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Abstrakt Deutsch

Der Ductus arteriosus (DA) ist eine Gefallverbindung zwischen Aorta und Truncus
pulmonalis und sorgt pranatal fur eine Umgehung des Lungenkreislaufs. Postnatal
kommt es initial zu einem funktionellen Verschluss. Anschliel3end erfolgt Uber Wochen
ein Umbau zum Ligamentum arteriosum. Ist der funktionelle Verschluss nach 72
Lebensstunden nicht eingetreten, spricht man von einem persistierenden Ductus
arteriosus (PDA). Neben akuten Komplikationen kann ein PDA die Entstehung von
Frihgeborenenerkrankungen begiinstigen. Ublicherweise wird ein hamodynamisch
signifikanter PDA (hsPDA) medikamentos mit Cyclooxygenase (COX-) Hemmern
therapiert. Bei Therapieversagen ist ein chirurgischer Verschluss des PDA moglich. Die
Erfolgsrate der medikamentosen COX-Hemmer Therapie liegt bei VLBW-
Frihgeborenen bei etwa 70%. Um zwischen Benefit einer Therapie und mdglichen
Nebenwirkungen zu differenzieren bedarf es einer kontinuierlichen Risiko-Nutzen

Abwagung.

Die COX-2 hat eine zentrale Funktion beim Ductusverschluss und in der PDA-Therapie.
Sie beeinflusst den intrauterinen, intrinsischen Tonus der Ductuswand, ist essenziell fur
den postnatalen DA-Verschluss und den medikamentosen Therapieerfolg. Wir haben
die Rolle des COX-2 Polymorphismus 765G>C und seine Auswirkungen auf den
Ductusverschluss untersucht. Ziel war es zu sehen, ob sein Vorliegen eine erhohte
Inzidenz eines PDA bewirkt, er die Erfolgsrate der medikamentésen COX-Hemmer
Therapie oder die Wiedereroffnungsrate nach erfolgreicher medikamentoser PDA-
Therapie beeinflusst und ob mdglicherweise weitere Zusammenhange zwischen dem

COX-2 Polymorphismus und dem Auftreten von Frihgeborenenerkrankungen bestehen.

Dazu haben wir Desoxyribonukleinsaure aus Neugeborenen-Screening-Filterkarten
extrahiert. Hiernach wurde mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) die DNA
amplifiziert und ein moglicher Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP)

durch Restriktionsenzyme und Gelelektrophorese optisch dargestellt.

Unsere Studienpopulation umfasst 913 VLBW-Frihgeborene und beinhaltet 433
Patienten mit PDA, wovon dieser bei 258 Fruhgeborenen hamodynamisch signifikant
war. 63,6% der Patienten entsprachen dem Wildtyp, 32,5% der heterozygoten und
3,8% der homozygoten Mutation. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem

Auftreten eines hsPDA und dem Polymorphismus war nicht nachweisbar. Tendenziell

X



liel sich der Wildtyp als positiv in Bezug auf den Therapieerfolg darstellen (Indometacin
73,4%; Ibuprofen 70,5%). Bei der Ibuprofen-Therapie war die Mutationsverteilung in
Bezug auf das Reopening ahnlich, die Gesamtzahl der Patienten mit Reopening
verglichen mit Indometacin aber geringer (Indometacin: 26,6%; Ibuprofen: 17,9%). Die
VLBW-Fruhgeborenen mit niedrigerem Geburtsgewicht (743g vs. 847g GG) wiesen
etwas haufiger einen hsPDA auf. Ebenso kam es bei diesen Kindern zu einer leicht
erhohten Wiedereroffnungsrate. Im Zusammenhang mit RDS, BPD und IVH scheint es
beim Wildtyp zu milderen Verlaufen dieser Erkrankungen zu kommen, bei der ROP und
der NEC durfte die heterozygote Mutation eine leicht protektive Funktion haben. Um
diese Tendenzen zu erharten, waren weitere Untersuchungen zu diesem Thema

winschenswert.
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Abstract English

The ductus arteriosus (DA) is a vessel that connects the aorta to the pulmonary trunk. It
prenatally circumvents the pulmonary circulation. Postnatally, it closes, becoming the
ligamentum arteriosum over several weeks. If functional closure fails within 72 hours
postnatally it is called a patent ductus arteriosus (PDA). A PDA gives rise to acute
complications and is a risk factor in other diseases of prematurity. Conventionally
Cyclooxygenase (COX-) inhibitors are the preferred pharmacological treatment, with the
further option of surgical ligation. The success rate of pharmacological PDA therapy in
VLBW infants is around 70%. Looking at the possible side-effects of these therapies,

continuous consideration of the treatment options is given.

