1964). Es
konnte dargestellt werden, dass mit zunehmendem Alter eine fortschreitende granuldre
Degeneration des Myelins stattfindet.

Siegal et al (1987) konnten durch Bestimmung der MBP-Konzentration im Liquor von
Patienten mit leptomeningealen Metastasen Hinweise auf die Krankheitsaktivitit finden.
Zudem zeigte sich, dass einem Anstieg von MBP-like material im Urin eine Rolle als
klinischer Marker fiir den Misserfolg einer Remission der Multiplen Sklerose sowie beim
Ubergang in eine chronisch progressiven Phase zukommt (Whitaker et al., 1995).
Betrachtet man die Rolle des MBP im ZNS, so kann man annehmen, dass es bei der
Einschitzung und Identifikation von ZNS-Schéden hilfreich sein konnte. Daher und durch
die wesentliche Rolle bei der Myelinisierung und die Spezifitit fiir Oligodendrozyten und
Schwannzellen haben wir uns entschieden, diesen Marker im Zusammenhang mit dem PDA
und der dadurch moglichen verminderten Perfusion des Gehirns, mit Folge von Zellabbau,

zu untersuchen.

1.3.3 Neuronen spezifische Enolase (NSE)
NSE ist ein glykolytisches Enzym mit einem Molekulargewicht von ca. 80 kDa. Sie kommt

in Homo- sowie Heterodimeren vor, die jeweils aus den immunologischen Untereinheiten
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a, B und y bestehen. In verschiedenen Geweben kommen jeweils bestimmte Untereinheiten
und Kombinationen vor. So findet man die a-Untereinheit in zahlreichen Gewebetypen von
Sdugern, wihrend die B-Untereinheit vor allem in quergestreifter Muskulatur sowie im
Herzen vorkommt. NSE, auch als y-Enolase bezeichnet, setzt sich aus den Untereinheiten oy
und yy zusammen. Sie ist vornehmlich im Zytoplasma von Neuronen und in
neuroendokrinen Zellen nachweisbar (Lamerz R., 1988a). NSE findet sich in geringen
Konzentrationen auch in anderen Organen wie der Prostata, der Lunge, der Henle-Schleife
sowie der Macula densa der Niere und dem Erregungsleitungssystem des Herzens (Haimoto
et al., 1985). Die a-Form wird als nicht-neuronen-spezifische Enolase, NNE, bezeichnet.
(McALEESE et al., 1988).

NSE hat als Marker zunehmend an medizinischem Interesse gewonnen, da beispielsweise
bei neuroendokrinen Tumoren (Tapia et al., 1981), Neuroblastomen (Gotoh et al., 1986)
sowie in kleinzelligen Bronchialkarzinomen Konzentrationserhohungen gefunden werden
(Ebert et al., 1997).

Zudem finden sich auch bei benignen zerebralen Erkrankungen wie tuberkuldsen (Song et
al., 2012) und purulent bakteriellen Meningitiden (Kepa, 2009) sowie Hirninfarkten
(Cunningham et al., 1996; Missler et al., 1997) erhohte Serum-/Liquorwerte.

NSE kann als Marker fiir die perinatale Asphyxie (Celtik et al., 2004a; Roka et al., 2012)
sowie fiir die hypoxisch-ischdmische Enzephalopathie bei Neugeborenen dienen (Celtik et
al., 2004a). Im Liquor gemessenes NSE erwies sich in den ersten 96 Lebensstunden in einer
Meta-Analyse als signifikant priadiktiver Marker fiir langfristiges neurologisches outcome
(Ramaswamy et al., 2009). Die Autoren konnten jedoch in threm systematischen Review
auch zeigen, dass eine groBBe Heterogenitit beziiglich der Aussagekraft von NSE besteht
(Ramaswamy et al., 2009)

Die NSE-Konzentration steigt im Liquor ca. 1 % pro Lebensjahr (van Engelen et al., 1992).
Da NSE insbesondere im Zytoplasma von Neuronen vorkommt und sich in vielen Studien
als positiv pradiktiver Marker fiir Hirnschidden und zerebralen Erkrankungen gezeigt hat,
haben wir NSE in unserer Studie, im Zusammenhang mit mdglichen Hirnschiden durch

einen persistierenden Duktus, gewdhlt.

1.4 Ziele der Arbeit

Da der PDA das haufigste kardiovaskuldare Problem Friihgeborener ist und mit vielen

Erkrankungen und Problemen assoziiert, ist es von gro3er Bedeutung seine Himodynamik

12



und die daraus entstehenden Folgen einschétzen zu konnen. Es ist bekannt, dass der PDA zu
einem verminderter Blutfluss im Truncus coeliacus, in der Arteria mesenterica superior, in
den Arteriae renales (Chiruvolu and Jaleel, 2009a) sowie der Arteria cerebri anterior
(Perlman et al., 1981) fiihren kann. Dies fiihrt zu Komorbiditidten wie intraventrikuldren
Hirnblutungen (Evans and Kluckow, 1996) oder der nekrotisierenden Enterokolitis (Cassady
et al., 1989). Zusitzlich stellt der PDA einen Risikofaktor fiir eine erhdhte Mortalititsrate
dar (Noori et al., 2009). Da es keine festgelegten Kriterien gibt, ist es bisher dem erfahrenen
Neonatologen iiberlassen anhand von Klinik und Echokardiografie die Therapieindikation
fiir einen Duktusverschluss zu stellen.

Diese Arbeit entstand durch die Suche nach moglichen Markern, welche dazu dienen sollen,
die Signifikanz des PDA und insbesondere seine Auswirkungen auf das Gehirn, besser
einschétzen zu konnen.

Unser Ziel war es, Parameter zu finden, die nicht-invasiv eine objektive Beurteilbarkeit der
hdmodynamischen Relevanz des PDA ermdglichen bzw. Hinweise auf dessen Einfluss auf
die Perfusion des Gehirns geben. Hierbei suchten wir Marker, welche den mdglichen
Untergang von Gehirnzellen widerspiegeln konnten.

Es wurden die drei groen Zelllinien, Neurone, Astrozyten und Oligodendrozyten, des
Gehirns betrachtet. Fiir jede dieser Zelllinien wurde jeweils ein Protein als Marker
ausgewdhlt, welches den Abbau dieser Zellen durch Ausféllung im Urin aufzeigen soll. Im
vorhergehenden Kapitel 1.3 sind diese Protein-Marker S100b, Neuronenspezifische Enolase

(NSE) und Myelin basic protein (MBP) nidher beschrieben.
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2  Material und Methoden

Im Folgenden werden Material und Methoden der Studie vorgestellt.

2.1 Patientenpopulation

Im Zeitraum von Februar 2011 bis Februar 2012 wurde bei 50 Friihgeborenen Urin am
0.-1.,2.-4.,6. - 8. Lebenstag sowie zum Entlassungstag gesammelt. Zusétzlich wurden
bei 8 der 50 Kinder, bei welchen ein hidmodynamisch relevanter bzw. ein
interventionsbediirftiger PDA festgestellt wurde, Urinproben in Zusammenhang mit der
pharmakologischen Intervention gesammelt. Alle Kinder wurden in der Kinderklinik des
Universitétsklinikums Diisseldorf stationér betreut. Die Ethikkommsion der Medizinischen
Fakultdt der Heinrich-Heine-Universitdt hat die Studie gepriift und genehmigt
(Studiennummer: 3552).

Es wurden nur Frithgeborene mit einem Geburtsgewicht von < 1500 g in die Studie
einbezogen.

Ausschlusskriterien bestanden in angeborenen Herzfehlbildungen mit Ausnahme des
Vorhofseptumdefekts und des Ventrikelseptumdefekts. Drei Kinder wurden im Verlauf der
Probensammlung ausgeschlossen. Hier handelte es sich um ein Kind mit einer hypertrophen
obstruktiven Kardiomyopathie, ein Kind mit einer Fallot-Tetralogie sowie ein Kind mit
Lungenhypoplasie und Sepsis.

In der Studie befanden sich Drillinge sowie sieben Zwillingspaare. Zudem drei
Zwillingspaare, von denen jeweils nur ein Kind in die Studie mit eingeschlossen werden
konnte.

Bei allen Kindern wurden am 2. - 4. Lebenstag eine echografische Routineuntersuchung
sowie ein Schidel-Ultraschall durchgefiihrt. Zudem wurde an diesem Tag eine Urinprobe
gesammelt. Echokardiografisch wurden der Zustand des Duktus (offen vs. geschlossen)
sowie die La/Ao-ratio ermittelt. Zusitzlich erfolgte vor der Entlassung aus der Klinik eine
Echokardiografie mit Bestimmung der La/Ao-ratio.

Zum Zeitpunkt der ersten Echokardiografie (2. - 4. Lebenstag) hatten 26 Kinder einen PDA,
im weiteren Verlauf wurden davon acht Kinder pharmakologisch mit Ibuprofen behandelt.
Bei einem dieser Kinder musste nach erfolgloser pharmakologischer Therapie und klinisch
weiterhin bestehenden Kriterien fiir einen hrPDA eine operative Ligatur erfolgen.

Abbildung 1 gibt einen Uberblick der Probandenverteilung auf die einzelnen Gruppen.
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50 Kinder < 15009

Echokardiographie
am 2. — 4. Lebenstag

26 Kinder mit PDA 24 Kinder ohne PDA
8 Kinder mit 18 Kinder mit
hr-PDA non-hr-PDA
Mit pharmak. ohne pharmak.
Intervention Intervention

1 Kind mit
operativer
Ligatur

Abbildung 1: Verteilung der Probanden auf die Gruppen

2.2 Versuchsplanung und Ablauf

Die Urinproben wurden jeweils zu vier fixen Zeitpunkten gesammelt. Dazu z&hlte der

0. - 1. Lebenstag, der 2. - 4. Lebenstag, der 6. - 8. Lebenstag sowie der Entlassungstag.
Zusitzlich wurde bei den Kindern, die eine Intervention erhielten, vor der Intervention sowie
mindestens 24 Stunden nach dem ersten abgeschlossenen Zyklus der Intervention, ein Urin
gesammelt. Nach klinischem Erfolg bzw. abgeschlossener Intervention wurde zusétzlich ein

Urin gesammelt.

15



Bei dem Kind, dessen Duktus ligiert wurde, wurden vorher 3 Versuche mit Ibuprofen
unternommen. Da die pharmakologische Therapie keinen hinreichenden Erfolg brachte,
wurde der Duktus operativ ligiert. Hier erfolgte 48 Stunden nach Ligatur eine
Urinsammlung. Abbildung 2 zeigt den Ablauf der Urinsammlungen aller Kinder sowie die
zusétzlichen Urinsammlungen im Rahmen der pharmakologischen Intervention inklusive

der Probandenanzahl pro untersuchten Marker zum jeweiligen Zeitpunkt.

S100b n =44
c 1. Urinsammlung MBP n=46
g,,% (0.-1. Lebenstag) NSE n =48
c &
= 'g 100b =47
£ i 2. Urinsammlung E/IBP : :47
S (2.-4. Lebenstag) _
g g NSE n=48
£3
> g 3. Urinsammlung E/I1POBOb 2 : 32
(6. — 8. Lebenstag) NSE n =49
ch ILérinsa;nmlugg vor a%oé)b 2 : g
g, uprofengabe NSE n=6
=
c -
E g Urinsammlung nach 1. aggb n= g
g S | Zyklus lbuprofen NSE 2 -3
£2
S £ S100b n=5
o< Urinsammlung nach _
S D erfolgreicher Intervention MBP n=3
o2 2 9 NSE n=4
N
D S$100b 1
=] i n=
N Urlns?mmlﬁpg tnach MBP n=1
operativer Ligatur NSE n=1
. S100b n =46
4. Urinsammlung
MBP n =45
(Entlassungstag) NSE n =46

Abbildung 2: Zeitpunkte der Urinprobenentnahme mit Versuchspersonenanzahl pro
quantifiziertem Marker
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Bei der Probensammlung wurde jeweils das aktuelle Gestationsalter der Kinder
dokumentiert. Zusétzlich wurden Creatinin- sowie Laktat-Werte im Urin bestimmt.

Der Urin wurde ab dem 15. August 2011 mit {iblichen Mulltupfern gesammelt. Der vorherige
Versuch der Probensammlung mit Damen-Slipeinlagen wurde aufgrund von Ausflockungen
und dadurch bedingter Probenzerstorungen verworfen. Die Mulltupfer wurden vom
Pflegepersonal bei den routineméfBigen Pflegerunden in die Windel der Kinder gelegt, bei
der ndchsten Pflegerunde entfernt und kiihl gelagert. So entstand keine zusitzliche Belastung
der Kinder. Die Proben wurden innerhalb einer Stunde bei 3000 Umdrehungen pro Minute
fiir 3 Minuten zentrifugiert und bei -80 °C eingefroren oder bei -20 °C fiir maximal

24 Stunden zwischengelagert. Vor dem Einfrieren bei -80 °C wurde mit Hilfe eines
Blutgasanalysegerites das Laktat bestimmt. Zusitzlich wurde eine Urinprobe an das
Zentrallabor des Uniklinikums Diisseldorf verschickt, um die Creatininkonzentration
bestimmen zu lassen. Der Rest des Urins wurde bis zu den weiteren Untersuchungen

(innerhalb einer Jahresfrist) bei -80 °C eingefroren.
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2.3 Material und Geriite

Die folgende Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht der verwendeten Gerite.

Gerat

Firma

Firmensitz

Vortex-Gerat Reax top

Heidolph Instruments GmbH
und Co. KG

Schwabach,

Deutschland

Pipetten Thermo Electron Scientific Waltham,
Thermo Fisher Scientific Inc.
(verschiedene GroRen) USA
Hamburg,

Pipetten (verschiedene GroRen)

Eppendorf

Deutschland

Pipettenspitzen Tip One sterile

(verschiedene GroRen)

StarLab Gmbh

Hamburg,

Deutschland

Warmeschrank Hera Cell

Thermo Fisher Scientific Inc.

Waltham, USA

Photospektrometer Tecan infinite m200

Tecan Group

Mannedorf,

Deutschland

Gottingen,
Taumel-Wipptisch Biometra WT12 Biometra
Deutschland
. Hamburg,
Eppendorf-Hiitchen 1.5 ml Eppendorf

Deutschland

Akku-Pipette Pipetboy (5/10 ml)

Integra Bioscience GmbH

Biebertal,

Deutschland

) Tewksbury,
Pipetten Stripetten (5/10 ml) Corning Incorporated USA
Heidelberg,
Stander fiir Eppendorf-Hiitchen Neolab
Deutschland
Blutgasanalyse-Gerat Autocheck ABL700 Copenhagen,
Radiometer
Series Déanemark
) Copenhagen,
Blutgasanalyse Kapillare Clinitubes (90 ul) | Radiometer .
Déanemark
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Zentrifuge Labofuge 400 Heraeus Function Waltham,
Thermo Fisher Scientific Inc.

Line USA

Gitersloh,
Kiihlschrank (handelsublich) Miele

Deutschland
Tiefkiihllagergerat Hera freeze HFU 686 Waltham,

Thermo Fisher Scientific Inc.

Basic USA

San Jose,
Rohren 50 ml Falcon BD Biosciences

USA
Tabelle 1: Materialen und Gerate mit Herstellernachweis

2.4 Quantitative Bestimmung der Proteinkonzentrationen mit

Hilfe des ELISA bzw. ECLIA

Fiir die quantitative Bestimmung der Proteine wurden fiir S100b und MBP ELISA-kits
(Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay) verwendet. Die Bestimmung des NSE wurde
mittels eines Elektro-Chemo-Lumineszenz-Immuno-Assay, kurz ECLIA, vom Zentrallabor
des Uniklinikums Diisseldorf ermittelt, da hierfiir keine geeigneten ELISA-kits erhiltlich
waren. Die Bestimmung des NSE mit Hilfe des ECLIA wurde zuvor getestet, da dieses
Verfahren nur fiir die Messung im Serum etabliert ist.

Um die Messung mittels ELISA durchzufiihren wurden alle Proben zuvor auf
Raumtemperatur gebracht und mit Zuhilfenahme eines Vortexgerites vermischt. Es wurden
in jedem Schritt stets neue Eppendorfpipetten verwendet. Eine multichannel-Pipette fand bei
den Losungen, mit Ausnahme der Standardreihe und der einzelnen Patientenproben,
Verwendung. Jede Probe wurde zweimal aufgetragen und aus den Mittelwerten das Ergebnis
ermittelt. Die Mikrotiterplatten wurden vor Benutzung jeweils zweimal gewaschen, was im
Falle des MBP vom Protokoll des Herstellers abwich. Nach jeder Inkubation wurde die
Mikrotiterplatte mit einer in den kits vorhandenen Folie abgedeckt und nach
Protokollvorgaben inkubiert. Im Fall des MBP wurde die Mikrotiterplatte in einem
Wirmeschrank lichtgeschiitzt verwahrt. S100b wurde bei Raumtemperatur unter standiger

Bewegung durch einen Mikrotiterplatten-Schiittler inkubiert.
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2.4.1 Die quantitative Bestimmung von S100b mittels ELISA
Die Bestimmung der S100b-Konzentrationen wurde das YK15 S-100b ELISA Kit der Firma

Yanaihara Institute Inc., Shizuoka, Japan verwendet.

Im Kit befinden sich:

¢ FEine mit dem Antikdrper gegen S1008 beschichtete Mikrotiterplatte mit 96 wells

e 5ng Boviner-S1008 Standard, welcher mit 1 ml Verdiinnungspuffer verdiinnt wurde.
Daraus wurden mit einer Verdiinnungsreihe 7 Standards konstruiert: STD 1: 5 ng/ml,
STD 2: 2.5 ng/ml, STD 3: 1.25 ng/ml, STD 4: 0.625 ng/ml, STD 5: 0.313 ng/ml,
STD 6: 0.156 ng/ml, STD 7: 0.078ng/ml, STD 0: 0 pg/ml

e 50 ml konzentrierter Waschpuffer, welcher mit 950 ml destilliertem Wasser zu
1000 ml verdiinnt wurde

e 20 ml gebrauchsfertiger Phosphatpuffer

e 11 ml Biotinylierter Hasen-Anti-Rind-S100-Antikorper

e 11 ml SA-HRP Losung (Peroxidase markiertes Streptavidin)

e 26 ml Substratpuffer

e 2 OPD-Tabletten zur Herstellung des Substrats (o-Phenylenediamin Dihydrochlorid)

e 11 ml gebrauchsfertige Stopplosung (1M H,S0,)

e 4 Abdeckfolien

Die Durchfiihrung erfolgte nach dem Herstellerprotokoll.