COX-2 plays a key role in the physiological closure of the DA and the pharmacological
treatment of a PDA. It influences the intrauterine intrinsic tone of the ductal wall and is
essential for postnatal physiological DA closure. We investigated the role of the COX-2
polymorphism 765G>C and its effects on ductal closure to see if the polymorphism
increases the incidence of PDA, if there is a connection between COX-2 polymorphism
and diseases of prematurity and if the polymorphism influences the reopening of

pharmacologically treated PDAs.

This was experimentally investigated by extracting deoxyribonucleic acid from newborn
screening filter cards. This DNA was amplified by polymerase chain reaction (PCR) and
a possible restriction fragment length polymorphism (RFLP) was visualized by

restriction enzymes and gel-electrophoresis.

The study population consisted of 913 VLBW preterm infants. This included 433
patients with a PDA, of which it was hemodynamically significant in 258 patients. 63.6%
of all the patients corresponded to the wild-type, 32.5% to the heterozygous and 3.8%
to the homozygous mutation. A significant correlation between the occurrence of a
hsPDA and the polymorphism was not identified. Pharmacological treatment was more
frequently successful in the wild-type group (Indometacin 73,4%; Ibuprofen 70,5%).
However, the wild-type showed an increased rate of ductal reopening post Ibuprofen
therapy, but reopening occurred in fewer patients than after Indometacin therapy.
(Indometacin: 26,6%; Ibuprofen: 17,9%). VLBW-infants with lower birth weight (7439 vs.
847g GG) were slightly more likely to have a hsPDA and showed a slightly higher

reopening rate. With respect to RDS, BPD and IVH, less severe diseases seem to

Xl



occur in the wild-type group. Looking at ROP and NEC, the heterozygous mutation is
likely to have a slightly protective function. Further research would be desirable to

confirm these trends.
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1. Einleitung

1.1. Ductus arteriosus Botalli

Benannt ist der Ductus arteriosus Botalli nach Leonardo Botallo, einem italienischen
Anatomen, der im 16. Jahrhundert den damals bereits bekannten Ductus arteriosus
(DA) lediglich erneut erwahnt hat. Die erste Beschreibung des DA findet man bereits in
den Schriffen von Galen 131 A.D. Er beschreibt dabei die vorhandene
Gefaldverbindung, ohne die weitere funktionelle Bedeutung zu erkennen (1). Die
eigentliche Funktion wird erstmals 1628 von Harvey schriftlich erfasst (2). Die
histologischen Besonderheiten des DA wurden von Rudolf Virchow erkannt und bieten
heute noch die Grundlage vielfaltiger Erforschung der Pathophysiologie und Funktion
des DA (3).

1.1.1. Embryogenese des Ductus arteriosus

Der DA ist eine GefalRverbindung im fetalen Kreislauf, die zwischen dem Truncus
pulmonalis und dem absteigenden Teil des Aortenbogens (Aorta descendens) besteht.
Embryologisch wird der DA aus der linken sechsten Pharyngealbogenarterie gebildet
(Abbildung 1). Dieser Ast unterscheidet sich in der Histologie deutlich von den

umliegenden rein elastischen grolden Arterien, wie Aorta und Truncus pulmonalis (4).

Im DA finden sich eine dicke Tunica media und eine Lamina elastica interna, welche
aus bis zu zwei Schichten bestehen kann, sowie eine sehr dunne Intima. Die Tunica
media enthalt langs- und spiralférmig angeordnete glatte Muskelzellen, wie sie sonst in
rein elastischen Arterien nicht zu finden sind. Zudem ist der Gehalt an elastischen
Fasern, die die Muskelzellen umgeben im Vergleich zu elastischen Arterien deutlich
geringer (Abbildung 1). Ab dem zweiten Trimester der Fetalperiode bilden sich die
elastischen Anteile der Lamina interna zurick und es kommt zu einer Proliferation
muskularer Intima-Kissen (5). Diese glatten Muskelzellen verengen das Ductuslumen
zunehmend und dienen als Sauerstoffsensor. Zusatzlich bilden sich Endothelzellen fur

die Synthese vasoaktiver Substanzen (6).



Abbildung 1: Vergleich histologischer Aufbau der Aorta (links) und des DA (rechts) (7).

Abbildung 2: DA in fortgeschrittenem Reifestadium mit Intimakissen. Abb. modifiziert nach (7).

1.1.2. Der Ductus arteriosus im fetalen Kreislauf

Intrauterin wird der Fetus mit sauerstoffreichem Blut aus der Placenta versorgt, welches
die untere Hohlvene unter Umgehung der Leber durch den Ductus venosus arantii
erreicht. Von dort fliet das Blut zum rechten Vorhof weiter. Im rechten Herzen
bestehen zwei, fur die fetale Zirkulation wichtige Rechts-Links-Shunts. Diese sind das
Foramen ovale (FO), welches eine Verbindung zwischen dem rechtem und linken
Vorhof darstellt, und der DA. Etwa zwei Drittel des Herzzeitvolumens werden der Aorta
direkt in Form von oxygeniertem Blut Uber das FO zugeflhrt. Dieses dient vor allem der
Versorgung der zerebralen Gefalle und der oberen Extremitaten. Zudem erhalt der
rechte Vorhof auch das desoxygenierte und kohlenstoffhaltige Blut aus der Vena cava

inferior und Vena cava superior. Im rechten Vorhof trifft dabei sauerstoffarmes auf



sauerstoffreiches Blut und flie3t Uber den rechten Ventrikel und den
Pulmonalarterienstamm in Richtung des DA. Da die fetale Lunge intrauterin nicht
ventiliert ist, sind die Lungenalveolen kontrahiert und der Lungenwiderstand ist deutlich
erhoht. Lediglich 10% des Auswurfs des rechten Ventrikels passieren die noch nicht
funktionsfahige Lunge. Der Rest des Herzzeitvolumens wird Uber den DA in die Aorta
descendens weitergeleitet, wo es sich erneut mit dem sauerstoffreichen Blut der Aorta
mischt. Dieses Mischblut versorgt die untere Korperhalfte, bis es uUber die Arteriae
umbilicales in die Placenta geleitet wird, in der eine erneute Sauerstoffanreicherung
stattfindet. Nur so ist eine zufriedenstellende Versorgung der fetalen Organe mit

Sauerstoff und Nahrstoffen gewahrleistet.

Ductus arteriosus
Botalli\

> _Pulmonalvenen

D
a

V. cava superior

Aorta ascendens
Pulmonalarterie
Foramen ovale

V. cava inferior

Ductus venosus

(Arantii) Aorta descendens

V. portae g

Nabelarterien

0,-Sattigung
im Blut

hoch
L

. mittel

Nabelvene

niedrig

Abbildung 3: Der fetale Kreislauf. Abb. modifiziert nach (8).



1.1.3. Physiologischer postnataler Verschluss des Ductus arteriosus

Das postnatale Abnabeln eines Neugeborenen fuhrt zu einer abrupten Unterbrechung
des Plazentakreislaufs und somit der gesamten fetalen Zirkulation. Innerhalb weniger
Sekunden steigt dadurch der Kohlendioxidpartialdruck auf bis zu -80 cmH20O an. Dies
wiederum ist der Hauptstimulus fur den Atemantrieb des Neugeborenen. Durch die
einsetzende Atmung entfaltet sich die Lunge und der pulmonale Widerstand fallt rasch
ab, was eine erhohte Durchblutung der Lunge ermdglicht. Zugleich erhoht sich der
systemische Widerstand, was zu einer Abnahme des Rechts-Links-Shunts Uber den DA
und das FO fuhrt. Zusatzlich kommt es zu einer aktiven Konstriktion des DA (9). Ein
weiterer Effekt des unterbrochenen Plazentakreislaufs ist der Abfall des Prostaglandin-
(PG) und Stickstoffmonoxidspiegels (NO). Vor allem PGE2 und PGI2 werden pranatal
von der Plazenta gebildet (10). Aufgrund der vermehrten Lungenperfusion steigt der
Sauerstoffpartialdruck, wodurch eine hohere Expression vasokonstriktorischer
Substanzen wie Endothelin-1 stattfindet. Dieser funktionelle Ductusverschluss erfolgt

Innerhalb von 10-72 Stunden postnatal (11).

Daruber hinaus bewirkt der erhohte Sauerstoffpartialdruck einen gesteigerten
intrazellularen Kalziumeinstrom, der zu einer Kontraktion der glatten Muskelzellen in der
Tunica media fuhrt. In der weiteren Folge kommt es zu einer lokalen Hypoxie im
Bereich der Ductuswand (12). Durch die ischamische Hypoxie erfolgt eine
Ausschuttung von Wachstumsfaktoren. Insbesondere dem Transforming Growth
Factor-R (TGF-R) und Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) werden eine wichtige
Funktion beim Ductusverschluss zugeordnet (13). Diese Wachstumsfaktoren
beschleunigen die Apoptose der glatten Muskelzellen und dadurch die Transformation
des DA zum lumenfreien Ligamentum arteriosum. Der anatomische Verschluss des DA

ist nach etwa zwei bis drei Wochen postnatal abgeschlossen (10, 14).

Neben den genannten Faktoren scheinen die Thrombozyten im Zusammenhang mit der
Entstehung eines PDA eine wesentliche Rolle zu spielen. Wahrend des
Ductusverschlusses unterstutzen sie den Vorgang in Form eines thrombotischen
Verschlusses. In verschiedenen Studien konnte ein kausaler Zusammenhang zwischen
niedrigen Thrombozytenzahlen und der Persistenz eines DA jedoch nicht hergestellt
werden. Die Rolle von niedrigen Thrombozytenzahlen und deren Auswirkung auf den
medikamentosen Therapieerfolg des PDA-Verschlusses mit COX-Hemmern wird weiter
diskutiert (15-19).