Im 1. Schritt wurden die Mikrotiterplatten dreimal mit 0.2 ml/well gewaschen.

Im 2. Schritt wurden jeweils 100 pl Phosphatpuffer in jedes well gegeben. AnschlieBend
wurde der zuvor mit Hilfe einer Verdiinnungsreihe gefertigte Standard in die wells pipettiert.
Alle weiteren wells wurden einzeln mit 20 pl der Patientenproben befiillt. Fiir diesen Schritt
wurde die Zeit von 30 Minuten nicht {iberschritten. AnschlieBend wurde die Mikrotiterplatte
abgedeckt und fiir 3 Stunden bei Raumtemperatur auf einem Mikrotiterplatten-Schiittler

inkubiert.

Im 3. Schritt wurde der Inhalt der wells verworfen und viermal mit jeweils 0.2 ml/well

gewaschen. Darauthin wurden jeweils 100 pl Antikorper-Losung in die wells pipettiert und
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die Mikrotiterplatte fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur auf einem Mikrotiterplatten-Schiittler

inkubiert.

Im 4. Schritt wurde wiederum der Inhalt der wells verworfen und viermal, wie zuvor
beschrieben, gewaschen. Daraufhin wurden 100 pl SA-HRP Losung in die wells gegeben

und dies wiederum fiir 1 Stunde, wie zuvor beschrieben, inkubiert.

Im 5. Schritt wurde zur Herstellung der Substratlosung die OPD-Tablette in 12 ml
Substratpuffer aufgelost und vermischt. Die Mikotiterplatte wurde fiinfmal gewaschen und
100 pl der somit entstandenen Substratlosung in die wells gegeben. Die abgedeckte
Mikrotiterplatte wurde fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur fiir die Farbreaktion

stehengelassen.

Im 6. Schritt wurden jeweils 100 pl Stoppldsung in die wells gegeben und die Farbreaktion
unterbrochen. Die Extinktion der Farbreaktion wurde direkt im Anschluss mit Hilfe des
Mikrotiterplattenphotometers ,,Tecan infinite m200* bei 450 nm gemessen und mit dem

Programm ,,Magellan* berechnet.

2.4.2 Die quantitative Bestimmung des Myelin basic protein (MBP) mittels
ELISA

Zur Bestimmung der Konzentrationen des MBP wurde das E90539 Hu enzyme-linked

Immunosorbent Assay Kit for Myelin basic protein der Firma Uscn Life Science Inc.,

Wubhan, China verwendet.

Im kit befinden sich:
e FEine beschichtete Mikrotiterplatte mit 96 wells
e Standard (gefriergetrocknet), welcher mit 1 ml Standardverdiinner verdiinnt wurde.
Daraus wurden mit einer Verdiinnungsreihe mit 7 Standards konstruiert: STD 1:
1000 pg/ml, STD 2: 500 pg/ml, STD 3: 250 pg/ml, STD 4: 125 pg/ml, STD 5: 62.5
pg/ml, STD 6: 31.2 pg/ml, STD 7: 15.6 pg/ml, STD 0: 0 pg/ml
e 120 pl Detektionsreagenz A, welches mit 6 ml des Assay-Verdiinner A und 6 ml

destilliertem Wasser vermischt wird

21



e 120 pl Detektionsreagenz B, welches mit 6 ml des Assay-Verdiinner B und 6 ml
destilliertem Wasser vermischt wird

e 6 ml zweifach konzentrierter Assay-Verdiinner A

e 6 ml zweifach konzentrierter Assay-Verdiinner B

e 9 ml TMB Substrat (Tetramethylbenzidin)

e 20 ml konzentrierter Waschpuffer, der mit 580 ml destilliertem Wasser zu 600 ml
verdiinnt wurde

e 20 ml Standardverdiinner

e 4 Abdeckfolien

e 6 ml gebrauchsfertige Stopplosung

Die Durchfiihrung erfolgte, abgesehen von zwei Waschvorgéngen vor Beschichtung der
Platten mit dem Standard bzw. den Proben und nach der ersten Inkubationszeit von 2
Stunden, nach dem Herstellerprotokoll. Dies wurde durch einen Testlauf entschieden, bei
dem sich zeigte, dass die Mikrotiterplatte sonst unregelméBig beschichtet wird, was sich auf

die Qualitat des ELISAs auswirkt.

Im 1. Schritt wurde zweimal mit 0.2 ml/well gewaschen. Hierbei wurde der Waschpuffer fiir

1-2 Minuten im well belassen.

Im 2. Schritt wurden je 100 pl des Standards bzw. der Patientenproben pipettiert. Danach
wurde die Mikrotiterplatte mit einer Folie abgedeckt und fiir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert.

Im 3. Schritt wurde abweichend vom Herstellerprotokoll der Inhalt der wells verworfen und
dreimal, wie bereits beschrieben, gewaschen. Dies wurde durch einen Testlauf entschieden,
bei dem eine unregelmiBige Benetzung der wells auffiel. Anschlieend wurden 100 pl des
zuvor hergestellten Detektionsreagenz A in jedes well pipettiert, abgedeckt und fiir 1 Stunde
bei 37 °C inkubiert.

Im 4. Schritt wird der Inhalt der wells verworfen und dreimal gewaschen. Im Anschluss

wurden jeweils 100 pl des zuvor hergestellten Detektionsreagenz B in die wells pipettiert,

abgedeckt und bei 37 °C 30 Minuten lang inkubiert.
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Im 5. Schritt wurde fiinfmal gewaschen und 90 pl Substratlosung in jedes well gegeben und

fiir 10-15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Dabei farbte sich der Inhalt der wells blau.

Im 6. Schritt wurden je 50 pl Stopplésung in die wells gegeben. Der Inhalt farbte sich gelb.
Direkt im Anschluss wurde die Extinktion im Mikrotiterplattenphotometer ,,Tecan infinite

m200“ bei 450 nm gemessen und mit dem Softwareprogramm ,,Magellan* berechnet.

2.4.3 Quantitative Bestimmung der Neuronen-spezifischen Enolase (NSE)

mittels ECLIA

Die quantitative Bestimmung der NSE wurde vom Zentrallabor des Uniklinikums
Diisseldorf mit Hilfe des Elektro-Chemo-Lumineszenz-Immuno-Assay (ECLIA) zur
Bestimmung von NSE im Humanserum der Firma Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Referenznummer: 12133113 122, durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich um einen
immunologischen in vitro-Test zur quantitativen Bestimmung der NSE in Humanserum.
Nach einem Testlauf und Riicksprache mit dem Zentrallabor, entschlossen wir uns fiir dieses

Verfahren zur Bestimmung der NSE im Urin.

Im Test-kit enthalten sind:
e 6.5 ml Streptavidin-beschichtete Mikropartikel
e 10 ml biotinylisierter monoklonaler Anti-NSE-Antikdrper

¢ 10 ml monoklonaler Rutheniumkomplex-markierter Anti-NSE Antikorper

Testprinzip:
Bei dem ECLIA handelt es sich um ein Sandwich-Prinzip.

Im 1. Schritt werden 20 pl der Probe mit einem biotinylisierten monoklonalen NSE-
spezifischen Antikdrper und einem mit einem Ruthenium-Komplex markierten
monoklonalen NSE-spezifischen Antikorper zusammengebracht. Diese bilden einen

Sandwich-Komplex.

Im 2. Schritt werden Streptavidin-beschichtete Mikropartikel hinzugegeben. Durch
Interaktionen zwischen Biotin und Streptavidin wird der Sandwich-Komplex an die

Festphase gebunden.
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Dieses Gemisch wird im 3. Schritt in die Messzelle gegeben. Durch magnetische Wirkung
werden die Mikropartikel an die Elektroden gebunden, sodass danach die ungebundenen

Substanzen durch ProCell entfernt werden konnen.

Durch eine angelegte Spannung wird im 4. Schritt die Chemilumineszenzemission induziert.

Diese kann dann mit Hilfe eines Photomultiplers gemessen werden.

Die Werte werden mit Zuhilfenahme einer Geréte-spezifischen master-Kurve sowie einer 2-
Punkt-Kalibration und der daraus entstehenden Kalibrationskurve, ermittelt.

Testdauer: 18 Minuten

Die Proben wurden entweder direkt verschickt oder bei -80 °C gelagert. Sie wurden jeweils
auf Raumtemperatur gebracht und direkt dem Zentrallabor {ibersandt. Hier erfolgte zudem
die Kalibrierung der Reagenzcharge.

Das Gerit ermittelt selbststindig die Konzentration in ng/ml.

2.5 Datenanalyse

Die Daten wurden mit dem Programm GraphPad Prism5 analysiert.

Bei der deskriptiven Statistik wurden Mittelwerte, Mediane, Standardfehler,
Standardabweichungen, Minima, Maxima, Probandenanzahl der untersuchten Parameter
und Gruppen berechnet und verglichen. Die graphische Darstellung der Vergleiche erfolgte
mit boxplots.

Fiir den Vergleich zwischen den Gruppen wurde ein t-Test durchgefiihrt.

Bei Korrelationen wurde die Pearson-Korrelation verwendet. Die Werte wurden nach
Transformation der Daten mit dem natiirlichen Logarithmus ermittelt. Hier wurden jeweils
das Konfidenzintervall und der p-Wert errechnet. Zusétzlich ist die Regressionsgerade
dargestellt. Die graphische Darstellung erfolgte in der Originalskala oder logarithmischen
Skala.

Ab einem Signifikanz-Wert von p < 0.05 wurden die Rechnungen als statistisch

signifikant gewertet.
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3. Ergebnisse

Unter den 50 Frithgeborenen unseres Patientenkollektivs waren 26 Kinder weiblich (52 %)
und 24 Kinder ménnlich (48 %). Das Geburtsgewicht reichte von 405 g bis 1500 g. (Median:
1170 g, Mittelwert: 1074 g). Das Gestationsalter reichte von 24 + 3 SSW — 35 + 2 SSW
(Median: 28.3 SSW, Mittelwert: 28.63 SSW).

Im Folgenden werden die Kinder, deren Duktus am 2. - 4. Lebenstag verschlossen war als
Kontrollgruppe, die Kinder deren Duktus zu diesem Zeitpunkt noch offen war als PDA-
Gruppe und die Kinder, der PDA-Gruppe, welche eine Intervention erhielten als
Interventionsgruppe bezeichnet. Die Mittelwerte, Standardabweichungen, Minima, Maxima
und die Probandenzahl pro untersuchten Parameter fiir die Kontroll- und die PDA-Gruppe

sind gesondert den Tabelle 2 und 3 zu entnehmen.

3.1 Vergleich der Gruppen

Die folgenden Ergebnisse vergleichen die Kontrollgruppe und PDA-Gruppe sowie die
Kinder der PDA-Gruppe, die durch spitere  Therapieindikationsstellung
(Interventionsgruppe) behandelt wurden anhand der Parameter Gestationalter,
Geburtsgewicht, und der schddelsonografischen Marker restistance-Index (RI), maximale
systolische Flussgeschwindigkeit (Vmax. syst.) und enddiastolische Flussgeschwindigkeit
(Vend. diast.).
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3.1.1 Vergleich der Gruppen hinsichtlich des Gestationsalters

Vergleicht man die einzelnen Gruppen, so stellt man fest, dass gerade vom PDA betroffene
Kinder ein niedrigeres Gestationsalter aufweisen. So reicht das Gestationsalter der PDA-
Gruppe von der 24.3 SSW - 31.2 SSW (Median: 28.15 SSW, Mittelwert: 27.56 SSW),
hingegen dass der Kinder mit schon geschlossenem Duktus zu diesem Zeitpunkt von der
24.3 - 35.2 SSW, jedoch liegt hier der Median mit 29.35 SSW und der Mittelwert mit
29.78 SSW deutlich hoher. Der Unterschied ist mit einem p-Wert von 0.0040 signifikant.
Vergleicht man nun noch die Kinder der PDA-Gruppe, deren offener Duktus als
behandlungsbediirftig eingeschétzt wurde und die daraufhin eine Intervention erhielten
(Interventionsgruppe), so findet man eine Spanne von der 24.3 SSW - 29.1 SSW. Hier liegt
der Median bei 26.45 SSW und der Mittelwert bei 26.79 SSW. Vergleicht man die
Interventionsgruppe mit der Kontrollgruppe, so ist, wie zu erwarten, auch dieser Unterschied
signifikant (p = 0.02). Nimmt man nun die Interventionskinder, welche in der PDA-Gruppe
mit eingeschlossen sind heraus und vergleicht diese 8 Kinder (Mittelwert: 26.79 SSW,
Median: 26.45 SSW) mit dem restlichen 18 Kindern mit PDA, aber ohne Intervention
(Mittelwert: 27.86 SSW, Median: 28.2 SSW), so kann man keinen signifikanten
Unterschied, sondern nur einen Trend im Gestationsalter feststellen (p = 0.1783). Insgesamt
zeigt sich, dass gerade die Interventionsgruppe das geringste Gestationsalter aufweist.
Abbildung 3 zeigt, dass das Gestationsalter der Kinder mit offenem Duktus am

2. - 4. Lebenstag geringer ist, als dass der Kinder, deren Duktus zu diesem Zeitpunkt schon
verschlossen ist. So weist die PDA-Gruppe ein geringeres Gestationsalter auf als die
Kontrollgruppe. Abbildung 4 zeigt den Vergleich zwischen der Kontroll- und der
Interventionsgruppe. Die Korrelation zwischen dem Gestationsalter und unseren

untersuchten Markern, ist dem Abschnitt 3.4 zu entnehmen.
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Abbildung 3: Vergleich Gestationsalter mit dem Zustand des Duktus

SSW: Schwangerschaftswochen, Gestationsalter in SSW, p = 0.0040, Duktus geschlossen:
Mean + SEM: 29.78 + 0.6593, n = 24, Duktus offen: Mean + SEM: 27.56 + 0.3568, n = 26,

95 % Kil: 0.7405 bis 3.695

Die Abbildung zeigt den Vergleich von Gestationsalter und Zustand des Duktus am 2. - 4.

Lebenstag. Der Zustand des Duktus wurde routinemaRig via Echokardiografie bestimmt.

Es zeigt sich ein hoch signifikanter Zusammenhang zwischen dem Gestationsalter und dem
Zustand des Duktus. Je unreifer ein Kind, desto groBer ist die Wahrscheinlichkeit dafiir, dass

der Duktus am 2. - 4. Lebenstag noch offen ist.
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Abbildung 4: Vergleich des Gestationsalters zwischen der Kontroll- und der

Interventionsgruppe

SSW: Schwangerschaftswochen, Gestationsalter in SSW, p = 0.02, Kontrollgruppe: Mean + SEM:
29.78 £ 0.6593, n = 24, Interventionsgruppe: Mean + SEM: 26.79 + 0.6916, n = 8, 95 % KI: 0.5059

bis 5.477

Der Zustand des Duktus wurde routinemafig am 2. - 4. Lebenstag via Echokardiografie bestimmt.
Kinder der Interventionsgruppe fielen erst im Verlauf in diese Gruppe, wenn sich bei vorhandenem

PDA eine Therapieindikation ergab.

Abbildung 4 zeigt den Vergleich der Kontroll- und Interventionsgruppe bezogen auf das
Gestationsalter. Es zeigt sich, dass die Kinder der Interventionsgruppe im Gegensatz zur

Kontrollgruppe ein geringeres Gestationsalter aufweisen.

3.1.2 Vergleich der Gruppen hinsichtlich des Geburtsgewichts

Betrachtet man das Geburtsgewicht, so findet man bei der Kontrollgruppe eine Spanne von
405 - 1500 g, der Median liegt bei 1200 g und der Mittelwert bei 1127 g. PDA-Kinder weisen
in etwa die gleiche Gewichtsspanne (550 - 1460 g) auf, jedoch zeigt sich ein deutlich
geringerer Median von 980 g und ein Mittelwert von 1024 g. Der Unterschied zwischen der
Kontrollgruppe und der PDA-Gruppe ist mit einem p-Wert von 0.2389 nicht signifikant.

Unterteilt man Letztere noch in die Kinder, die eine Intervention erhielten, so findet man

28



hier die leichtesten Kinder. (550 - 925 g, Median: 850 g, Mittelwert: 781.9 g). Vergleicht
man die Kontrollgruppe mit der Interventionsgruppe, so findet man einen hoch signifikanten
Unterschied (p = 0.0089). Vergleicht man nun die 8 Kinder der Interventionsgruppe mit den
Kindern der PDA-Gruppe, die keine Intervention erhielten, so zeigt sich auch hier ein hoch
signifikanter Unterschied (p = 0.0006). Der Mittelwert = SEM liegt bei der PDA-Gruppe
ohne Intervention bei 1137 g + 56.24 g vs. 781.9 g + 47.49 g bei der Interventionsgruppe.
Es zeigt sich, dass die Interventionskinder ein geringeres Geburtsgewicht haben
(Abbildung 6). Das leichteste Kind der Studie hatte am 2. - 4. Lebenstag einen geschlossenen
Duktus.

In Abbildung 5 wird ersichtlich, dass die Kinder, deren Duktus noch offen ist, im Mittel

etwas leichter sind, dieser Unterschied allerdings nicht signifikant ist.
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Abbildung 5: Vergleich Geburtsgewicht mit dem Zustand des Duktus

Geburtsgewicht in Gramm [g], p = 0,2389, Duktus geschlossen: Mean + SEM: 1127 + 68.74,
n = 24, Duktus offen: Mean + SEM: 1024 + 52.82, n = 25, 95 % KI: -70.79 bis 276.6

Die Abbildung zeigt den Vergleich vom Geburtsgewicht mit dem Zustand des Duktus am 2. - 4.