Intraluminaler
Blutdruck (-)

Endothelzellen

Glatte
Muskelzellen

Abbildung 4: Einflussfaktoren auf den funktionellen Ductusverschluss. Abb. modifiziert nach (11).

PGE, - Prostaglandin E,, PGl, — Prostaglandin I,, NO — Stickstoffmonoxid, Kpgr — spannungsaktivierte
Kaliumkanale, ATP — Adenosin Triphosphat, cyt Pysq - Cytochrom P450, ET-1 — Endothelin 1, ETa —
Endothelin A

1.2. Persistierender Ductus arteriosus (PDA)

1.2.1. Ursachen und Héufigkeit

Hat der funktionelle Verschluss des DA innerhalb von 72 Lebensstunden nicht
stattgefunden, spricht man von einem persistierenden Ductus arteriosus (PDA). Im
Vergleich zu Frihgeborenen kommt es bei Reifgeborenen selten zu einer Persistenz
des DA (12). Nur bei etwa 0,06% aller reifen Neugeborenen wird PDA diagnostiziert.
Die Haufigkeit eines PDA steigt deutlich mit dem Grad der Unreife. So kommt es bei
31% aller VLBW-Fruhgeborenen zu einer Persistenz des DA und bei einem GG von
unter 1000 g kann bei 50-70% der Patienten ein PDA diagnostiziert werden. Bei etwa
33% der Fruhgeborenen unter 1000 g GG kommt es nach 3 Tagen zu einem
Spontanverschluss (20). Bei VLBW-Fruhgeborenen erfolgt dieser bei einer Mehrzahl
der Falle innerhalb des ersten Lebensjahres. Insgesamt ist der PDA der zweithaufigste

angeborene Herzfehler (21).



Fur die grol3en Unterschiede in der Haufigkeit des Auftretens eines DA zwischen Reif-
und Fruihgeborenen bestehen viele Ursachen (22). Ein wichtiger Punkt ist die
verminderte Kontraktilitat der DASMC bei Frihgeborenen (23). Zudem bestehen eine
niedrige Sensitivitat auf die vasokonstrikorische Sauerstoffwirkung und eine starkere
Reaktion auf Prostaglandine und NO. Bei Fruhgeborenen werden haufig erhohte
Prostaglandinspiegel gemessen. Ein geringerer Hypoxiegrad in der Ductuswand und
ein verspateter oder unvollstandiger Verschluss des DA sind die Folge (24). Bei nur
unzureichender Konstriktion wird auRerdem die Funktion der NO-Synthetase erhoht,
was wiederum zu einer gesteigerten NO-Produktion fuhrt. Der unreife DA reagiert in all
den aufgefuhrten Punkten deutlich sensibler auf eine unvollstandige Konstriktion als der

DA eines Reifgeborenen (25).

Der DA wird bei Reifgeborenen sowohl uber Diffusion durch das Ductuslumen im
avaskularen luminalen Bereich als auch Uber speziell gebildete Vasa vasorum in der
aulleren Ductuswand versorgt. Im Rahmen der Konstriktion wird die Blutversorgung
durch die Vasa vasorum unterbunden und die gesamte Wanddicke von 1-1,2 mm wird
nicht mehr versorgt (14). Dies begunstigt die weiteren hypoxiebedingten Prozesse der
Obliteration. Bei Fruhgeborenen der 24. SSW betragt die gesamte Wanddicke nur 200
um. Die wenigen Vasa vasorum liegen in der Tunica adventitia. Die Diffusion durch den
Blutfluss im Ductuslumen reicht aus, um die Ductuswand mit Sauerstoff zu versorgen
(26). Eine komplett avaskulare Zone kann daher nur durch vollstandige Konstriktion der

Ductuswand erreicht werden (27).

Nach unvollstandigem anatomischen Ductusverschluss kommt es besonders bei
Frihgeborenen haufig zu einer Wiedereroffnung des DA im Rahmen systemischer
Infektionen. Dieses Phanomen lasst sich durch die hohe Sensitivitat fur Prostaglandine
und erhohte Serumspiegel proinflammatorischer Zytokine bei Infektionen erklaren.
Zudem ist ein gehauftes Auftreten von BPD nach Wiedereroffnung eines PDA bei

Frihgeborenen zu beobachten (28-31).

1.2.2. Auswirkungen auf andere Organsysteme und Bedeutung bei FG

Rein statistisch gesehen geht der hamodynamisch signifikante PDA (hsPDA) bei
Frihgeborenen, einer Risikogruppe mit ohnehin erhohter Mortalitdt, mit
Folgeerkrankungen und einer daraus resultierenden erhohten Mortalitat einher. Kausale

Zusammenhange zwischen der hamodynamischen Relevanz und verschiedenen



Folgeerkrankungen konnten aufgezeigt werden, eine beweisende Datenlage gibt es
hierfur jedoch nicht (32-35).

Physiologisch kommt es nach Sistieren des fetalen Kreislaufs zu einer Shuntumkehr.
Ein haufiges Problem bei Frihgeborenen ist das sogenannte Respiratory Distress
Syndrome (RDS), welches aufgrund eines Surfactant-Mangels mit einem erhohten
pulmonalen Widerstand einhergeht. Dies begunstigt einen bidirektionalen, manchmal
auch einen Rechts-Links-Shunt Uber den PDA. Nach erfolgreicher Therapie des RDS
kommt es durch den sinkenden Lungenwiderstand zu einer erneuten Druckumkehr und
es ergibt sich ein Links-Rechts-Shunt Uuber den PDA (36). Bei gesteigerter Perfusion
wird der Lymphabfluss der Lunge kompensatorisch hochreguliert. Dies funktioniert
jedoch nur wenige Tage. Im Rahmen langerfristiger Volumenbelastung kann es zu
einem Lungenddem kommen, welches wiederum einen deutlich erschwerten
Gasaustausch mit sich bringt (14, 37). Daraus resultiert eine langere und intensivere
Beatmung mit hohen Spitzendricken und hoherem Sauerstoffbedarf. Auch die
Entwohnung von der Beatmung kann dadurch verzogert werden. Infolgedessen kann es
zu irreversiblen Lungenschaden in Form einer Bronchopulmonalen Dysplasie (BPD)
kommen (38, 39).

Die Auswirkungen des PDA stehen in direktem Zusammenhang mit dem Shuntvolumen.
Sollte das Shuntvolumen 50% des linksventrikularen Auswurfs Ubersteigen, kann es zu
einer Erniedrigung des systemischen Druckes kommen. Dieses Phanomen wird ,ductal
steal® genannt und beschreibt eine Minderperfusion nachgeschalteter Gefalle und
konsekutiv minderperfundierte Organe in der Diastole (40). So kann es bei
schwankenden mittleren arteriellen Blutdricken zu intraventrikuldaren Hamorrhagien
(IHVs) und periventrikularer Leukomalazie (PVL) kommen. Eine lokale Ischamie im
Bereich der Mesenterialgefalle kann die Entstehung einer nekrotisierenden
Enterokolitis (NEC) begunstigen. Bei Minderperfusion der renalen Gefalle wird Oligo-
oder sogar Anurie beobachtet (32, 34, 41-43).

1.2.3. Diagnostik eines PDA

Die hamodynamischen Auswirkungen eines PDA zeigen sich meist durch klinische
Zeichen. Diese Symptome sind fur den PDA spezifisch, jedoch nur wenig sensitiv. Zu
diesen gehodren ein kontinuierlich horbares Maschinengerausch uber dem zweiten

Interkostalraum (ICR) links parasternal, hochamplitudige und kraftige periphere Pulse



(Pulsus celer et altus), ein hyperaktives Prakordium am linken oberen Sternalrand
sowie arterielle Hypotonie. Zusatzliche Symptome wie Tachykardie, Tachypnoe und
eine ausbleibende Besserung der Beatmungssituation, beziehungsweise Unmaoglichkeit
der EntwOhnung von der Beatmung gelten als sensitive, wenn auch unspezifische
Kriterien (44, 45). Besonders bei sehr unreifen Frihgeborenen sind diese klinischen
Hinweise sehr unspezifisch. In einzelnen Fallen konnen die klinischen Symptome trotz
echokardiographischem Nachweis eines PDA ganzlich fehlen. Man spricht dann von
einem ,silenten Ductus® (46, 47). Mit dem Bestreben eine objektive Diagnostik zu

gewabhrleisten, werden daher noch andere Untersuchungen miteinbezogen.

Ein wichtiger Teil der Diagnostik ist die Echokardiographie. Dabei werden verschiedene
Parameter wie der Durchmesser des Ductus, das Verhaltnis vom linken Vorhof zur
Aortenwurzel (LA/Ao-Ratio), das Schlagvolumen des linken Ventrikels und die
diastolische postduktale Flussrichtung in der Aorta descendens beurteilt. Auch der
Fluss in der oberen Hohlvene und ein mdglicher diastolischer Flussverlust in den
mesenterialen, cerebralen oder renalen Arterien in B-Mode und Farbdopplertechnik
werden begutachtet. Eine klare Festlegung der Normwerte und eine dementsprechend

einheitliche Definition des hsPDA gibt es jedoch bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht (48-52).