Lebenstag. Der Zustand des Duktus wurde routinemaRig via Echokardiografie bestimmt.
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Abbildung 6 zeigt den Vergleich zwischen der Kontroll- und der Interventionsgruppe
beziiglich des Geburtsgewichts. Es wird ersichtlich, dass Kinder, die im Verlauf einer

Intervention bediirfen, ein niedrigeres Geburtsgewicht haben.
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Abbildung 6: Vergleich des Geburtsgewichts zwischen Kontroll- und Interventionsgruppe

Geburtsgewicht in [g], p = 0.0089, Kontroligruppe: Mean = SEM: 1127 + 68.74, n = 24,
Interventionsgruppe : Mean + SEM: 781.9 £ 47.49, n = 8, 95 % KI: 92.94 1 596.3

Der Zustand des Duktus wurde routinemafig am 2. - 4. Lebenstag via Echokardiografie bestimmt.
Kinder der Interventionsgruppe fielen erst im Verlauf in diese Gruppe, wenn sich bei vorhandenem

PDA eine Therapieindikation ergab.
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Abbildung 7 =zeigt den Vergleich der Kinder, deren Duktus zum Zeitpunkt der
Echokardiografie zwar offen war, aber keiner Therapie bedurfte, mit den Kindern, deren
offener PDA im Verlauf therapiert wurde. Somit teilt sich hier die PDA-Gruppe in eine
PDA-Gruppe ohne Intervention und eine PDA-Gruppe mit Intervention. Letztere stellt daher

die bisher auch als Interventionsgruppe bezeichnete Gruppe dar.
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Abbildung 7: Vergleich des Geburtsgewichts innerhalb der PDA-Gruppe zwischen den
Kindern ohne und den Kindern mit Intervention

Geburtsgewicht in [g], p = 0,0006, PDA-Gruppe ohne Intervention: Mean + SEM: 1137 + 5624 g,
n = 17, Interventionsgruppe: Mean + SEM: 781.9 + 47.49, n = 8, 95 % KI: 171.8 bis 539.2

Der Zustand des Duktus wurde routinemafig am 2. - 4. Lebenstag via Echokardiografie bestimmt.
Kinder der Interventionsgruppe fielen erst im Verlauf in diese Gruppe, wenn sich bei vorhandenem

PDA eine Therapieindikation ergab.

Kinder, die im Verlauf eine Intervention erhielten weisen ein geringeres Geburtsgewicht auf,
als Kinder deren Duktus zum Zeitpunkt der Echokardiografie zwar offen war, jedoch im

Verlauf keiner Therapie bedurfte.
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3.1.3 Vergleich der Gruppen hinsichtlich der La/Ao-ratio

Die La/Ao-ratio lag bei der Kontrollgruppe im Mittel bei 1.285 (Median: 1.23, 0.8 - 1.69).
Bei der PDA-Gruppe zeigte sich ein sehr dhnliches Bild, der Mittelwert lag bei 1.298.
(Median: 1.3, 0.8 - 2). Es konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden

(p = 0.8915). Betrachtet man nun die Interventionsgruppe, so findet man hier einen
Mittelwert von 1.369, einen Median von 1.5 und den Maximalwert von 1.55 (0.8 - 1.55).
Selbst der Vergleich zwischen der Kontrollgruppe und der Interventionsgruppe ist nicht
signifikant (p = 0.5113). Somit ist hier kein Unterschied zwischen der La/Ao-ratio der
Gruppen feststellbar. Die Ergebnisse der Korrelation der La/Ao-ratios mit den Markern
S100b, NSE und MBP werden im Folgenden behandelt. Hier zeigte sich, dass dieser, in der
Klinik hdufig hinzugezogene Parameter, in unserer Studie nicht aussagekriftig war. Die
Korrelationsergebnisse zwischen der La/Ao-ratio und den untersuchten Parametern S100,
MBP und NSE am 2. - 4. Lebenstag ist dem Abschnitt 3.6 zu entnehmen. Die deskriptiven
Ergebnisse sind in den Tabellen 2 und 3 aufgefiihrt.

3.1.4 Vergleich der Gruppen hinsichtlich der Creatininkonzentration

Die Creatininkonzentrationen aller vier Messzeitpunkte im Urin der Kontrollgruppe lag mit
einem Mittelwert + SEM von 12.95 mg/dl + 1.332 mg/dl hoher als in der PDA-Gruppe,
welche einen Mittelwert + SEM von 10.14 mg/dl +0.5459 mg/dl aufzeigte (Kontrollgruppe:
0.6 - 89.7 mg/dl, Median: 8.85 mg/dl; PDA-Gruppe: 0.9 - 32.6 mg/dl, Median: 8.950 mg/dl).
Die Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen waren nicht signifikant (p = 0.3375). Die
Kontrollgruppe hatte hohere Creatininkonzentrationen im Urin als die Interventionsgruppe
(Mittelwert £ SEM: 9.129 + 0.8357, 0.9 - 23.3 mg/dl, Median: 8.7 mg/dl), wobei sich jedoch
auch hier keine Signifikanz zeigte (p = 0.2965). In den Tabellen 2 und 3 sind weitere

Ergebnisse zu den Creatininkonzentrationen aufgefiihrt.

3.1.5 Vergleich der Gruppen hinsichtlich der Laktatkonzentration

Der Mittelwert der Laktatkonzentrationen im Urin (von allen vier Messzeitpunkten) war bei
der Kontrollgruppe (Mittelwert £ SEM: 1.34 4 0.3268 mmol/I) etwas hoher als bei der PDA-
Gruppe (Mittelwert + SEM: 1.005 + 0.1093 mmol/l). Der Unterschied war jedoch nicht
signifikant (p = 0.8287). Der Median beider Gruppen lag bei 0.7 mmol/l. Auch der Vergleich
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zwischen der Kontrollgruppe und der Interventionsgruppe zeigte mit einem p-Wert von
0.7280 keinen signifikanten Unterschied. Der Median der Interventionsgruppe lag mit

0.8 mmol/I etwas hoher als in den beiden anderen Gruppen, allerdings lag der Mittelwert mit
1.009 mmol/l, dhnlich wie der Mittelwert der PDA-Gruppe, etwas unter dem der
Kontrollgruppe. Minima, Maxima, Standardabweichung sowie die Probandenanzahl sind

den Tabelle 2 und 3 zu entnehmen.

3.1.6 Vergleich der Gruppen hinsichtlich der schidelsonografischen

Parameter RI, Vmax syst. und Vend diast.

In der Schidelsonografie wurde die maximale Flussgeschwindigkeit systolisch sowie
enddiastolisch gemessen sowie daraus der resistance-Index berechnet. Der RI lag beim
geschlossenen Duktus bei Mittelwert + SEM: 0.6848 + 0.01128 cm/sec., beim offenen
Duktus mit Mittelwert = SEM: 0.7219 + 0.02116 cm/sec. etwas hoher. Der Unterschied ist
mit p = 0.1424 nicht signifikant. Beide befinden sich im Normbereich, der bei

0.73 + 0.08 cm/sec. liegt. Vergleicht man den RI der Kontrollgruppe mit dem der
Interventionsgruppe (Mittelwert: 0.775 + 04436), so findet sich ein hoch signifikanter
Unterschied (p = 0.0083). Abbildung 9 zeigt, dass Kinder der Interventionsgruppe einen
hoheren RI als Kinder mit geschlossenem Duktus zum Zeitpunkt der Echokardiografie
haben. Der Mittelwert der maximalen systolischen Flussgeschwindigkeit lag beim
geschlossenen Duktus bei 25.44 cm/sec., beim offenen Duktus bei 29.87 cm/sec. In der
Interventionsgruppe lag die maximale systolische Flussgeschwindigkeit bei 29.59 cm/sec.
Im Vergleich mit der Kontrollgruppe war dieser Unterschied mit einem p-Wert von 0.1979
nicht signifikant. Die maximale diastolische Flussgeschwindigkeit lag im Mittel bei
geschlossenem Duktus bei 8.113 cm/sec., bei den Kindern mit noch offenem Duktus bei
9.5171 cm/sec. und bei den 8 Kindern der PDA-Gruppe, die eine Intervention erhielten bei
8.217 cm/sec. . Im Vergleich zwischen Kontroll- und Interventionsgruppe zeigte sich mit
einem p-Wert von 0.9469, dass diese Gruppen sich beziiglich der enddiastolischen
Flussgeschwindigkeit in der Arteria cerebri anterior (A. cereb. ant.) gleichen. Die
Abbildungen 8, 9 und 11 zeigen den Vergleich der Kontroll- und PDA-Gruppe beziiglich
des resistance-Index, maximaler systolischer Flussgeschwindigkeit und enddiastolischer
Flussgeschwindigkeit sowie den Vergleich des RI zwischen der Kontroll- und der

Interventionsgruppe.
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Abbildung 8: Vergleich Zustand des Duktus mit dem RI der A. cerebri ant. in der
Schadelsonografie am 2. - 4. Lebenstag

RI: resistance-Index, A. cerebri ant.: Arteria cerebri anterior p = 0.1424, Duktus geschlossen:
Mean + SEM: 0.6848 + 0.01128, n = 23, Duktus offen: Mean + SEM: 0.7219 + 0.02116, n = 26,
95 % KI: -0.08726 bis 0.01298

Der Zustand des Duktus wurde routinemafig am 2. - 4. Lebenstag via Echokardiografie bestimmt.

Abbildung 8 zeigt den RI der Arteria cerebri anterior im Vergleich mit dem Zustand des

Duktus. Es ist kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen festzustellen.

34



*%

1.1

1.0- _
0.9+
74 0.8+ _I_

0.7 1
0.6 — I
0.5 T T

@ @

«"‘QQ «"QQ
\\Q o.,g
&° O
N X
(o) N
+ &
\0
©

Abbildung 9: Vergleich zwischen der Kontroll- und der Interventionsgruppe bezogen auf
den Rl der A. cerebri ant. in der Schadelsonografie am 2. - 4. Lebenstag

RI: resistance-Index, A. cerebri ant.: Arteria cerebri anterior p = 0.0083, Kontrollgruppe:
Mean + SEM: 0.6848 + 0.01128, n = 23, Interventionsgruppe: Mean + SEM: 0.775 + 0.04436,
n =8, 95 % KiI: -0.1553 bis 0.02509

Der Zustand des Duktus wurde routinemafig am 2. - 4. Lebenstag via Echokardiografie bestimmt.
Kinder der Interventionsgruppe fielen erst im Verlauf in diese Gruppe, wenn sich bei vorhandenem

PDA eine Therapieindikation ergab.

Die Abbildung 9 zeigt den RI der Arteria cerebri anterior im Vergleich zwischen der
Kontroll- und der Interventionsgruppe. Es wird ein ein hoch signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen ersichtlich. Kinder der Interventionsgruppe haben einen

hoheren RI, als Kinder der Kontrollgruppe.
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Abbildung 10: Vergleich Zustand des Duktus mit Vmax syst. der A. cerebri ant. in der
Schadelsonografie am 2. - 4. Lebenstag

Vmax syst.: maximale Flussgeschwindigkeit systolisch, A. cerebri ant: Arteria cerebri anterior,
p = 0.0530, Duktus geschlossen: Mean + SEM: 25.44 + 1.409, n = 24, Duktus offen: Mean £ SEM:
29.87 £ 1.715, n = 25, 95 % KI:-8.916 bis 0.06337

Der Zustand des Duktus wurde routinemaflig am 2. - 4. Lebenstag via Echokardiografie bestimmt

Die Abbildung 10 zeigt die maximale systolische Flussgeschwindigkeit in der Arteria cerebri
anterior im Vergleich mit dem Zustand des Duktus. Es ldsst sich ein Trend erkennen, jedoch
kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Kinder mit offenem Duktus

haben tendenziell erhohte systolische Flussgeschwindigkeiten.
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Abbildung 11: Vergleich Zustand des Duktus mit Vend diast. der A. cerebri ant. in der

Schadelsonografie am 2. - 4. Lebenstag

Vend diast.: enddiastolische Flussgeschwindigkeit, A. cerebri ant.: Arteria cerebri anterior,
p = 0.2364, Duktus geschlossen: Mean + SEM: 8.113 + 0.6245, n = 23, Duktus offen: Mean +
SEM: 9.571 £ 1.027, n = 24, 95 % KI:-3.906 bis 0.9908

Der Zustand des Duktus wurde routinemafig am 2. - 4. Lebenstag via Echokardiografie bestimmt.

Die Abbildung 11 zeigt die enddiastolische Flussgeschwindigkeit in der Arteria cerebri
anterior im Vergleich mit dem Zustand des Duktus. Der Unterschied zwischen den beiden

Gruppen ist mit p = 0.2364 nicht signifikant.

3.1.7 Ubersichtstabellen der Kontroll- und der PDA-Gruppe hinsichtlich

der verglichenen Parameter

Die folgenden Tabellen 2 und 3 geben eine Ubersicht der Gruppen hinsichtlich der

untersuchten Parameter.

Die Tabelle 2 gibt eine Ubersicht der Mittelwerte, Standardabweichungen, Minima, Maxima

sowie der Probandenanzahl der untersuchten Parameter Gestationsalter, Geburtsgewicht,
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La/Ao-ratio, Creatinin, und der sonografischen Parameter RI, Vmax syst., Vend diast. bei

der Kontrollgruppe.

Kontrollgruppe X SD Min. Max. n
Gestationsalter [SSW] 29.78 3 24.3 35.2 24
Geburtsgewicht [g] 1127 336.7 405 1500 24
La/Ao-ratio 1.285 0.2571 0.8 1.69 13
Creatinin 0. - 1. LT [mg/dI] 13.19 11.71 31 47.9 24
Creatinin 2. - 4. LT [mg/dI] 13.39 17.36 0.6 89.7 23
Creatinin 6. - 8. LT [mg/dI] 11.92 6.543 0.6 30 23
Creatinin ET [mg/dI] 13.32 13.98 2.8 62.4 22
Laktat 0. - 1. LT [mmol/] 2.546 5.892 0.2 23 24
Laktat 2. - 4. LT [mmol/] 1.03 0.897 0.3 3.7 23
Laktat 6. - 8. LT [mmol/l] 0.9667 |1.052 0.4 5.7 24
Laktat ET [mmol/l] 0.7286 |0.4529 (0.3 23 21
5 corebriant. R 0.6848 |0.05409 |0.6 079 |23
A. cerebri ant. Vmax syst. 2. - 4. LT [em/s] | 25.44 6.903 15.9 43.3 24
A. cerebri ant. Vend diast. 2. - 4. LT [cm/s]|8.113 2.995 3.4 16.6 23
Tabelle 2: Mittelwerte, Standardabweichungen, Minima und Maxima sowie

Probandenzahl der Parameter Gestationsalter, Geburtsgewicht, La/Ao-ratio, Creatinin, Laktat
und der sonografischen Parameter Vmax syst., Vend diast. und resistance-Index (RI) der
Kontrollgruppe

LT: Lebenstag, ET: Entlassungstag, Xx: Mittelwert, SD: Standardabweichung, n: Probadenanzahl,
Min.: Minimum, Max.: Maximum, SSW: Schwangerschaftswochen, A. cerebri ant.: Arteria cerebri
anterior, Vmax syst.: Maximaler systolischer Fluss, Vend diast.:enddiastolischer Fluss

Die folgende Tabelle 3 gibt eine Ubersicht der Mittelwerte, Standardabweichungen,

Minima, Maxima sowie der Probandenanzahl der untersuchten Parameter Gestationsalter,
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Geburtsgewicht, La/Ao-ratio, Creatinin, Laktat und der sonografischen Parameter RI, Vmax

syst., Vend diast. bei der PDA-Gruppe

ggﬁ;e X SD Min. |Max. |n
Gestationsalter [SSW] 27.56 2 24.3 31.2 26
Geburtsgewicht [g] 1024 264.1 550 1460 25
La/Ao-ratio 1.298 0.2629 |0.8 2 23
Creatinin 0. - 1. LT [mg/dI] 10.56 7.623 3.3 30.5 26
Creatinin 2. - 4. LT [mg/dI] 8.85 3.049 0.9 15.7 26
Creatinin 6. - 8. LT [mg/dI] 9.085 3.66 3.5 18.4 26
Creatinin ET [mg/dI] 12.2 6.152 5 32.6 24
Laktat 0. - 1. LT [mmol/I] 1.015 0.9665 |0.3 4.6 26
Laktat 2. - 4. Lebenstag [mmol/I] 1.269 1.613 0.2 8.6 26
Laktat 6. - 8. LT [mmol/l] 0.8962 |1.003 0.3 5.4 26
Laktat ET [mmol/I] 0.8385 |0.683 0.2 3.5 26
A. cerebriant. RI 2. -4. LT 0.7219 |0.1079 |0.56 1 26
A. cerebri ant. Vmax syst. 2. - 4. LT [cm/s] | 29.87 8.576 19.4 50.6 25
A. cerebri ant. Vend diast. 2. - 4. LT [cm/s]|9.5071 5.033 4 19.5 24
Tabelle 3: Mittelwerte, Standardabweichungen, Minima und Maxima sowie

Probandenzahl der Parameter Gestationsalter, Geburtsgewicht, La/Ao-ratio, Creatinin, Laktat
und der sonografischen Parameter Vmax syst., Vend diast. und resistance-Index (Rl) der PDA-
Gruppe

LT: Lebenstag, ET: Entlassungstag, x: Mittelwert, SD: Standardabweichung, n: Probadenanzahl,
Min.: Minimum, Max.: Maximum, SSW: Schwangerschaftswochen, A. cerebri ant.: Arteria cerebri
anterior, Vmax syst.: Maximaler systolischer Fluss, Vend diast.:enddiastolischer Fluss
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3.2 Vergleich der Kontroll- mit der PDA-Gruppe bezogen auf
die Konzentrationen von S100b, MBP und NSE zu den vier

Messzeitpunkten

Im Folgenden finden sich die Konzentrationsunterschiede der beiden Patientengruppen
hinsichtlich der Proteinkonzentrationen unserer untersuchten Marker an den vier
Messzeitpunkten. Der t-test wurde nach Transformation der Ergebnisse mit dem

Logarithmus naturalis berechnet.
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3.2.1 Vergleich der Gruppen beziiglich der S100b-Konzentrationen
S100b zeigte wie in den Abbildungen 12 - 14 ersichtlich an keinem der 4 Messzeitpunkte

einen Konzentrationsunterschied zwischen den beiden Gruppen.
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Abbildung 12: Vergleich der Konzentration von S100b am 0. - 1. Lebenstag mit dem Zustand
des Duktus

S100b-Konzentrationen in [pg/ml], p = 0.7769, Duktus geschlossen: Mean + SEM: 587.5 + 181.2,
n = 19, Duktus offen: Mean + SEM: 553.5 £ 170.7, n = 25, 95 % KI: -474.0 bis 542.0

Der Zustand des Duktus wurde routinemafig am 2. - 4. Lebenstag via Echokardiografie bestimmt.