Ein weiterer Bestandteil der PDA-Diagnostik ist die Rontgenaufnahme des Thorax.
Dabei ware eine vergroRerte Herzsilhouette mit prominentem linkem Vorhof und linkem
Ventrikel und gegebenenfalls ein Lungenddem zu sehen, welche eine hamodynamische

Relevanz unterstreichen wirden (53).

Laborchemisch kann die Bestimmung des brain-type natriuretischen Peptids (BNP), vor
allem die seines N-terminalen Fragments (NT-proBNP) im Serum Auskunft Uber die
kardiale Volumenbelastung des rechten Herzens geben. Bei beiden Parametern konnte
in Studien eine sehr hohe Sensitivitat und Spezifitat auch bei Fruhgeborenen
nachgewiesen werden, sodass diese biochemischen Marker eine zunehmende
Bedeutung als Verlaufsparameter und bei der Einschatzung des Behandlungsbedarfs
eines PDA gewinnen (54-57).



1.3. Therapie eines PDA

Praventiv wird versucht einer Persistenz des DA mit Hilfe von fruhzeitiger
Surfactantsubstitution zur Behandlung eines RDS, effektiver Behandlung von
Infektionen, adaptierter Beatmungsformen mit verkurzter Inspirationszeit und erhéhtem
PEEP und Flussigkeitsrestriktion entgegenzusteuern (58). Bei 60-80% aller
Frihgeborenen unter 28 SSW wird dennoch eine weitere Therapie des PDA im Verlauf

notwendig (59).

1.3.1. Medikamentdse Therapie

Die medikamentose Therapie des PDA wird seit den 1970er Jahren mit nicht-
steroidalen Antiphlogistika, also nicht-selektiven Inhibitoren der Cyclooxygenase-1
(COX-1) und Cyclooxygenase-2 (COX-2), durchgefuhrt (60, 61). In einigen Studien wird
die Verwendung von Paracetamol, einem vorwiegend selektiven COX-2 Hemmer,
untersucht. Da die Prostaglandine einen wichtigen Anteil in der Aufrechterhaltung des
PDA haben, liegt das Hauptaugenmerk der medikamentésen Therapie auf der
Hemmung von COX-1 und COX-2, welche den Arachidonsaurstoffwechsel und folglich

die Umwandlung in deren Derivate Prostaglandine und Leukotriene hemmen sollen.

Indometacin

In Deutschland wird Indometacin seit 1976 in Form eines off-label-Gebrauchs
eingesetzt (60, 61). Bis in die 1990er Jahre war es das Medikament der ersten Wahl
und in unterschiedlichen Dosierungsregimen intravends im Einsatz. Die Wirksamkeit
des Medikaments zum Ductusverschluss wurde in zahlreichen Studien belegt. Die
Erfolgsrate einer Indometacintherapie liegt bei 70-90% (62, 63). Bei eskalierter
Hochdosistherapie wird sogar eine Erfolgsrate von 98,5% beschrieben (64). Mit
niedrigerem GA scheint jedoch die Wirksamkeit auf den PDA abzunehmen, sodass bei
einem GA unter 26 SSW weniger als 60% der behandelten Patienten auf die Therapie
ansprechen. Ein weiterer Faktor fur eine erfolgreiche Therapie scheint der
Behandlungsbeginn innerhalb der ersten zehn Lebenstage zu sein. Ein gehauftes
Therapieversagen bei spaterem Beginn wurde beobachtet (65). Des Weiteren ist eine
Wiedereroffnungsrate des PDA von etwa 20% zu beobachten. In diesem Fall kann ein
erneuter Therapieversuch durchgefuhrt werden, welcher meist jedoch weniger wirksam
ist (66). Eine konkrete Empfehlung bezuglich der Dosierung und Therapiedauer existiert
nicht. Ungeachtet der hohen Wirksamkeit beinhaltet die Therapie mit Indometacin ein

breites Spektrum an Nebenwirkungen aufgrund einer maoglichen Minderdurchblutung
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der mesenterialen, cerebralen und renalen Arterien (67). Im Gegensatz zu den fruher
verabreichten Bolusgaben scheinen kontinuierliche Gaben die mesenteriale, cerebrale
und renale Perfusion nicht wesentlich zu reduzieren. Die Wirkung auf den PDA-

Verschluss ist dabei jedoch noch nicht endgultig geklart (68, 69).

Ibuprofen

Seit 1995 wird die Verwendung von intravendsem |buprofen zur Therapie des PDA
untersucht (70). Aufgrund seines geringeren Nebenwirkungsprofils und der offiziellen
Zulassung bei Fruhgeborenen unter 34 SSW seit 2004 wird es seither vorwiegend
verwendet. Mehrfache Studien haben eine vergleichbare Effizienz wie bei der
Behandlung mit Indometacin aufgezeigt (71, 72). Die Therapiedauer ist mit 72 Stunden
festgelegt. Auch hierbei kann ein zweiter Therapiezyklus versucht werden, der jedoch
mit niedrigeren Erfolgsraten einhergeht (73). Bei intensivierter Hochdosistherapie
(Ublicherweise: 10 — 5 — 5 mg/kg KG i.v, Studiendosis: 20 — 10 — 10 mg/kg KG i.v.)
wurde ein Therapieerfolg von 86% beobachtet. Trotz erhdhter Dosierungen kam es zu
keinem vermehrten Auftreten von Nebenwirkungen (74). Ibuprofen beeinflusst die
arterielle Perfusion der Organe deutlich weniger als Indometacin und hat im Bereich der
cerebralen Durchblutung sogar einen protektiven Effekt in Bezug auf das Auftreten von
intracerebralen Blutungen (67). Ein im Gegensatz zu Indometacin geringeres Risiko fur
das Entstehen einer NEC und ein seltenerer Anstieg des Serum-Kreatinins konnten in
mehreren Studien beobachtet werden (75). Eine prophylaktische Therapie unter 24
Lebensstunden soll bei erhdhtem Risiko fur das Auftreten einer pulmonalen

Hypertension nicht erfolgen (76, 77).

Seit wenigen Jahren erfolgt aullerdem die orale Gabe von Ibuprofen zum
Ductusverschluss. Bisher zeigt sich eine hodhere Verschlussrate bei einem
gleichbleibenden bis geringeren Anteil gastrointestinaler Nebenwirkungen (78-80).

Aktuell liegt noch keine offizielle Zulassung zur Therapie vor.

Paracetamol

Klinische Verwendung findet die Therapie mit Paracetamol meist im off-label-Gebrauch
versuchsweise nach Therapieversagen der First-Line Praparate Ibuprofen oder
Indometacin. Das Nebenwirkungsspektrum von Paracetamol ist deutlich geringer. Eine
Verbesserung der echokardiographischen Parameter konnte beobachtet und die Rate

an operativen Ligaturen um etwa 50% verringert werden. Die Studienlage zur klinischen
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Anwendung ist noch nicht eindeutig. Die Wirksamkeit von Paracetamol beim PDA-
Verschluss wird jedoch zunehmend als vergleichbar zu Ibuprofen oder Indometacin
beschrieben (81-85). Der Wirkmechanismus ist dabei noch nicht abschliel3end geklart.
Die schwach hemmende Wirkung auf COX-3, ein Isoenzym, welches als eine Splice-
Variante der COX-1 beschrieben wird, scheint die Wirkspektren von Paracetamol nicht

eindeutig zu erklaren (86).

1.3.2. Operativer Verschluss

Die interventionelle Ductusligatur fand bereits viele Jahre vor der erstmaligen
Durchfuhrung einer medikamentosen Therapie statt (60). Der operative Eingriff wird
mittlerweile nur noch als Therapie der zweiten Wahl bei Versagen der medikamentosen
Therapie oder bei absoluten Kontraindikationen gegenuber dem Einsatz von |buprofen
oder Indometacin durchgefuhrt. Neben allgemeinen Operationsrisiken spielen vor allem
die Parese des Nervus laryngeus recurrens, eine linksseitige Parese des Nervus
phrenicus, Pneumothoraces, Thoraxdeformitaten, Chylothoraces sowie das gehaufte
Auftreten der Fruhgeborenenretinopathie oder BPD eine Rolle (87). Langerfristig wurde
in aktuellen Studien ein schlechteres entwicklungsneurologisches Outcome von
ehemals ductusligierten Fruhgeborenen im Alter von 18 Monaten beschrieben (88). Die
moglicherweise  komplikationsarmere  DurchfiUhrung  mittels  video-assistierter
Thorakoskopie wird zum aktuellen Zeitpunkt noch untersucht und findet vor allem bei

groReren Fruhgeborenen vereinzelt Anwendung (89).

1.4. Cyclooxygenase

Seit der Entdeckung der Acetylsalicylsaure (ASS) im Jahr 1897 werden Aspirin und
»2Aspirin-like-drugs” als Analgetika, Antipyretika und Antiphlogistika eingesetzt (90, 91).
1971 wurde die Hemmung der Prostaglandinbiosynthese durch NSAIDs von Vane
beschrieben. 1976 konnte erstmals das Enzym Cyclooxygenase-1 aus der
Blaschendruse eines Bullen isoliert werden, wenig spater auch von Schafen. Erst 1989

wurde die Isoform der Cyclooxygenase-2 entdeckt (92-95).