Die Abbildung 12 zeigt die Konzentrationen von S100b am 0. - 1. Lebenstag abhingig vom
Zustand des Duktus. Der Zustand des Duktus wurde am 3. Lebenstag per Echokardiografie
festgelegt und entspricht hier nicht dem Zustand des Duktus am 0. - 1. Lebenstag. Es ldsst
sich kein signifikanter Konzentrationsunterschied zwischen den Kindern, deren Duktus sich
bis zum 2. - 4. Lebenstag verschlossen hat und den Kindern, deren Duktus {iber den 2. - 4.

Lebenstag hinaus noch offen ist, erkennen.
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Abbildung 13: Vergleich der Konzentration von S100b am 2. - 4. Lebenstag mit dem Zustand
des Duktus

S100b-Konzentrationen in [pg/ml], p = 0.7884, Duktus geschlossen: Mean + SEM: 499.4 + 182.5,
n = 22, Duktus offen: Mean + SEM: 403.5 + 70.41, n = 24, 95 % KI: -286.1 bis 477.9

Der Zustand des Duktus wurde routinemafig via Echokardiografie bestimmt.

Die Abbildung 13 zeigt die Konzentrationen von S100b am 2. - 4. Lebenstag abhingig vom
Zustand des Duktus. Der Zustand des Duktus wurde genau in diesem Zeitraum, meist am
3. Lebenstag bzw. nach 72 Stunden (2. - 4. Lebenstag) per Echokardiografie festgelegt. Die

beiden Grupen unterscheiden sich nicht hinsichtlich der S100b Konzentration am 2. — 4.

Lebenstag.
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Abbildung 14: Vergleich der Konzentration von S100b am 6. - 8. Lebenstag mit dem Zustand
des Duktus

S100b-Konzentrationen in [pg/ml], In: Logarithmus naturalis p = 0.8274, Duktus geschlossen:
Mean + SEM: 479.2 + 101.6, n = 22, Duktus offen: Mean + SEM: 442.5 + 85.82, n = 22,
95 % KiI: -231.8 bis 305.2

Der Zustand des Duktus wurde routinemafig via Echokardiografie bestimmt.

Die Abbildung 14 zeigt die Konzentrationen von S100b am 6. - 8. Lebenstag abhingig vom
Zustand des Duktus. Der Zustand des Duktus wurde am 2. - 4. Lebenstag per
Echokardiografie festgelegt und entspricht hier nicht dem Zustand des Duktus am

6. - 8. Lebenstag. Die Konzentrationsunterschiede zwischen den Kindern, deren Duktus sich
bis zum 2. - 4. Lebenstag verschlossen hat und den Kindern, deren Duktus {iber den 2. - 4.

Lebenstag hinaus noch offen ist, sind nicht signifikant.
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Abbildung 15: Vergleich der Konzentration von S100b am Entlassungstag mit dem Zustand

des Duktus

S100b-Konzentrationen in [pg/ml], p = 0,4924, Duktus geschlossen: Mean + SEM: 157.8 + 22.14,
n = 22, Duktus offen: Mean £ SEM: 197.9 £ 31.52, n = 24, 95 % KI: -119.1 bis 38.9

Der Zustand des Duktus wurde routinemaRig via Echokardiografie bestimmt.

Die Abbildung 15 zeigt die Konzentrationen von S100b am Entlassungstag abhédngig von
Zustand des Duktus. Der Zustand des Duktus wurde am 2. - 4. Lebenstag per
Echokardiografie festgelegt und entspricht hier nicht dem Zustand des Duktus am

Entlassungstag. Es ldsst sich kein signifikanter Konzentrationsunterschied zwischen den

Gruppen feststellen.

3.2.2 Vergleich der Gruppen beziiglich der MBP-Konzentration

In Abbildung 16 zeigt sich am 0. - 1. Lebenstag ein signifikanter Unterschied zwischen der
Kontroll- und der PDA-Gruppe. Kinder mit einem geschlossenen Duktus haben mit einem
p von 0.0041 signifikant hohere Konzentrationen an MBP im Urin. Dies wird auch durch
die Mittelwerte von 223.1 ng/ml bei der Kontrollgruppe und 85.22 ng/ml bei der PDA-
Gruppe deutlich. Wie in Abbildung 17 verdeutlicht, zeigt sich auch am

2. - 4. Lebenstag ein Unterschied, welcher mit einem p von 0.0054 hoch signifikant ist

(Mittelwerte: Kontrollgruppe: 197.7 ng/ml, PDA-Gruppe: 68.98 ng/ml). Am

44



6. - 8. Lebenstag ist dieser Unterschied nicht mehr festzustellen (Abbildung 18). Wie an den
Mittelwerten von 159.9 ng/ml bei der Kontrollgruppe und 152.4 ng/ml in der PDA-Gruppe
ersichtlich, haben sich die beiden Gruppen stark angendhert (p = 0.9578). Dies ist auch am

Entlassungstag der Fall, der mit einem p von 0.1977 ebenfalls keinen signifikanten

Unterschied mehr zeigt (Abbildung 19).
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Abbildung 16: Vergleich der Konzentration von MBP am 0. - 1. Lebenstag mit dem Zustand

des Duktus

MBP: Myelin basic protein, MBP-Konzentration in [ng/ml], p = 0.0041, Duktus geschlossen:
Mean + SEM: 223.1 + 55.9, n = 21, Duktus offen: Mean + SEM: 85.22 £ 14.5, n = 25,

95 % Kil: 29.93 bis 245.8

Der Zustand des Duktus wurde routinemafig via Echokardiografie bestimmt.
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Die Abbildung 16 zeigt die Konzentrationen von MBP am 0. - 1. Lebenstag abhéngig vom
Zustand des Duktus. Der Zustand des Duktus wurde am 2. - 4. Lebenstag per
Echokardiografie festgelegt und entspricht hier nicht dem Zustand des Duktus am 0.- 1.
Lebenstag. Hier findet sich ein signifikanter Unterschied. Kinder mit geschlossenem Duktus

haben am 0. - 1. Lebenstag hohere MBP-Konzentrationen im Urin.
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Abbildung 17: Vergleich der Konzentration von MBP am 2. - 4. Lebenstag mit dem Zustand
des Duktus

MBP: Myelin basic protein, MBP-Konzentration in [ng/ml], p = 0.0054, Duktus geschlossen:
Mean + SEM: 197.7 + 43.18, n = 22, Duktus offen: Mean + SEM: 68.98 + 8.965, n = 25,
95 % KI: 44.93 bis 212.5

Der Zustand des Duktus wurde routinemafig via Echokardiografie bestimmt.

Die Abbildung 17 zeigt die Konzentrationen von MBP am 2. - 4. Lebenstag abhéngig vom
Zustand des Duktus. Der Zustand des Duktus wurde genau in diesem Zeitraum, meist am

3. Lebenstag bzw. nach 72 Stunden (2. - 4. Lebenstag) per Echokardiografie festgelegt.
Kinder mit geschlossenem Duktus haben am 2. - 4. Lebenstag signifikant hohere MBP-

Konzentrationen im Urin.
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Abbildung 18: Vergleich der Konzentration von MBP am 6. - 8. Lebenstag mit dem Zustand
des Duktus

MBP: Myelin basic protein, MBP-Konzentration in [ng/ml], p = 0.9578, Duktus geschlossen:
Mean + SEM: 159.9 + 29.62, n = 21, Duktus offen: Mean + SEM: 152.4 + 30.89, n = 24,

95 % Kil: -79.53 bis 94.47

Der Zustand des Duktus wurde routinemafig am 2. - 4. Lebenstag via Echokardiografie bestimmt.

Die Abbildung 18 zeigt die Konzentrationen von MBP am 6. - 8. Lebenstag abhingig vom
Zustand des Duktus. Der Zustand des Duktus wurde am 2. - 4. Lebenstag per
Echokardiografie festgelegt und entspricht hier nicht dem Zustand des Duktus am

6. - 8. Lebenstag. Kinder mit geschlossenem Duktus haben verglichen mit Kindern mit

offenem Duktus am 6. - 8. Lebenstag keine erhdhten MBP-Konzentrationen im Urin mehr.
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Abbildung 19: Vergleich der Konzentration von MBP am Entlassungstag mit dem Zustand

des Duktus

MBP: Myelin basic protein, MBP-Konzentration in [ng/ml], In: Logarithmus naturalis, p = 0.1977,
Duktus geschlossen: Mean + SEM: 92.76 £ 17.91, n = 21, Duktus offen: Mean + SEM: 107.0

15.15, n = 24, 95 % KiI: -61.24 bis 32.77

Der Zustand des Duktus wurde routinemafig am 2. - 4. Lebenstag via Echokardiografie bestimmt.

Die Abbildung 19 zeigt die Konzentrationen von MBP am Entlassungstag abhéngig vom
Zustand des Duktus. Der Zustand des Duktus wurde am 2. - 4. Lebenstag per
Echokardiografie festgelegt und entspricht hier nicht dem Zustand des Duktus am

Entlassungsstag. Am Entlassungstag ist kein Unterschied zwischen den Gruppen

feststellbar.

3.2.3 Vergleich der Gruppen beziiglich der NSE-Konzentrationen
Die Abbildungen 20 - 24 machen deutlich, dass an keinem der vier Messzeitpunkte ein

signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen vorhanden ist.
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Abbildung 20: Vergleich der Konzentration von NSE am 0. - 1. Lebenstag mit dem Zustand
des Duktus

NSE: Neuronen-spezifische Enolase, NSE-Konzentration in [ug/l], p = 0.8720, Duktus
geschlossen: Mean £ SEM: 3.182 + 1.400, n = 22, Duktus offen: Mean £ SEM: 2.562 + 0.8845, n

=26, 95 % KI: -2.616 bis 3.857

Der Zustand des Duktus wurde routinemafig am 2. - 4. Lebenstag via Echokardiografie bestimmt.

Die Abbildung 20 zeigt die Konzentrationen von NSE am Entlassungstag abhingig vom
Zustand des Duktus. Der Zustand des Duktus wurde am 2. - 4. Lebenstag per
Echokardiografie festgelegt und entspricht hier nicht dem Zustand des Duktus am

0. - 1. Lebenstag. Die NSE-Konzentrationen unterscheiden sich nicht zwischen den beiden

Gruppen.
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Abbildung 21: Vergleich der Konzentration von NSE am 2. - 4. Lebenstag mit dem Zustand
des Duktus

NSE: Neuronen-spezifische Enolase, NSE-Konzentration in [ug/l, p = 0.4801, Duktus
geschlossen: Mean + SEM: 1.714 + 0.4592, n = 22, Duktus offen: Mean + SEM: 1.300 + 0.3216,
n = 26, 95 % Kil: -0.6905 bis 1.518

Der Zustand des Duktus wurde routinemafig via Echokardiografie bestimmt.

Die Abbildung 21 zeigt die Konzentrationen von NSE am 2. - 4. Lebenstag abhéngig vom
Zustand des Duktus. Der Zustand des Duktus wurde genau in diesem Zeitraum, meist am
3. Lebenstag bzw. nach 72 Stunden (2. - 4. Lebenstag) per Echokardiografie festgelegt. Auch

am 2. - 4. Lebenstag finden sich keine Konzentrationsunterschiede.
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Abbildung 22: Vergleich der Konzentration von NSE am 6. - 8. Lebenstag mit dem Zustand
des Duktus

NSE: Neuronen-spezifische Enolase, NSE-Konzentration in [ug/l], p = 0.9395, Duktus
geschlossen: Mean + SEM: 1.104 = 0.1769, n = 23, Duktus offen: Mean + SEM: 1.131 + 0.2009,
n =26, 95 % KI: -0.5717 bis 0.5189

Der Zustand des Duktus wurde routinemafig am 2. - 4. Lebenstag via Echokardiografie bestimmt.

Die Abbildung 22 zeigt die Konzentrationen von NSE am 6. - 8. Lebenstag abhéngig vom
Zustand des Duktus. Der Zustand des Duktus wurde am 2. - 4. Lebenstag per
Echokardiografie festgelegt und entspricht hier nicht dem Zustand des Duktus am

6. - 8. Lebenstag. Es wird ersichtlich, dass auch zu diesem Zeitpunkt kein Unterschied

zwischen den Gruppen besteht.
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Abbildung 23: Vergleich der Konzentration von NSE am Entlassungstag mit dem Zustand
des Duktus

NSE: Neuronen-spezifische Enolase, NSE-Konzentration in [ug/l], p = 0.0967, Duktus
geschlossen: Mean + SEM: 1.210 + 0.09854, n = 21, Duktus offen: Mean + SEM: 1.004 + 0.1235,
n =25, 95 % KIl: -0.1218 bis 0.5328

Der Zustand des Duktus wurde routinemafig am 2. - 4. Lebenstag via Echokardiografie bestimmt.

Die Abbildung 23 zeigt die Konzentrationen von NSE am Entlassungstag abhingig vom
Zustand des Duktus. Der Zustand des Duktus wurde am 2. - 4. Lebenstag per
Echokardiografie festgelegt und entspricht hier nicht dem Zustand des Duktus am
Entlassungstag. Auch am Entlassungstag findet man keinen Unterschied in den NSE-

Konzentrationen.

Betrachtet man den Entlassungstag nochmals gesondert und vergleicht die Konzentrationen
der Proteine S100b, MBP und NSE der Kinder, deren Duktus auch bei Entlassung noch offen
ist (S100b = 5, MBP: n =4, NSE: n = 6) mit den Kindern, deren Duktus sich bis zu diesem

Zeitpunkt verschlossen hat, so findet man bei keinem der Proteine einen signifikanten
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Konzentrationsunterschied Die folgenden Abbildungen 24 - 26 zeigen den Vergleich

zwischen diesen, durch den Entlassungstag gesonderten, Gruppen.

600 -
E 400 -
=]
2
K]
o
e 200 - -1
(7]
0 T T
<O AN
< <
6‘" o\x
\O
Q

Zustand des Duktus

Abbildung 24: Vergleich der Konzentration von S100b am Entlassungstag mit dem Zustand

des Duktus bei Entlassung

S100b-Konzentration in [pg/ml], p = 0.9996, Duktus geschlossen: Mean + SEM: 159,9 + 20,26,
n = 31, Duktus offen: Mean £ SEM: 141,2 + 21,23, n = 5, 95 % KI: -86,32 bis 123,7

Die Abbildung 24 zeigt die Konzentrationen von S100b am Entlassungstag abhingig vom
Zustand des Duktus. Der Zustand des Duktus wurde zum Entlassungszeitpunkt per
Echokardiografie festgelegt und entspricht hier dem Zustand des Duktus bei Entlassung.

Es lasst dich kein Unterschied in der S100b-Konzentration erkennen.
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Abbildung 25: Vergleich der Konzentration von MBP am Entlassungstag mit dem Zustand

des Duktus bei Entlassung

MBP: Myelin basic protein, MBP-Konzentration in [ng/ml], p = 0.2029, Duktus geschlossen:
Mean + SEM: 96.41 + 15,45, n = 31, Duktus offen: Mean + SEM: 125 + 20,41, n = 4, 95 % KI: -

118.3 bis 61,01

Die Abbildung 25 zeigt die Konzentrationen von MBP am Entlassungstag abhédngig von
Zustand des Duktus. Der Zustand des Duktus wurde zum Entlassungszeitpunkt per
Echokardiografie festgelegt und entspricht hier dem Zustand des Duktus bei Entlassung.

Auch bei den MBP-Konzentrationen zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den

Gruppen.
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Abbildung 26: Vergleich der Konzentration von NSE am Entlassungstag mit dem Zustand

des Duktus bei Entlassung

NSE: Neuronen-spezifische Enolase, NSE-Konzentration in [ug/l] p = 0.6479, Duktus
geschlossen: Mean + SEM: 1.1795 + 0.09577, n = 29, Duktus offen: Mean + SEM: 1.33 £ 0.2813,
n =6, 95 % KI: -0,6518 bis 0,3438

Die Abbildung 26 zeigt die Konzentrationen von NSE am Entlassungstag abhingig vom
Zustand des Duktus. Der Zustand des Duktus wurde zum Entlassungszeitpunkt per
Echokardiografie festgelegt und entspricht hier dem Zustand des Duktus bei Entlassung.

Es lasst sich kein signifikanter Unterschied der NSE-Konzentrationen feststellen.

3.3 Vergleich Kontroll- mit der Interventionsgruppe bezogen
auf die Konzentrationen von S100b, MBP und NSE zu den

vier Messzeitpunkten

Die folgenden Tabellen 4 - 6 zeigen den Vergleich der Kontroll- mit der Interventionsgruppe
beziiglich der drei Proteine anhand der Mittelwerte, Standardabweichungen und
Probandenanzahl. Zudem ist der p-Wert des jeweiligen Messzeitpunktes der Tabelle zu

entnehmen.
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Bei S100b sowie NSE zeigt sich zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen. Die Kontrollgruppe hatte an Tag 0 - 1 sowie 2 - 4 signifikant h6here MBP-

Konzentrationen als die Interventionsgruppe.

Kontrollgruppe Interventionsgruppe

x SD n X SD n p
S$100b 0. - 1. LT [pg/mlI]|587.5 |789.8 |19 548.8 431.9 7 0.5947
S100b 2. - 4. LT [pg/ml]|499.4 8559 |22 516.5 520.8 8 0.4566
S100b 6. - 8. LT [pg/ml]|479.2 |476.4 |22 672.6 578.9 8 0.2077
S$100b ET [pg/ml] 157.8 103.9 |22 237.5 140.0 8 0.0753
Tabelle 4: Vergleich der Mittelwerte, Standardabweichungen und Probandenanzahl

sowie der Ergebnisse des t-Tests der quantitativen $S100b-Bestimmung zwischen Kontroll-
und der Interventionsgruppe

LT: Lebenstag, ET: Entlassungstag, x: Mittelwert, SD: Standardabweichung, n: Probandenanzahl

Die Tabelle 4 zeigt, dass zu keinem Messzeitpunkt ein signifikanter Unterschied in der
S100b-Konzentration zwischen diesen beiden Gruppen zu verzeichnen ist. Die ersten beiden

Messzeitpunkte zeigen, dass die Werte sich hier nahezu gleichen.
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Kontrollgruppe Interventionsgruppe

X SD n X SD n p
MBP 0. - 1. LT [ng/ml] | 223.1 256.2 |21 72.75 34.19 8 0.0484
MBP 2. -4. LT [ng/ml] |197.7 2025 |22 58.52 35.28 8 0.0378
MBP 6.-.8 LT [ng/ml] |159.9 135.7 |21 146.3 142.40 8 0.9748
MBP ET [ng/ml] 92.76 82.05 |21 133.6 110.40 8 0.2419
Tabelle 5: Vergleich der Mittelwerte, Standardabweichungen und Probandenanzahl

sowie der Ergebnisse des t-Tests der quantitativen MBP-Bestimmung zwischen Kontroll- und
der Interventionsgruppe

LT: Lebenstag, ET: Entlassungstag, x: Mittelwert, SD: Standardabweichung, n: Probandenanzahl

Die Tabelle 5 =zeigt, dass Kinder der Kontrollgruppe signifikant hohere MBP-
Konzentrationen am 0. - 1. sowie am 2. - 4. Lebenstag haben. Zu den spéteren

Messzeitpunkten ist kein Unterschied zwischen den Gruppen mehr festzustellen.

Kontrollgruppe Interventionsgruppe

X SD n x SD n p
NSE 0.-1.LT [ug/l] [3.182 6.568 22 1.188 0.5276 8 0.3893
NSE 2. -4.LT [ug/l] [1.714 2.154 22 1.138 0.6968 8 0.6815
NSE 6. -8. LT [ug/l] [1.104 0.8482 |23 1.113 1.471 8 0.6508
NSE ET [ug/l] 1.210 0.4516 |21 1.171 1.019 7 0.3731
Tabelle 6: Vergleich der Mittelwerte, Standardabweichungen und Probandenanzahl

sowie der Ergebnisse des t-Tests der quantitativen NSE-Bestimmung zwischen der Kontroll-
und der Interventionsgruppe

LT: Lebenstag, ET: Entlassungstag, x: Mittelwert, SD: Standardabweichung, n: Probandenanzahl

Die Tabelle 6 zeigt, dass zu keinem Messzeitpunkt ein signifikanter Unterschied in der NSE-

Konzentration zwischen diesen beiden Gruppen zu verzeichnen ist.
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3.4 Korrelation der Konzentrationen der Proteine S100b, NSE
und MBP an allen vier Messzeitpunkten mit dem

Gestationsalter

Die folgenden Ergebnisse zeigen die Korrelation der Konzentrationen der Proteine S100b,
MBP und NSE zu den vier Messzeitpunkten 0. - 1., 2. - 4., 6 - 8. Lebenstag und
Entlassungstag mit dem Gestationsalter der Kinder.

Im Folgenden wird in den Legenden der Graphen bei der linearen Regression die Steigung

der Regressionsgeraden mit b und der y-Achsenabschnitt mit a bezeichnet.

3.4.1 Korrelation von S100b mit dem Gestationsalter

S100b zeigt am 0. - 1. Lebenstag sowie am 6. - 8. Lebenstag eine signifikante Korrelation
mit dem Gestationsalter. Es zeigt sich, dass Kinder mit einem niedrigen Gestationsalter
erhohte S100b-Konzentrationen im Urin aufweisen (0. - 1. Lebenstag p = 0.0070,

6. - 8. Lebenstag p=0.0149). Dies verdeutlichen Abbildungen 27 und 29 in denen ein Abfall
der S100b-Konzentration mit zunehmendem Gestationsalter zu sehen ist. Am 6. — 8.
Lebenstag findet sich jedoch eine groBere Streuung der Werte. Wie zuvor beschrieben zeigen
die Kinder der PDA-Gruppe mit einem Mittelwert von 27.56 SSW (Median: 28.15 SSW)
ein niedrigeres Gestationsalter als die Kontrollgruppe mit einem Mittelwert von 29.78 SSW
(Median: 29.35 SSW). Am 2. - 4. Lebenstag ist die Korrelation zwischen S100b und dem
Gestationsalter nicht zu erkennen, jedoch lisst sich bei einem p-Wert von 0.0783 ein Trend
vermuten (Abbildung 28). Auch am Entlassungstag findet sich keine signifikante
Korrelation. Hier sind Konzentrationen an der Messgrenze von 98 pg/ml von Kindern aller

Gestationsalter zu finden (Abbildung 30).
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Abbildung 27: Korrelation zwischen $S100b am 0. - 1. Lebenstag und dem Gestationsalter

Die Daten der S100b-Konzentrationen wurden mit dem Logarithmus naturalis transformiert und

anschlielend mit dem Gestationsalter korreliert.

S100b-Konzentration in pg/ml, SSW: Schwangerschaftswochen, In: Logarithmus naturalis, n = 44,
r =-0.4010, 95 % KIl: -0.6237 bis -0.1181, p = 0.0070, b = -0.1260 + 0.0441, a = 9.425 + 1.274,

r?=0.1608

Die Abbildung 27 zeigt die Korrelation zwischen der S100b-Konzentration am
0. - 1. Lebenstag und dem Gestationsalter. Unreife Kinder haben am 0. - 1. Lebenstag eine

hohere S100-Konzentration im Urin als reifere Kinder.
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Abbildung 28: Korrelation zwischen S100b am 2. - 4. Lebenstag mit dem Gestationsalter

Die Daten der S100b-Konzentrationen wurden mit dem Logarithmus naturalis transformiert und

anschlieend mit dem Gestationsalter korreliert.

S100b-Konzentration in pg/ml, SSW: Schwangerschaftswochen, In: Logarithmus naturalis, n = 46,
=-0.2623, 95 % KI: -0.5135 bis 0.03040, p = 0.0783, b = -0.07360 + 00.04083,
a=07.788 £ 1.17, r> = 0.06879

Die Abbildung 28 zeigt die Korrelation zwischen der S100b-Konzentration am
2.-4. Lebenstag und dem Gestationsalter. Hier 1dsst sich im Gegensatz zum 0. - 1. Lebenstag

keine signifikante Korrelation feststellen.
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Abbildung 29: Korrelation zwischen S100b am 6. - 8. Lebenstag mit dem Gestationsalter

Die Daten der S100b-Konzentrationen wurden mit dem Logarithmus naturalis transformiert und

anschlielend mit dem Gestationsalter korreliert.

S100b-Konzentration in pg/ml, SSW: Schwangerschaftswochen, In: Logarithmus naturalis, n = 45,
r =-0.3607, 95 % KI: -0.5917 bis -0.07508, p = 0.0149, b = -0.1028 + 0.04052, a = 8.69 + 1.16,
r2=0.1301

Die Abbildung 29 zeigt die Korrelation zwischen der S100b-Konzentration am
6. - 8. Lebenstag und dem Gestationsalter. Es zeigt sich wie bereits am 0. - 1. Lebenstag
eine signifikante Korrelation. Unreife Kinder haben am 6. - 8. Lebenstag eine hohere S100b-

Konzentration im Urin als reifere Kinder.
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Abbildung 30: Korrelation zwischen $S100b am Entlassungstag mit dem Gestationsalter

Die Daten der S100b-Konzentration wurden mit dem Logarithmus naturalis transformiert und mit
dem Gestationsalter korreliert. Hier wurde der Grenzwert 98 pg/ml bzw. als transformierte Form
4,59005655 verwendet. Der ELISA kann nur bis zu diesem Wert messen, sodass er die kleinste

maogliche Konzentration darstellt.

S100b-Konzentration in pg/ml, SSW: Schwangerschaftswochen, In: Logarithmus naturalis, n = 45,
r=-0.1886, 95 % KI: -0.4569 bis -0.1112, p = 0.2148, b =-0.03716 + 0.02951, a = 6.052 + 10.8565,
r2 = 0.03556

Die Abbildung 30 =zeigt die Korrelation zwischen der S100b-Konzentration am
Entlassungstag und dem Gestationsalter. Es zeigt sich keine signifikante Korrelation
zwischen S100b und dem Gestationsalter am Entlassungstag. Ersichtlich wird jedoch ein

Abfall der Konzentrationen von S100b zum Entlassungstag bei der Mehrzahl der Kinder.

3.4.2 Korrelation von Myelin basic protein mit dem Gestationsalter

MBP zeigt am 0. - 1. Lebenstag keine Korrelation mit dem Gestationsalter. Die Kinder aller
Gestationsalter haben in etwa gleiche Konzentrationen (p = 0.9740) (Abbildung 31). Am

2. - 4. Lebenstag ldsst sich dann eine deutliche Steigung des Graphen erkennen. Kinder mit
einem hoheren Gestationsalter haben hohere Konzentrationen von MBP im Urin. Die
Korrelation ist hoch signifikant (Abbildung 32). Kinder der Kontrollgruppe haben ein
hoheres Gestationsalter und somit auch hohere MBP-Konzentrationen zu diesem
Messzeitpunkt als die PDA-Gruppe. Der Zusammenhang lédsst sich am 6. - 8. Lebenstag

nicht mehr feststellen (p = 0.5985) und auch am Entlassungstag ist kein Zusammenhang
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zwischen der MBP-Konzentration und dem Gestationsalter erkennen (p = 0.5669)

(Abbildungen 33 und 34).
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Abbildung 31: Korrelation zwischen MBP am 0. - 1. Lebenstag und dem Gestationsalter

Die Daten der MBP-Konzentrationen wurden mit dem Logarithmus naturalis transformiert und

anschliefend mit dem Gestationsalter korreliert.

MBP: Myelin basic protein, MBP-Konzentration in [ng/ml], SSW: Schwangerschaftswochen,
In: Logarithmus naturalis, n = 45, r = 0.004992, 95 % KI: -0.2890 bis 0.2982, p = 0.9740,
b =0.001732 + 0.05290, a = 4.449 + 1.509, r* = 0.00002492

Die Abbildung 31 zeigt die Korrelation zwischen der MBP-Konzentration am
0. - 1. Lebenstag und dem Gestationsalter der Kinder. Es ldsst sich keine signifikante

Korrelation feststellen.
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Abbildung 32: Korrelation zwischen MBP am 2. - 4. Lebenstag und dem Gestationsalter

Die Daten der MBP-Konzentrationen wurden mit dem Logarithmus naturalis transformiert und

anschlielend mit dem Gestationsalter korreliert.

MBP: Myelin basic protein, MBP-Konzentration in [ng/ml], SSW: Schwangerschaftswochen,
In: Logarithmus naturalis, n = 46, r = 0.4836, 95 % KIl: 0.2248 bis 0.6787, p = 0.0007,
b =0.1591 £ 0.04342, a = -0.1300 + 1.244, r> = 0.2339

Die Abbildung 32 zeigt die Korrelation zwischen der MBP-Konzentration am
2. - 4. Lebenstag und dem Gestationsalter der Kinder. Es stellt sich ein signifikanter Anstieg
des MBP mit zunehmendem Gestationsalter dar. Somit ist am 2. - 4. Lebenstag die MBP-

Konzentration bei reiferen Kindern hoher als bei unreifen Kindern.

64



MBP In [ng/ml]
+
% 900
[
L)
°
°

20 25 30 35 40

Gestationsalter [SSW]

Abbildung 33: Korrelation zwischen MBP am 6. - 8. Lebenstag und dem Gestationsalter

Die Daten der MBP-Konzentrationen wurden mit dem Logarithmus naturalis transformiert und

anschlieend mit dem Gestationsalter korreliert.

MBP: Myelin basic protein, MBP-Konzentration in [ng/ml], SSW: Schwangerschaftswochen,
In: Logarithmus naturalis, n = 44, r = -0.08160, 95 % KI: -0.3696 bis 0.2207, p = 0.5985,
=-0.02469 + 0.04654, a = 5.403 + 1.349, r* = 0.006658

Die Abbildung 33 zeigt die Korrelation zwischen der MBP-Konzentration am
6. - 8. Lebenstag und dem Gestationsalter der Kinder. Im Gegensatz zum 2. - 4. Lebenstag

findet sich nun kein signifikanter Anstieg des MBP mit zunehmendem Gestationsalter mehr.
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Abbildung 34: Korrelation zwischen MBP am Entlassungstag mit dem Gestationsalter

Die Daten der MBP-Konzentrationen wurden mit dem Logarithmus naturalis transformiert und

anschlieend mit dem Gestationsalter korreliert.

MBP: Myelin basic protein, MBP-Konzentration in [ng/ml], SSW: Schwangerschaftswochen,
In: Logarithmus naturalis, n = 44, r = 0.08871, 95 % KI: -0.2139 bis 0.3758, p = 0.5669,
b =0.02488 + 0.04311, a = 3.605 + 1.251, r> = 0.007869

Die Abbildung 34 zeigt die Korrelation zwischen der MBP-Konzentration am
Entlassungstag und dem Gestationsalter der Kinder. Es lédsst sich keine signifikante

Korrelation feststellen.

3.4.3 Korrelation der Neuronen-spezifischen Enolase mit dem

Gestationsalter

Insgesamt ist zu keinem Messzeitpunkt eine Korrelation zwischen den Konzentrationen der
Neuronen-spezifischen Enolase und dem Gestationsalter zu verzeichnen. Am

0. - 1. Lebenstag liegt der p-Wert bei 0.5868 und auch am 2. - 4. Lebenstag ldsst sich keine
Korrelation erkennen (p = 0.6081). Es zeigen sich in den Graphen lediglich minimale
Steigungen der Geraden mit zunehmendem Gestationsalter (Abbildungen 35 und 36). Am
6. - 8. Lebenstag lésst sich eine Angleichung der Konzentrationen erkennen, welche durch
einen p-Wert von 0.9162 verdeutlicht wird und sich auch im Graphen als nahezu horizontale
Gerade darstellt. Am Entlassungstag zeigt sich wieder eine leichte Steigung der Geraden,

welche jedoch mit einem p-Wert von 0.3643 nicht signifikant ist (Abbildungen 37 und 38).
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Abbildung 35: Korrelation zwischen NSE am 0. - 1. Lebenstag und dem Gestationsalter

Die Daten der NSE-Konzentrationen wurden mit dem Logarithmus naturalis transformiert und

anschliefend mit dem Gestationsalter korreliert.

NSE: Neuronen-spezifische Enolase, NSE-Konzentration in [ug/l],
SSW: Schwangerschaftswochen, In: Logarithmus naturalis, n = 47, r = 0.08134, 95 % KI: -0.2108
bis 0.3602, p = 0.5868, b = 0.02242 + 0.04095, a = 0.05025 + 1.166, r> = 0.006615

Die Abbildung 35 zeigt die Korrelation zwischen der NSE-Konzentration und dem
Gestationsalter der Kinder. Die NSE-Konzentrationen zeigen keine signifikante Korrelation

zum Gestationsalter.
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Abbildung 36: Korrelation zwischen NSE am 2. - 4. Lebenstag und dem Gestationsalter

Die Daten der NSE-Konzentrationen wurden mit dem Logarithmus naturalis transformiert und

anschlielend mit dem Gestationsalter korreliert.

NSE: Neuronen-spezifische Enolase, NSE-Konzentration in [ug/l],
SSW: Schwangerschaftswochen, In: Logarithmus naturalis, n =47, r = 0.07675, 95 % KIl: -0.2152
bis 0.3561, p = 0.6081, b = 0.01596 + 0.03090, a = 0.02014 + 0.89, r> = 0.005890

Die Abbildung 36 zeigt die Korrelation zwischen der NSE-Konzentration am

2. - 4. Lebenstag und dem Gestationsalter der Kinder. Auch am 2. — 4. Lebenstag lésst sich

keine signifikante Korrelation erkennen.
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Abbildung 37: Korrelation zwischen NSE am 6. - 8. Lebenstag und dem Gestationsalter

Die Daten der NSE-Konzentrationen wurden mit dem Logarithmus naturalis transformiert und

anschlielend mit dem Gestationsalter korreliert.

NSE: Neuronen-spezifische Enolase, NSE-Konzentration in [ug/l],
SSW: Schwangerschaftswochen, In: Logarithmus naturalis, n = 48, r = -0.01560, 95 % KIl: -0.2985
bis 0.2698, p = 0.9162, b = -0.002533 + 0.02394, a = 0.4421 £ 0.06890, r* = 0.0002435

Die Abbildung 37 zeigt die Korrelation zwischen der NSE-Konzentration am

6. - 8. Lebenstag und dem Gestationsalter der Kinder. Auch am 6. — 8. Lebenstag findet sich

keine signifikante Korrelation.
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Abbildung 38: Korrelation zwischen NSE am Entlassungstag und dem Gestationsalter

Die Daten der NSE-Konzentrationen wurden mit dem Logarithmus naturalis transformiert und

anschlielend mit dem Gestationsalter korreliert.

NSE: Neuronen-spezifische Enolase, NSE-Konzentration in [ug/l],
SSW: Schwangerschaftswochen, In: Logarithmus naturalis, n = 45, r = 0.1385, 95 %: Kl: -0.1617
bis 0.4152, p = 0.3643, b = 0.01705 + 0.01859, a = -0.8050 £ 0.5380, r> = 0.01917
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Die Abbildung zeigt die Korrelation zwischen der NSE-Konzentration am Entlassungstag
und dem Gestationsalter der Kinder. Wie in Abbildungen 35 - 38 deutlich wird, ldsst sich zu

keinem Messzeitpunkt eine signifikante Korrelation mit dem Gestationsalter feststellen.

3.5 Korrelation der Konzentrationen der Proteine S100b, MBP
und NSE am 2. - 4. Lebenstag mit dem Geburtsgewicht

Die folgenden Abbildungen 39 - 41 zeigen die Korrelation zwischen dem Geburtsgewicht
der Kinder und den Proteinkonzentrationen am 2. - 4. Lebenstag.
Im Folgenden wird in den Legenden der Graphen bei der linearen Regression die Steigung

der Regressionsgeraden mit b und der y-Achsenabschnitt mit a bezeichnet.

3.5.1 Korrelation der Konzentration von S100b mit dem Geburtsgewicht
S100b zeigt am 2. - 4. Lebenstag einen starken Abfall der Konzentrationen mit
zunehmendem Geburtsgewicht. Kinder mit einem niedrigen Geburtsgewicht haben deutlich
hohere Konzentrationen von S100b im Urin als Kinder mit einem hohen Geburtsgewicht
(bis 1500 g). Diese Korrelation ist hoch signifikant (Abbildung 39). Die Kinder mit geringem
Geburtsgewicht sind auch eher jene Kinder, deren Duktus zum Messzeitpunkt noch offen ist
(Mittelwert: 1024 g, Median: 980 g). Der Unterschied zwischen der Kontroll- und der PDA-
Gruppe war bezogen auf das Gewicht nicht signifikant. Allerdings zeigt sich, dass gerade
die Kinder, deren PDA einer Intervention bedurfte (Interventionsgruppe) im Vergleich ein
geringes Geburtsgewicht (Mittelwert: 770,7 g, Median: 850 g) aufweisen. Im Vergleich mit
der Kontrollgruppe (p = 0.0114) sowie mit den Kindern der PDA-Gruppe ohne Intervention
(p =0.0012) war dieser Unterschied signifikant. Somit sind die Kinder, deren Duktus einer
Intervention bedurfte auch jene, welche ein geringes Geburtsgewicht und somit erhohte

Konzentrationen von S100b im Urin aufweisen.
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Abbildung 39: Korrelation zwischen S100b am 2. - 4. Lebenstag und dem Geburtsgewicht

Die Daten der S100b-Konzentrationen wurden mit dem Logarithmus naturalis transformiert und

anschliefend mit dem Geburtsgewicht korreliert

S100b in [pg/ml], La/Ao-ratio, In: Logarithmus naturalis, n = 45, r = -0.4809, 95 % KI -0.6787 bis
-0.02181, p = 0.0008, b = -0.001234 + 0.0003431, a =7.04 + 0.3818, r> = 0.2313

Die Abbildung 39 zeigt die Korrelation des Markers S100b am 2. - 4. Lebenstag mit dem
Geburtsgewicht der Kinder. Mit steigendem Geburtsgewicht fallen die S100b-Werte. Hohe
S100b-Werte finden sich somit bei Kindern mit einem geringen Gestationsalter, geringer

Reife bzw. einem geringen Geburtsgewicht.

3.5.2 Korrelation von MBP mit dem Geburtsgewicht
MBP zeigt am 2. - 4. Lebenstag keine Korrelation mit dem Geburtsgewicht. Wie in
Abbildung 40 ersichtlich und durch p = 0.9639 verdeutlicht ldsst sich kein Zusammenhang

erkennen.
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Abbildung 40: Korrelation zwischen MBP am 2. - 4. Lebenstag und dem Geburtsgewicht

Die Daten der MBP-Konzentrationen wurden mit dem Logarithmus naturalis transformiert und

anschlieend mit dem Geburtsgewicht korreliert.

MBP: Myelin basic protein, MBP in [ng/ml], Geburtsgewicht in Gramm [g], In: Logarithmus
naturalis, n = 46, r = 0.006869, 95 % KI -0.2841 bis 0.2966, p = 0.9639,
b = 0.00001958 + 0.0004298, a = 4.406 + 0.4810, r*> = 0.00004718

Die Abbildung 40 zeigt die Korrelation des Markers MBP am 2. - 4. Lebenstag mit dem
Geburtsgewicht der Kinder.

3.5.3 Korrelation von NSE mit dem Geburtsgewicht
Auch die Konzentration der NSE am 2. - 4. Lebenstag zeigt keine Korrelation mit dem
Geburtsgewicht (Abbildung 41). Hier liegt zudem eine grofle Streuung der Konzentrationen

iiber die gesamte Geburtsgewichtsspanne vor (p = 0.9).
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Abbildung 41: Korrelation zwischen NSE am 2. - 4. Lebenstag und dem Geburtsgewicht

Die Daten der NSE-Konzentrationen wurden mit dem Logarithmus naturalis transformiert und

anschlieend mit dem Geburtsgewicht korreliert.

NSE: Neuronen spezifische Enolase, NSE in [ug/l], Geburtsgewicht in Gramm [g], In: Logarithmus
naturalis, n =47, r=-0.01883, 95 % Kl -0.3044 bis 0.2699, p = 0.9, b =-0.00003672 + 0.0002907,

a =0.5025 + 0.3233, r> = 0.0003545

Die Abbildung 41 zeigt die Korrelation des Markers NSE am 2. - 4. Lebenstag mit dem

Geburtsgewicht der Kinder. Es lésst sich kein Zusammenhang feststellen.

3.6 Korrelation der Proteine S100, MBP und NSE am 2. - 4.

Lebenstag mit der La/Ao-ratio

Die La/Ao-ratio wurde am 2. - 4. Lebenstag, meistens nach 72 Lebensstunden, per

routineméfiger Echokardiografie bestimmt. Der Urin wurde zum gleichen Zeitpunkt

gesammelt.

Es lasst sich bei keinem der untersuchten Proteine eine Korrelation feststellen.
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3.6.1 Korrelation von S100b am 2. - 4. Lebenstag mit der La/Ao-ratio
S100b zeigt keine Korrelation mit der La/Ao-ratio. Wie Abbildung 42 deutlich macht
unterscheiden sich die Konzentrationen dieses Proteins nicht zwischen den Kindern mit einer

groflen und einer kleinen La/Ao-ratio.
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Abbildung 42: Korrelation zwischen S100b am 2. - 4. Lebenstag und der La/Ao-ratio

Die Daten der S100b-Konzentrationen wurden mit dem Logarithmus naturalis transformiert und

anschliefend mit der La/Ao-ratio korreliert.

S100b-Konzentration in [pg/ml], La/Ao-ratio, In: Logarithmus naturalis, n = 34, r = -0.06637,
95 % KI: -0.3957 bis 0.2781, p = 0.7092, b = -0.2111 £ 0.5610, a = 6.023 £ 0.7443, r> = 0.004405

Die Abbildung 42 zeigt die Korrelation des Markers S100b am 2. - 4. Lebenstag mit der
La/Ao-ratio, welche per Echokardiografie am 2. - 4. Lebenstag gemessen wurde. Bei

Kindern mit einer groen La/Ao-ratio finden sich keine erhohten S100b Werte im Urin.

3.6.2 Korrelation von MBP am 2. - 4. Lebenstag mit der La/Ao-ratio

Auch MBP zeigte keine signifikante Korrelation. Hier ldsst sich anhand des Graphen
lediglich ein minimaler Trend erkennen, welcher den Anschein macht, dass Kinder mit einer
kleinen La/Ao-ratio hohere MBP-Konzentrationen haben konnten, allerdings liegt hier, wie

in Abbildung 43 zu sehen, auch eine grofle Streubreite liber alle La/Ao-Werte (x-Achse) vor.
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Abbildung 43: Korrelation zwischen MBP am 2. - 4. Lebenstag und der La/Ao-ratio

Die Daten der MBP-Konzentrationen wurden mit dem Logarithmus naturalis transformiert und

anschliefend mit der La/Ao-ratio korreliert.

MBP: Myelin basic protein, MBP-Konzentration in [ng/ml], La/Ao-ratio, In: Logarithmus naturalis,
n=34,r=-0.1468, 95 % Kl -0.4621 bis 0.2015, p = 0.4075, b = -0.5453 £ 0.6497,
a=5.130 £ 0.8663, r* = 0.02154

Die Abbildung 43 zeigt die Korrelation des Markers MBP am 2. - 4. Lebenstag mit der
La/Ao-ratio, welche per Echokardiografie am 2. - 4. Lebenstag gemessen wurde. Es ldsst

sich keine signifikante Korrelation erkennen.

3.6.3 Korrelation von NSE am 2. - 4. Lebenstag mit der La/Ao-ratio

Die NSE-Konzentrationen zeigen ebenfalls keine Korrelation mit der La/Ao-ratio. Es ldsst
sich jedoch erkennen, dass iiber die La/Ao-Weite (x-Achse) hinweg, viele Kinder dhnlich
niedrige Konzentrationen aufweisen. Dem gegeniiberzustellen sind einige Kinder mit

deutlich hoheren Werten. Unter diesen befinden sich jedoch Kinder mit unterschiedlich

groBBen La/Ao-ratios (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Korrelation zwischen NSE am 2. - 4. Lebenstag und der La/Ao-ratio

Die Daten der NSE-Konzentration wurden mit dem Logarithmus naturalis transformiert und

anschliefend mit der La/Ao-ratio korreliert.

NSE: Neuronen-spezifische Enolase, NSE-Konzentration in [ug/l], La/Ao-ratio, In: Logarithmus
naturalis, n = 34, r = -0.05526, 95 % KI: -0.3863 bis 0.2884, p = 0.7563, b = -0.1376 + 0.4395,

a =0.6689 * 0.5807, r> = 0.003054

Die Abbildung 44 zeigt die Korrelation des Markers NSE am 2. - 4. Lebenstag mit der
La/Ao-ratio, welche per Echokardiografie am 2. - 4. Lebenstag gemessen wurde. Es wird

kein Zusammenhang ersichtlich.

3.7 Konzentrationsunterschiede der Proteine S100b, MBP und
NSE in Bezug auf die therapeutische Intervention des PDA

Im Folgenden finden sich die Konzentrationsunterschiede der Proteine S100b, MBP und

MBP bei der gesonderten Betrachtung der acht Kinder der Interventionsgruppe.

3.7.1 Verlauf der S100b-Konzentrationen der Interventionsgruppe

Die Mittelwerte der S100b Konzentrationen bleiben vom 0. - 1. Lebenstag bis zum

2. - 4. Lebenstag weitgehend konstant (0. - 1. Lebenstag: 548.8 pg/ml, 2. - 4. Lebenstag:
516.5 pg/ml, Median: 417.8 pg/ml; 280.6 pg/ml). Danach steigen die Werte und halten sich
vom 6. - 8. Lebenstag bis nach der 1. Intervention. (6. - 8. Lebenstag: Mittelwert:

672.6 pg/ml, Median: 404.3 pg/ml, vor Intervention: Mittelwert: 663.9 pg/ml, Median: 659.7
pg/ml, nach 1. Intervention: Mittelwert: 636,2 pg/ml, Median: 378.7 pg/ml). Nach
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abgeschlossener Intervention steigt der Mittelwert auf ein Maximum von 1207 pg/ml
(Median: 840.1 pg/ml), um dann bis zur Entlassung auf einen minimalen Mittelwert von
238,4 pg/ml (Median: 177,8 pg/ml) zu fallen (Abbildung 45). Im Gegensatz zur
Kontrollgruppe (Mittelwert: 157.8 pg/ml) liegen die Werte bei Entlassung hier etwas hoher.
Es ist somit ein Anstieg durch die Intervention zu verzeichnen, welcher sich jedoch bis zur
Entlassung auf Minimalwerte reduziert. Der Tabelle 7 sind die genauen Werte zu den

jeweiligen Zeitpunkten zu entnehmen.
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Abbildung 45: Verlauf der S100b-Konzentrationen der Interventionsgruppe

LT: Lebenstag, Interv.: Intervention mit Ibuprofen, abgeschl. : abgeschlossen, S100b in [pg/ml]

Die Abbildung 45 zeigt den Verlauf der S100b-Konzentrationen der Interventionsgruppe
vom 0. - 1. Lebenstag bis zur Entlassung. Insgesamt ist nach einem Anstieg nach der

therapeutischen Intervention ein starker Abfall der S100b-Konzentrationen bis zum

Entlassungstag zu verzeichnen.
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X SD Minimum | Maximum | n
S$100b 0. - 1. LT [pg/ml] 548.8 431.9 132.3 1299.0 7
S$100b 2. - 4. LT [pg/ml] 516.5 520.8 202.9 1697.0 8
S$100b 6. - 8. LT [pg/ml] 672.6 578.9 256.6 1663.0 8
$100b vor Interv. [pg/ml] 663.9 504.5 98.0 1610.0 7
$100b nach 1. Interv. [pg/mil] 636.2 670.8 157.5 1630.0 4
S$100b nach abgeschl. Interv. [pg/ml]|1207.0 1099.0 (216.0 2757.0 6
S$100b ET [pg/ml] 238.4 151.2 98.0 509.4 7
Tabelle 7: Mittelwerte, Standardabweichungen, Minima und Maxima sowie

Probandenanzahl der S100b-Messungen zu allen Probezeitpunkten der Interventionsgruppe

LT: Lebenstag, ET: Entlassungstag, Interv.: Intervention mit Ibuprofen, abgeschl. : abgeschlossen,
S100b in pg/ml, X : Mittelwert, SD: Standardabweichung, Min. : Minimum, Max.: Maximum, n: Anzahl

der Probanden

3.7.2 Verlauf der MBP-Konzentrationen der Interventionsgruppe
Abbildung 46 zeigt den Verlauf der MBP-Konzentrationen der Interventionsgruppe vom

0. - 1. Lebenstag bis zur Entlassung. Zu den ersten beiden Probezeitpunkten halten sich die
MBP-Konzentrationen relativ konstant (0. - 1. Lebenstag Mittelwert: 72.75 ng/ml, Median:
74.70 ng/ml, 2. - 4. Lebenstag Mittelwert: 58.52 ng/ml, Median: 44.67 ng/ml). Danach ist
ein Anstieg der MBP-Konzentrationen festzustellen. Am 6. - 8. Lebenstag hat sich der
Mittelwert der Konzentrationen im Urin mehr als verdoppelt (von 58.52 ng/ml auf 146.3
ng/ml, Median: 86.67 ng/ml). Danach steigen die Werte auf ein relativ konstantes Niveau
von vor der Intervention mit einem Mittelwert von 175.1 ng/ml iiber 145.8 ng/ml nach dem
1. Zyklus der Intervention bis zur abgeschlossenen Intervention mit einem Mittelwert von
157.7 ng/ml (Mediane: 118.2 ng/ml, 147.8 ng/ml, 138.5 ng/ml). Bis zur Entlassung fallen
die Werte wieder leicht auf einen Mittelwert von 133.6 ng/ml und einen Median von

117.4 ng/ml. Der Mittelwert ist vor der Intervention am hochsten. Vergleicht man die MBP-

Konzentration bei Entlassung der Interventionsgruppe mit dem Mittelwert der
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Kontrollgruppe, so haben die Interventionskinder mit 133.6 ng/ml im Gegensatz zur

Kontrollgruppe mit 92.8 ng/ml einen hoheren Mittelwert. Der Tabelle 8 sind die genauen

Werte zu den jeweiligen Zeitpunkten zu entnehmen.
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Abbildung 46: Verlauf der MBP-Konzentrationen der Interventionsgruppe

MBP: Myelin basic protein, MBP in [ng/ml], LT: Lebenstag, Interv.: Intervention mit Ibuprofen,

abgeschl.: abgeschlossen

In Abbildung 46 wird der Verlauf der MBP-Konzentrationen der Interventionsgruppe vom
0. - 1. Lebenstag bis zur Entlassung dargestellt. Insgesamt steigen die Werte von vor der

Intervention bis nach Abschluss der Intervention, um bis zur Entlassung wieder zu fallen.
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= SD Min. Max. n

MBP 0. -1.LT [ng/ml] |72.75 34.19 30.10 140.0 8
MBP 2. -4.LT [ng/ml] |58.52 35.28 19.46 120.6 8
MBP 6. - 8. LT [ng/ml] |146.3 142.4 47.09 472.9 8
MBP vor Interv. [ng/mlI] | 175.1 188.2 20.50 540.1 6
MBP nach 1. Interv.

145.8 113.3 37.55 250.1 4
[ng/ml]
MBP nach abgeschl.

157.7 93.50 73.50 280.3 4
Interv. [ng/ml]
MBP ET [ng/ml] 133.6 110.4 31.49 370.9 8
Tabelle 8: Mittelwerte, Standardabweichungen, Minima und Maxima sowie

Probandenanzahl der MBP-Messungen zu allen Probezeitpunkten der Interventionsgruppe

LT: Lebenstag, ET: Entlassungstag, Interv.: Intervention mit Ibuprofen, abgeschl. : abgeschlossen,
MBP: Myelin basic protein, MBP in ng/ml, X : Mittelwert, SD: Standardabweichung, Min. : Minimum,

Max.: Maximum, n: Anzahl der Probanden.

3.7.3 Verlauf der NSE-Konzentrationen der Interventionsgruppe

Die Abbildung 47 zeigt den Verlauf der NSE-Konzentrationen der Interventionsgruppe vom
0. - 1. Lebenstag bis zur Entlassung. Es ist kein eindeutiger Trend festzustellen. Die ersten
drei Messzeitpunkte weisen relativ konstante Konzentrationen auf (Mittelwert

0. - 1. Lebenstag: 1.188 ng/l, Median: 1.000 pg/l, 2. - 4. Lebenstag: Mittelwert: 1.138 ng/l,
Median: 0.900 pg/l, 6. - 8. Lebenstag: Mittelwert: 1.113 pg/l, Median: 0.7 pg/l). Vor der
Intervention féllt der Mittelwert auf 0.729 pg/l (Median: 0.800ug/1). Unter der Intervention
steigt die NSE-Konzentration auf einen Mittelwert von 1.575 pg/l und einen Median von
1.575 pg/l an. Die Konzentration fillt jedoch nach Abschluss der Intervention wieder
(Mittelwert:1.060 pg/l, Median: 1.100 pg/l) und weist bei Entlassung einen Mittelwert von
1,171 pg/l und einen Median von 0.800 pg/l auf. Zur Entlassung liegt der Mittelwert der
Interventiongruppe (Mittelwert: 1.171 ug/l) knapp unter dem der Kontrollgruppe
(Mittelwert: 1.210 pg/l). Der Tabelle 9 sind die genauen Werte zu den jeweiligen

Zeitpunkten zu entnehmen.
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Abbildung 47: Verlauf der NSE-Konzentrationen der Interventionsgruppe

NSE: Neuronen spezifische Enolase, NSE in [ug/l], LT: Lebenstag, Interv.: Intervention mit

Ibuprofen, abgeschl. : abgeschlossen, NSE: Neuronen-spezifische Enolase, NSE in [ug/I]

Abbildung 47 stellt den Verlauf der NSE-Konzentrationen der Interventionsgruppe vom

0. - 1. Lebenstag bis zur Entlassung dar. Zu den ersten drei Messzeitpunkten halten sich die
Konzentrationen recht konstant. Wihrend der Intervention steigen die Konzentrationen.
Nach Abschluss der Intervention beginnen sie zu sinken, um bis zur Entlassung wieder

deutlich zu fallen.
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X SD Min. Max. n

NSE 0. - 1. LT [ug/l] 1.188 0.5276 0.5 2.2 8
NSE 2. -4. LT [pg/l] 1.138 0.6968 04 2.3 8
NSE 6. - 8. LT [ug/l] 1.113 1.4710 0.1 4.7 8
NSE vor Interv. [ug/l] |0.7286 0.2690 0.3 1.0 7
NSE nach 1. Interv.

1.575 0.9069 0.7 25 4
[ng/l]
NSE nach abgeschl.

1.060 0.5595 0.3 1.8 5
Interv. [pg/l]
NSE ET [pg/l] 1.171 1.019 0.1 3.0 7
Tabelle 9: Mittelwerte, Standardabweichungen, Minima und Maxima sowie

Probandenanzahl der NSE-Messungen zu allen Probezeitpunkten der Interventionsgruppe

LT: Lebenstag, ET: Entlassungstag, Interv.: Intervention mit Ibuprofen, abgeschl. : abgeschlossen,
NSE: Neuronen-spezifische Enolase, NSE in pg/l, X : Mittelwert, SD: Standardabweichung, Min. :

Minimum, Max.: Maximum, n: Anzahl der Probanden

3.8 Exemplarische Darstellung eines Kindes mit operativer

Ligatur

Im Folgenden wird exemplarisch ein Kind, welches nach erfolgloser pharmakologischer
Intervention eine Duktusligatur erhielt, vorgestellt. Abbildungen 48 - 50 zeigen die
Konzentrationen der Proteine S100b, MBP und NSE zu allen 8 Messzeitpunkten vom

0. - 1. Lebenstag tiber die pharmakologische Intervention, die Ligatur bis hin zur Entlassung.
Den Tabellen 10 - 12 sind die genauen Konzentrationen zu den einzelnen Messzeitpunkten
zu entnehmen. Eine Probensammlung nach dem 1. Zyklus der pharmakologischen

Intervention war nicht moglich.
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3.8.1 Verlauf der S100b-Konzentrationen
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Abbildung 48: Verlauf der S100b-Konzentrationen bei einem Kind mit operativer Ligatur des
Duktus nach erfolgloser pharmakologischer Intervention

S100b in [pg/ml], Zeitpunkte der Probenentnahme: 1) 0. - 1. Lebenstag, 2) 2. - 4. Lebenstag,
3.) 6 - 8. Lebenstag, 4) vor pharmakologischer Intervention, 5) nach 1. pharmakologischer
Intervention (hier: keine Probe mdoglich), 6) nach abgeschlossender pharmakologischer

Intervention, 7) nach Ligatur, 8) Entlassung,

b =-188.8 + 62.96, a = 1828 + 318.4, r* = 0.6426

Die Abbildung 48 zeigt den exemplarischen Verlauf eines Kindes, welches nach erfolgloser
Intervention eine operative Ligatur des Duktus erhielt. Insgesamt betrachtet erkennt man
einen Abfall der Konzentration von S100b zur Entlassung hin. Zudem erkennt man einen

deutlichen Abfall nach der Operation. Die genauen Werte sind Tabelle 10 zu entnehmen.

0.-1. (2.-4. |6.-8. nach 1. nach abg. [nach
vor Interv. ET
LT LT LT Interv. Interv. Ligatur
S100b
1298.5 |1697.2 |1663.4 [660.0 X 1139.4 159.5 324.2
[pg/mi]
Tabelle 10: Verlauf der S100b-Konzentrationen vom 0. - 1. Lebenstag bis Entlassung bei

einem Kind der Interventionsgruppe, welches eine Ligatur erhielt

LT: Lebenstag, ET: Entlassungstag, Interv.: Intervention, abg Interv.: abgeschlossene Intervention
x: keine Messung maoglich
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3.8.2 Verlauf der MBP-Konzentrationen
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Abbildung 49 Verlauf der MBP-Konzentrationen bei einem Kind mit operativer Ligatur des
Duktus nach erfolgloser pharmakologischer Intervention

MBP: Myelin basic protein, MBP in [ng/ml], Zeitpunkte der Probenentnahme: 1) 0. - 1. Lebenstag,
2) 2. - 4. Lebenstag, 3.) 6. - 8. Lebenstag, 4) vor pharmakologischer Intervention, 5) nach 1.
pharmakologischer Intervention (hier:

keine Probe moglich), 6) nach abgeschlossender

pharmakologischer Intervention, 7) nach Ligatur, 8) Entlassung

b=7.533+12.51,a=103.9 +63.27, r> = 0.06759

Die Abbildung 49 zeigt den exemplarischen Verlauf eines Kindes, welches nach erfolgloser
Intervention eine operative Ligatur des Duktus erhielt. Es ldsst sich ein Anstieg der
Konzentration von MBP zur Entlassung hin verzeichnen. Die genauen Werte sind Tabelle

11 zu entnehmen.

0.-1. |2.-4. |6.-8. nach 1. nach abg. |nach
vor Interv. ET
LT LT LT Interv. Interv. Ligatur
MBP
80.694 (100.91 |151.2 [147.5 X 280.33 41.098 159.31
[ng/ml]
Tabelle 11 Verlauf der MBP-Konzentrationen vom 0. - 1. Lebenstag bis zur Entlassung ei

einem Kind der Interventionsgruppe welches eine Ligatur erhielt

LT: Lebenstag, ET: Entlassungstag, Interv.: Intervention, abg Interv.: abgeschlossene Intervention,
x: keine Messung maoglich
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3.8.3 Verlauf der NSE-Konzentrationen
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Abbildung 50: Verlauf der NSE-Konzentrationen bei einem Kind mit operativer Ligatur des
Duktus nach erfolgloser pharmakologischer Intervention

NSE: Neuronen-spezifische Enolase, NSE in [ug/l], Zeitpunkte der Probenentnahme:
1) 0. - 1. Lebenstag, 2) 2. - 4. Lebenstag, 3.) 6 - 8. Lebenstag, 4) vor pharmakologischer
Intervention, 5) nach 1. pharmakologischer Intervention (hier: keine Probe méglich),6) nach

abgeschlossender pharmakologischer Intervention, 7) nach Ligatur, 8) Entlassung

b =-0.1887 £ 0,07498, a = 1.693 £ 0.3790, r> = 0.5590

Die Abbildung 50 zeigt den exemplarischen Verlauf eines Kindes, welches nach erfolgloser
Intervention eine operative Ligatur des Duktus erhielt. Es wird ein Abfall der Konzentration
von NSE zur Entlassung hin ersichtlich. Man erkennt einen Abfall nach angeschlossener
Intervention, jedoch auch wieder einen Anstieg nach der Ligatur. Zur Entlassung sind der

Wert auf ein Miminum gefallen. Die genauen Werte sind Tabelle 12 zu entnehmen.

0.-1. |2.-4. |6.-8. nach 1. nach abg. |nach
vor Interv. ET
LT LT LT Interv. Interv. Ligatur
NSE
1.2 21 0.6 1.0 X 0.3 0.7 0.1
[na/
Tabelle 12: Verlauf der NSE-Konzentrationen vom 0. - 1. Lebenstag bis Entlassung bei

einem Kind der Interventionsgruppe welches eine Ligatur erhielt

LT: Lebenstag, ET: Entlassungstag, Interv.: Intervention, abg Interv.: abgeschlossene Intervention,
x: keine Messung mdéglich
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4. Diskussion

Biomarker sind in den letzten Jahren zu einem aussichtsvollen Gegenstand der Forschung
geworden, da sie Fritherkennung von benignen sowie malignen Erkrankungen versprechen.
Viele dieser Marker sind bereits etabliert bzw. haben Einzug in die Klinik genommen,
bediirfen aber héufig einer invasiven Methode wie einer Blutentnahme oder
Lumbalpunktion. So wird es immer wichtiger Marker zu finden, die moglichst nicht-invasiv

messbar sind.

Gerade im Bereich der Neonatologie spielen die Probleme einer invasiven Diagnostik eine
enorme Rolle. Vor allem bei den very low birth weight infants, Kindern, die mit einem
Gewicht von unter 1500 g geboren werden, konnte gezeigt werden, dass diese vom minimal
handling, also einer Beschrinkung auf die, fiir eine sichere Behandlung unerlésslichen,
pflegerischen und érztlichen MaBnahmen, profitieren (Dahl and Kamper, 2006; Jacobsen et
al., 1993). Die Bestimmung von Markern im Urin ist gerade aus diesem Grund von
besonderem Interesse. Urin kann jederzeit non-invasiv durch das Kleben von Urinbeuteln
oder, wie in unserer Studie, liber Mulltupfer in den Windeln der Kinder gesammelt werden.

Die Kinder werden bei den routineméfigen Pflegerunden somit nicht zusétzlich gestort.

Da der PDA und dessen Einfluss auf die Himodynamik ein sehr hdufiges sowie weiterhin
aktuelles Problem darstellt und die Indikation zur Therapie noch nicht einheitlich festgelegt
wurde, ist gerade dies eine Problematik, welche nach Biomarkern verlangt. So hat sich in
Studien das B-#ype natriuretic peptide im Plasma als hilfreicher Marker bei der Einschitzung
eines himodynamisch signifikanten PDA herausgestellt (Farombi-Oghuvbu et al., 2008;
Sanjeev et al., 2005).

Unsere Studie versuchte Marker zu finden, die im Urin nachweisbar sind und eine Aussage
iiber den Gehirnzellabbau, welcher mdglicherweise durch einen hdmodynamisch
signifikanten PDA bedingt sein konnte, treffen konnen. AuBlerdem sollten die Marker die

Moglichkeit bieten, Hinweise auf die betroffene Zellreihe zu geben.
Im Folgenden wird auf die Marker S100b, NSE und MBP im Detail eingegangen.

Erhohte Werte von S100b sind bei multiplen neurologischen Erkrankungen, traumatischen
und atraumatischen Hirnschdden beschrieben worden (Biittner et al., 1997; Missler et al.,
1997; Raabe et al., 1999). Zudem hat sich S100b bei anderen neonatologischen Problemen

wie der perinatalen Asphyxie (Ruetzler et al., 2006) und intraventrikuldren Hirnblutungen
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(Gazzolo et al., 1999) als positiv priadiktiver Marker herausgestellt. Auch bei akuten
ischdmischen Schlaganfillen konnte durch erhdhte S100b-Werte eine Einschitzung liber das
Infarktareal und tiber das neurologische outcome getroffen werden (Missler et al., 1997).
Alle diese Erkrankungen gehen mit einer mdglichen Hypoxie bzw. einem potentiellen
Zellschaden einher. So war es naheliegend diesen Marker auch fiir die Einschitzung einer
eventuellen Sauerstoffminderversorgung des Gehirns, welche durch einen hsPDA

geschuldet sein konnte, zu untersuchen.

Unsere Studie konnte keinen signifikanten Unterschied zwischen den Kindern mit einem
PDA und ohne PDA (am 2. - 4. Lebenstag) ausmachen. Auch der Vergleich der Kontroll-
mit der Interventionsgruppe brachte keinen Unterschied hervor. Dies kann zum einen an der
zu kleinen Probandenzahl liegen, zum anderen aber auch an der Messweise im Urin. Zudem
kann man die Hypothese aufstellen, dass kein Hirnzellabbau stattfindet oder dieser durch
unser Verfahren nicht messbar ist. Zum anderen konnte die Behandlung der Proben und

deren Lagerung dazu beigetragen haben, dass Proteine zerfallen sind.

Ruetzler et al. (2006) konnten zeigen, dass im Urin gemessenes S100b als Marker fiir eine
schwere Asphyxie bei reifen Neugeborenen dienen kann, erhéhte S100b Werte bei
Frithgeborenen jedoch mit Unreife assoziiert sind. In dieser Untersuchung ist jedoch die
geringe Probandenzahl von 18 Patienten zu berticksichtigen. Der Urin wurde hier wie auch
in der Studie von Tosse et al (2012) mit diinnen Damenbinden gesammelt. Wir verwarfen
dieses anfinglich {ibernommene Konzept nach einigen Monaten, da es vermehrt zur
Zerstorung der Proben durch Ausflocken bzw. Kristallisieren des in der Binde befindlichen
saugfiahigen Materials kam. Ruetzler et al. (2006) kiihlten den Urin maximal 48 Stunden bei
4 °C bevor dieser anschlieend zentrifugiert wurde. In unserer Studie wurden die Binden
bzw. Mulltupfer fiir maximal 24 Stunden gekiihlt und anschlieend zentrifugiert. Danach
wurde der Urin mit einer Frist von maximal einem Jahr bei -80 °C tiefgefroren, gelagert und
anschlieBend mit Hilfe eines ELISAs gemessen. Es findet sich in der Arbeit von Ruetzler et
al. (2006) keine Angabe dazu, wie die Proben nach Zentrifugation weiterverarbeitet wurden.
Unsere Probengewinnung sowie Asservierung ist angelehnt an Tosse et al. (2012), die
erfolgreich Proteine im Urin in Zusammenhang mit einem PDA untersuchten. So ist
anzunehmen, dass unser Verfahren Proteine wie S100b nicht schidigt. Unsere Annahme
wird durch Sannia et al. (2010) untermauert, die Urin bei-70 °C eingefroren haben und
ebenfalls signifikante Ergebnisse fiir S100b erhielten. Diese Arbeitsgruppe verwendete

allerdings ein anderes Verfahren als unsere Studie, einen immuno-luminometrischen assay.
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Wir konnten zeigen, dass unreife Kinder signifikant hohere S100b Konzentrationen im Urin
aufweisen. Daher gehen wir davon aus, dass unsere Methode geeignet ist,
Konzentrationsunterschiede zu messen. Bezogen auf die Probandenanzahl muss man
bemerken, dass viele der Studien, welche eine Assoziation von S100b mit verschiedenen
Erkrankungen belegen konnten, auf geringere Probandenzahlen als unsere Studie auftbauen
(Gazzolo et al., 1999; Roka et al., 2012; Ruetzler et al., 2006). Somit ist anzunechmen, dass
ein moglicher Effekt bzw. der Anstieg von S100b bei Gehirnzellschddigung auch in unserer

Studie aufgezeigt werden miisste.

Die Mehrzahl der Studien, die S100b in Bezug auf neurologische Erkrankungen bzw.
Hirnschiddigungen untersucht haben, haben die Bestimmung von S100b aus dem Blut
gewdhlt (Biittner et al., 1997; Gazzolo et al., 1999; Johnsson et al., 1995; Kleine et al., 2003;
Missler et al., 1997; Roka et al., 2012). Hier fanden jedoch auch verschiedene Methoden
bzw. assays wie der two-site immunoradiometric assay (IRMA) (Gazzolo et al., 1999), two-
site immunoluminometric assay (LIA) (Kleine et al., 2003), non-isotopic immunoassay
(Missler et al., 1997) sowie der enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) Verwendung
(Roka et al., 2012). Letzteres Verfahren verwendeten wir ebenfalls in unserer Studie,
allerdings im Urin. Leite et al. konnten in 2 Protokollen von ELISAs zeigen, dass die
Erfassung von S100b vom Oxidationszustand des S100b abhédngt. Dies ist bei der
Verwendung der Methode zu beriicksichtigen, vorausgesetzt man nimmt an, dass reduzierte
und oxidierte Formen des Proteins in vivo coexistieren und durch beispielsweise oxidativen

Stress modifiziert werden konnten (Leite et al., 2008).

Auch konnten gute Ergebnisse von van Engelen et al. in der Bestimmung von S100b mit
dem particle counting immunoassay (PACIA) im Liquor gezeigt werden (van Engelen et al.,
1992). Die Bestimmung aus dem Liquor wurde bereits vielfach untersucht (Hardemark et
al., 1989; Sindic et al., 1982), vermag aber, aufgrund seiner invasiven Gewinnung sowie den
moglichen Komplikationen und Nebenwirkungen keinen Einzug in die neonatologische

Praxis gewinnen.

In Zusammenschau der erwédhnten Studien ldsst sich S100b als ein vielversprechender
potentieller Marker fiir Hirnschéden identifizieren. In Anbetracht der zahlreichen Methoden,
S100b in den verschiedenen Korperfliissigkeiten zu quantifizieren, sind sicherlich noch
weitere Studien notig, um eine moglichst genaue und nicht-invasive Moglichkeit der

Bestimmung dieses Proteins zu finden. Unsere Studie konnte keinen Zusammenhang
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zwischen S100b und einem persistierenden Duktus finden. Dennoch ist anzunehmen, dass
unsere Methode fahig ist, auf einen vorhandenen Hirnzellschaden hinzuweisen. Dies wird
unter anderem dadurch deutlich, dass bei uns, wie bereits Ruetzler et al. (2006) zeigten,
S100b bei unreifen Kindern signifikant erh6ht war. So konnten wir eine signifikante
Korrelation zwischen dem Gestationsalter und S100b am 0. - 1. Lebenstag sowie am 6. — 8.
Lebenstag (p = 0.007, p = 0.0149) nachweisen. Betrachtet man die Korrelation des
Geburtsgewichts mit der Konzentration von S100b am 2. - 4. Lebenstag, zeigt sich ein
hochsignifikanter Zusammenhang. Kinder mit einem geringen Geburtsgewicht weisen
deutlich hohere S100b-Konzentrationen im Urin auf als Kinder mit einem hdoheren
Geburtsgewicht (p = 0.0008). Der Vergleich zwischen der Kontroll- und der PDA-Gruppe
zeigte keinen Unterschied beziiglich der S100b-Konzentrationen. Im Vergleich der Kontroll-
und der Interventionsgruppe, also den reifsten Kindern ohne PDA und den unreifen Kindern
mit PDA, welche einer Therapie bedurfte, konnte ebenfalls kein Unterschied in der S100b-

Konzentration an allen vier Messzeitpunkten festgestellt werden.

Aufgrund der signifikanten Ergebnisse bezogen auf Gestationsalter und Geburtsgewicht
kann angenommen werden, dass trotz geringer Patientenzahl und einer bisher nicht
etablierten Methode, unsere Studie den schéddigenden Einfluss eines PDAs auf die
Gehirnzellen hitte anzeigen konnen. Somit driangt sich die Frage auf, ob ein Gehirnzellabbau
stattfindet bzw. Zellschdden auftreten oder ob diese nicht messbar sind oder in nur geringem

Malle Astrozyten betreffen.

NSE hat sich in den letzten Jahren zu einem wichtigen Tumormarker entwickelt. So kommt
es beispielsweise als Verlaufsparameter beim kleinzelligen Bronchialkarzinom zur
Anwendung. Hier finden sich bei 60 - 81 % Konzentrationserhdhungen von NSE (Ebert et
al., 1997; Lamerz R., 1988). Zudem spielt es eine wesentliche Rolle beim Neuroblastom.
Hier kann ein Therapieerfolg anhand der NSE-Konzentration im Urin abgeschétzt werden.
In diesem Zusammenhang konnten erhohte NSE-Konzentrationen durch Tumorzell-Lyse
nachgewiesen werden. Das beim Zellzerfall anfallende NSE ist wiederum im Urin

nachweisbar (Gotoh et al., 1986).

NSE ist aber, wie der Name dieses Enzyms schon erkennen ldsst, ein Neuronen-spezifisches
Enzym, welches vornehmlich in dieser Zelllinie des Gehirns vorkommt (Lamerz R., 1988).
Zahlreiche Studien haben bereits einen Zusammenhang zwischen neurologischen bzw.

zerebralen Erkrankungen und NSE-Erh6hungen nachgewiesen. Es konnten Assoziationen
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zu Hirninfarkten (Missler et al., 1997), intrazerebralen Himatomen (Kuroiwa et al., 1994)
und Hirnschidden bei Akutpatienten (Kleine et al., 2003) gefunden werden. Hypoxie bzw.
perinatale Asphyxie (Roka et al., 2012) sowie die hypoxisch-ischdmische Enzephalopathie
(Celtik et al., 2004b; Ramaswamy et al., 2009) stehen ebenfalls in Verbindung mit erhhten
Konzentrationen von NSE. Es finden sich unterschiedliche Methoden, die sich hinsichtlich
des Verfahrens sowie der Wahl des Patientenmaterials unterscheiden. Es finden sich
Untersuchungen aus dem Urin (Gotoh et al., 1986), Blut (Kleine et al., 2003; Missler et al.,
1997; Roka et al., 2012) und Liquor (Blennow et al., 2001; Ezgii et al., 2002; Garcia-Alix et
al., 1994; Mokuno et al., 1983; Persson et al., 1987; van Engelen et al., 1992). Die
Bestimmung aus dem Urin, wie sie in unserer Studie Anwendung findet, zeigt nach
Ramaswamy et al. (2009) schlechtere Ergebnisse bezogen auf Hirnschiden als die
Bestimmung aus dem Liquor, ist jedoch besser fdhig systemische Schiden aufzuzeigen.
Gleiches gilt fiir die Bestimmung aus dem Blut. Auch hier zeigt Liquor die bessere Fahigkeit

Hirnzellschdden aufzuzeigen (Ramaswamy et al., 2009).

Gerade éltere Studien haben Liquor als Probenmaterial gewéhlt (Jacobi and Reiber, 1988;
Mokuno et al., 1983; van Engelen et al., 1992). Eine Lumbalpunktion ist wesentlich
invasiver als die Gewinnung von Urin, birgt jedoch ein relativ geringes Risiko fiir
Nebenwirkungen. Im setting einer neonatologischen Intensivstation und der Unreife der
Kinder ist sie aber fiir diese Indikation nicht zumutbar. Hinzu kommen der groBere
organisatorische und zeitliche Aufwand. Gerade deshalb ist eine Studie wie die unsere
notwendig, um neue Methoden der Bestimmung potentieller und etablierter Biomarker zu

untersuchen.

Die Patientenpopulationen der einzelnen Studien variieren stark. Auch Studien mit deutlich
geringeren Probandenzahlen als unsere Untersuchung haben NSE als moglichen pradiktiven
Marker deklariert bzw. Konzentrationserh6hungen in Verbindung mit Hirnzellschadigung
gefunden. Daher ist anzunehmen, dass ein moglicher Hirnzellabbau durch einen hsPDA auch
auf Basis der Patientenpopulation in unserer Studie hétte nachgewiesen werden konnen. Hier
bleibt jedoch zu beachten, dass wir die Konzentrationsbestimmung aus Urin vorgenommen
haben. Da auch Erythrozyten NSE enthalten, kann durch eine Hiamaturie und zusétzlich
unsachgemédfle Zentrifugation eine zu hohe Konzentration gemessen werden. Dieses
Problem ist jedoch bei der Bestimmung aus dem Blut, beispielsweise durch Himolyse, um
ein vielfaches wahrscheinlicher. In der Herstelleranleitung des ECLIAs (Cobas, Roche,

Mannheim) wird nochmals gesondert auf dieses Problem hingewiesen.
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Wir haben zudem einen Test verwendet, welcher fiir die Bestimmung aus dem Urin nicht
etabliert ist. Dies stellt eine weitere Begrenzung in unserer Studie dar. Der Elektro-Chemi-
Lumineszenz Immuno-assay von Roche ist fiir die Bestimmung aus dem Serum entwickelt
worden. Nach einem positiven Testlauf und nach Riicksprache mit dem Zentrallabor des
Uniklinikums Diisseldorf, haben wir uns entschlossen, dieses Verfahren zu nutzen, um NSE

im Urin nachzuweisen.

Gotoh et al. (1986) haben die Urinproben zusitzlich mit Glycerol versetzt und bei -4 °C
eingefroren. Wir haben den Urin ohne jeglichen Zusatz eingefroren. Ob NSE aufgrund
unserer Methodik zerfallen ist oder zerstort wurde, 14sst sich auf Basis der wenigen Studien,
die NSE im Urin bestimmt haben, nicht abschitzen. Allerdings lisst sich anhand der
erheblichen Schwankungen der Konzentrationen von 0.1 pg/l bis zu 31.4 pg/l annehmen,
dass bei gleicher Behandlung der Proben, solch ein Unterschied nicht gemessen worden

wire, wenn NSE erheblichen Schaden aufgrund der Asservierung genommen hitte.

Basierend auf den bisherigen Studien und den vorwiegend positiven Ergebnissen beziiglich
NSE als Marker fiir Hirnzellschadigung sowie fiir andere neonatologische Probleme wie der
intrakraniellen Blutung, der perinatalen Asphyxie sowie der relativ spezifischen
Zugehorigkeit dieses Enzyms zu Neuronen und neuroendokrinen Zellen, haben wir uns dazu
entschieden, diesen Marker, in Bezug auf den hsPDA, zu untersuchen. Mokuno et al. (1983)
konnten zudem zeigen, dass Messungen von NSE und S100b eine Zuordnung des
Hirnzellschadens als neuronal, glial oder gemischtzellig ermoglichen konnten. Zudem
konnten Giuseppe et al. (2009) in der ischdmischen Phase eines perinatalen zerebralen
hypoxisch-ischdmischen Insults eine Assoziation zwischen NSE und neuronaler Nekrose
feststellen sowie S100b-Erhohungen als Ausdruck der Reperfusion nach einer zerebralen
Ischdmie nachweisen. Somit konnten sie beide Proteine als mogliche Biomarker bei der
perinatalen Asphyxie identifizieren. Hier haben wir angekniipft und diese Thesen fiir unsere

Studie iibernommen.

Betrachtet man unsere Ergebnisse zu NSE muss man jedoch annehmen, dass entweder kein
Hirnzellabbau stattgefunden hat, dieser tiber NSE nicht messbar ist oder wir die falsche
Methode bzw. Patientenprobe verwendet haben. Zu keinem Zeitpunkt konnte eine
Signifikanz in Bezug auf NSE-Konzentration verzeichnet werden. Weder Gestationsalter,
Geburtsgewicht, sonografische und echokardiografische Parameter, noch die verschiedenen

Patientengruppen konnten zu einem Zeitpunkt ein statistisch signifikantes Ergebnis
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aufzeigen. Dass sogar die beiden Gruppen mit den extremsten Unterschieden in ihren
Eigenschaften, die Kontroll- und die Interventionsgruppe, keinen signifikanten Unterschied
in der NSE-Konzentration zeigen, weist darauf hin, dass entweder der hsPDA und die damit
verbundene Hiamodynamik keinen Einfluss auf Neurone hat oder unsere Methode nicht
befahigt ist diesen aufzuzeigen. Angenommen NSE zeigt, wie Ramaswamy et al., (2009) in
ihrem Review beschreiben, Hinweise auf das langfristige neurologische outcome, so wire
daraus abzuleiten, dass unsere Probandenkinder keine oder kaum neurologische Schiaden
davon tragen. Jedoch machen die Autoren auch auf die Heterogenitét in den Ergebnissen der
in ihrem Review eingeschlossenen Studien aufmerksam. Hinsichtlich der Verbindung zu
unserer Studie muss man jedoch auch festhalten, dass die Studien, die in diesem Review

ausgewertet wurden, selten die Methode der NSE-Bestimmung im Urin gewdhlt haben.

Ein weiteres Ziel unserer Arbeit war es einen mdglichen Hirnschaden einer Zelllinie
zuordnen zu konnen. Daher wurde auch das MBP untersucht, welches die dritte grofle

Zelllinie, die Oligodendrozyten, widerspiegeln soll.

MBP spielt mit Proteolipid-Protein eine grofle Rolle als Bestandteil der Myelinscheiden

(Hasegawa et al., 1992). MBP ist im Zytoplasma sich entwickelnder Oligodendroglia vor
Beginn der Myelinisierung zu finden (Sternberger et al., 1978). Es konnten Assoziationen
zu neurodegenerativen Erkrankungen wie dem Morbus Alzheimer gefunden werden. Die
Immunreaktivitit des MBP war beim Morbus Alzheimer im Vergleich mit Patienten, die
keine kognitive Einschrinkung haben um 28 % vermindert und beim Vergleich mit einer
milden kognitiven Storung (mild cognitive impairment) um 15 % verringert (Wang et al.,
2004). Zudem konnte eine Assoziation von MBP mit dem Krankheitsverlauf einer Multiplen
Sklerose gefunden werden. Der Ubergang in die chronisch progressive Phase geht mit einem

Anstieg von MBP-like material im Urin einher (Whitaker et al., 1995).

Bei der Literaturrecherche zeigt sich, dass MBP bisher noch nicht umfassend untersucht
worden ist. Es sind jedoch viele Studien zu finden, die die Annahme zulassen, dass dieses
Protein dazu in der Lage sein konnte, moglichen Gehirnzellabbau aufzuzeigen. In unserer
Studie haben wir versucht MBP insbesondere hinsichtlich seines Verhaltens bei Hypoxie zu
untersuchen. Wir konnten keine direkte Assoziation mit den hdmodynamischen
Auswirkungen eines PDA finden, jedoch werden unsere Ergebnisse, welche am 0. - 1.
Lebenstag sowie am 2. - 4. Lebenstag signifikant hohere Werte bei den Kindern mit

geschlossenem Duktus gezeigt haben, von bisherigen Studien untermauert. Percy et al.
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konnten zeigen, dass altersabhingige Konzentrationsunterschiede des MBP-/ike material im
Urin bestehen. So waren die Konzentrationen von MBP-like material in Neugeborenen bis
zum 12. Lebensmonat signifikant geringer und zwischen dem 2. bis 8. Lebensjahr signifikant
hoher als bei Erwachsenen. Im Urin nachgewiesenes MBP-/ike material zeigt demnach ein
Entwicklungsprofil, welches dem Anfang der physiologischen Myelinisierung entspricht
und die Normwerte von Erwachsenen in der Kindheit iiberschreitet. (Percy et al., 1998). Van
Engelen et al. fanden zudem einen relativen Anstieg der MBP-Konzentration im Liquor von
1 % pro Jahr zwischen dem 0.7. - 66. Lebensjahr (medianer Anstieg). Ihre Studie, die auch
S100b und NSE als im ZNS vorkommende Proteine untersuchte, verdeutlicht, dass
alterskorrelierte Referenzwerte dieser Marker nétig sind, um diese klinisch nutzen zu
konnen. Van Engelen et al. merken zudem an, dass die im Alter zunehmende Durchléssigkeit
der Blut-Hirnschranke keine Erkldrung fiir den Anstieg der Konzentration im Liquor {liber
die Jahre sein kann, da keine Transsudation vom Blut in den Liquor stattfindet (van Engelen

et al., 1992).

In unserer Studie konnten wir den vorbeschriebenen reifeassoziierten Anstieg der MBP-
Konzentration im Urin der Kontrollgruppe nur an zwei Messzeitpunkten feststellen. Da wir
in der Literatur keine Studie finden konnten, die Aussagen zu alterskorrelierten
Konzentrationen von MBP bei Frithgeborenen treffen, konnen wir nur anhand der bisherigen
Studien, eine altersabhingige Entwicklung der Proteinkonzentration auch bei
Friihgeborenen vermuten, da reifere Kinder bzw. die Kinder der Kontrollgruppe zu den
frithen Messzeitpunkten signifikant hohere Werte aufwiesen. Daraus lésst sich schlieBen,
dass sich die Werte der unreifen Kinder innerhalb der ersten 6 Lebenstage den der reiferen
Kinder anpassen. Dies wird durch die Mittelwerte deutlich, die bei der PDA-Gruppe an den
ersten beiden Messzeitpunkten bei 85.22 ng/l (Kontrollgruppe: 223.1 ng/l) und 68.98 ng/l
(Kontrollgruppe:197.7 ng/l) lagen und bis zum 6. — 8. Lebenstag auf 152.4 ng/l
(Kontrollgruppe:159.9 ng/l) angestiegen sind. Dennoch ist es schwer, unsere Ergebnisse in

Bezug auf Gehirnzellschdadigung bzw. -abbau zu interpretieren.

Viele Studien haben MBP anhand von Sektionsmaterial untersucht (Hasegawa et al., 1992;
Wang et al., 2004). Van Engelen et al. (1992), deren Ergebnisse auch unsere Ergebnisse
untermauern, verwendeten Liquor zur Bestimmung des MBP. Vergleicht man unsere
Methode mit der von Percy et al. (1998), so kann man feststellen, dass diese sich
weitestgehend gleichen. Die Arbeitsgruppe verwendete ebenfalls Urin, welcher fiir maximal

24 Stunden bei +4 °C aufbewahrt wurde und anschliefend bei -70 °C bis zur Analyse
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eingefroren wurde. Nach Whitaker et al. (1987) auf die in der Studie von Percy et al. (1998)
Bezug genommen wird, war MBP unter diesen Bedingungen stabil. Somit ist davon
auszugehen, dass auch in unserer Studie MBP durch die Probenbehandlung und -
aufbewahrung keinen Schaden genommen hat. Betrachtet man nun die
Patientenpopulationen, so muss man feststellen, dass in unserer Studie, im Vergleich zu
anderen Studien, nur ecin kleines Patientenkollektiv untersucht wurde. Somit ist die
Repriasentanz unserer Studie fraglich. Dennoch versprechen unsere Methode und unsere
Ergebnisse beziiglich der reifeassoziierten Konzentrationserh6hungen von MBP, dass
unsere Ergebnisse den wirklichen Zustand wiederspiegeln konnten. Unsere Annahme, dass
MBP Gehirnzellschaden aufzeigen konnte, wurde nicht bestitigt. Dies liegt entweder daran,
dass kein Gehirnzellschaden stattfindet oder mit unserer Methode nicht messbar ist, unser
Patientenkollektiv zu gering ist oder durch reifeassoziierte Konzentrationsdnderungen
beeinflusst wird. Fiir uns am wahrscheinlichsten, betrachtet man auch die Ergebnisse der
anderen Marker, ist ein Zusammenspiel aus geringem oder keinem nachweisbaren
Gehirnzellschaden durch einen hsPDA und reifeassoziierten Konzentrationserh6hungen.
Betrachtet man den Vergleich zwischen Kontroll- und Interventionsgruppe, so ist hier am

0.-1.(p=10,0484) sowie am 2. - 4. Lebenstag (p = 0,0378) ein signifikanter Unterschied zu
finden. Hier hatten die Kontrollkinder im Gegensatz zu den Interventionskindern hohere
Mittelwerte (0. - 1. Lebenstag: 223.1 ng/ml vs. 72.75 ng/l, 2. - 4. Lebenstag: 197.7 ng/ml vs.
58.52 ng/l). Ahnlich wie bei der Gesamtheit der PDA-Kinder haben sich auch die
Interventionskinder den Kontrollkindern bis zum 6. - 8. Lebenstag in der MBP-

Konzentration angeglichen (159.9 ng/ml vs. 142.4 ng/ml).

Wir konnten in keiner der 3 Zelllinien Astrozyten, Oligodendrozyten und Neurone einen
durch unsere Marker zum Ausdruck kommenden Zellschaden feststellen. Es zeigte sich bei
S100b und NSE zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied beziiglich der
Konzentrationen. MBP zeigt am wahrscheinlichsten einen reifeassoziierten Effekt. Die
Untersuchung von S100b erbrachte reifeassoziierte Konzentrationsunterschiede. Die
Untersuchung von NSE zeigte in keinem der untersuchten Parameter einen Effekt. Eine
signifikante Korrelation zwischen der Konzentration von MBP und dem Gestationsalter lief3

sich am 2. - 4. Lebenstag finden.
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5. Schussfolgerung

Unsere Studie untersuchte erstmals die ZNS-spezifischen Proteine S100b, NSE und MBP
im Urin in Hinblick auf einem moglichen Zusammenhang zwischen einer

Mangelversorgung des Gehirns und dem hrPDA bei Frithgeborenen unter 1500 g.

Sie zeigt, dass das Therapiekonzept des hrPDA hinsichtlich der Sorge um eine mdogliche
Mangelversorgung des Gehirns mit Sauerstoff, liberdacht werden sollte.

Wir konnten nachweisen, dass ein erhohter Anfall der untersuchten Proteine sowie generell
das Bestehen eines PDA reifeassoziiert sind. Zudem zeigten sich mdgliche Parameter zur
hiamodynamischen Einschitzung des PDA wie die echokardiografisch gemessene La/Ao-

ratio in unserer Studie als nicht hilfreich bzw. aussagekriftig.
Es konnten keine wegweisenden Parameter zur Einschédtzung des PDA gefunden werden.

Es wird weiterhin der subjektiven Einschitzung der Neonatologen iiberlassen sein, eine
Therapieindikation eines PDA zu stellen. Unsere Studie ldsst vermuten, dass moglicherweise
ein geringer zerebraler Schaden stattfindet. Diese weitgreifende Vermutung konnte
Hinweise darauf geben, dass beziiglich der Gehirnentwicklung eine Ubertherapie stattfindet
bzw. eine zu schnelle Therapieentscheidung getroffen wird. Folgestudien sind notwendig,

um diese Frage zu kldren.

Insgesamt betrachtet macht unsere Studie deutlich, dass in Bezug auf die ZNS-spezifischen
Proteine noch weitere Studien mit groeren Patientenkollektiven folgen miissen. Zudem
sollten die Methoden verglichen werden sowie weitere Methoden, die eine nicht-invasive

Bestimmung aus dem Urin zulassen, untersucht werden.
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