Cyclooxygenasen katalysieren die ersten beiden Schritte der Prostaglandinsynthese.
Sie sind verantwortlich fur die Konversion der Arachidonsaure uber Prostaglandin Gz zu
Prostaglandin  H, (PGHy) (96-99). PGH, dient als Substrat fur funf

Prostaglandinsynthasen, die daraus die biologisch aktiven Prostanoide Prostaglandin
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D, (PGDy), Ez (PGEy), Foa (PGF20), I2 (PGl2) und Thromboxan Az (TXA2) bilden (100).
Diese konnen als auto- oder parakrine Botenstoffe an G-Protein gekoppelte
Prostaglandinrezeptoren binden (101, 102). Die Subform des EPs-Rezeptors ist fast
ausschlieRlich im DA zu finden. Die Familie der Cyclooxygenasen besteht aus zwei
Isoformen, COX-1 und COX-2. Beide Isoformen werden in allen Vertebraten gefunden
und stimmen in 70-95% der Aminosauren Uberein. Die Cyclooxygenasen bestehen aus
600 Aminosauren und haben eine ahnliche Primarstruktur. Nach dem Signalpeptid
enthalt der N-Terminus des Proteins ein epidermales Wachstumsfaktor-Modul (EGF)
mit konservierten Disulfidbricken, welche als Dimerisierungsbereiche agieren. Des
Weiteren gibt es eine Serie von 4 amphiphatischen Helices, welche das Protein an
einer Stelle in der Membran verankern. Beide Cyclooxygenasen befinden sich
Ublicherweise auf der luminalen Membranseite des endoplasmatischen Retikulums.
COX-2 wird ebenfalls in der perinuklearen Hulle gefunden. In Einzelfallen konnten sie
aullerdem in Fettzellen, Mitochondrien, im Zellkern und vesikularen Strukturen
nachgewiesen werden (103). Zudem wird von COX-1b berichtet, einer Spleilvariante
von COX-1, welcher jedoch keine funktionsfahige Translation beim Menschen
zugeschrieben wird (104). Eine weitere Variante der Cyclooxygenasen ist COX-3 (105).
Sie wird als Unterform von COX-1 betrachtet. Der einzige Unterschied zur COX-1 liegt
in einem beibehaltenen Intron bei der COX-3. Diese Form ist besonders im

Zusammenhang mit dem Wirkmechanismus von Paracetamol von Bedeutung.

Cyclooxygenase-1

COX-1 ist ein konstitutiv exprimiertes Enzym und kommt in fast allen Gewebearten vor.
Hautpsachlich kann es im Gastrointestinaltrakt, in den Nieren und Thrombozyten
nachgewiesen werden (92, 106). Durch die protektiven Prostaglandine ist das Enzym
mitverantwortlich fir die Homoostase in diesen Organen und eine regelrechte
Blutgerinnung (107). Aufgrund dieser Funktionen ist COX-1 jedoch auch
hauptverantwortlich fur die haufigsten Nebenwirkungen von NSAIDs (108). Lokalisiert
ist das COX-1 Gen auf Chromosom 9q32-q33.3. Die Kodierungsregion besteht aus elf

Exons und zehn Introns, welche 22 kbp (Kilo-Basenpaare) umfassen (95).

Cyclooxygenase-2
COX-2 spielt eine Schlusselrolle bei Entzindungen und ist besonders in akut oder
chronisch entzandlichem oder vorgeschadigtem Gewebe induzierbar, auch wenn eine

niedrige Konzentration in anderen Gewebearten unter normalen Bedingungen
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vorhanden sein kann. Besonders in Gehirn, Nieren, Pankreas, Uterus, Ovarien und
Makrophagen konnte eine solche ,Grundkonzentration® dargestellt werden (102). Sie
wird durch Zytokine, Lipopolysaccharide, Wachstumsfaktoren und mechanische Reize
induziert und produziert Prostaglandine, welche Entzindungs- und Schmerzreaktionen
verstarken und aufrecht erhalten (92, 108). Im Gegensatz zu COX-1 umfasst die
genomische Struktur von COX-2 nur 8,3 kbp, was auf eine geringere GroRe der Introns
zurlckzufuhren ist. Die genaue Struktur der beiden COX-Varianten ist in Abbildung 5
dargestellt. Das COX-2 Gen liegt auf Chromosom 1925.2-925.3 (95, 109). Auch im
Rahmen neurodegenerativer Erkrankungen wie Morbus Parkinson und Morbus
Alzheimer (109-112) sowie bei verschiedenen Karzinomen und
Metastasierungskaskaden  (z.B.  Kolorektales-,  Bronchial-, Mamma-  und
Prostatakarzinom) tritt COX-2 verstarkt auf (113-117).

12 145 67 & 9 10 i1 Exon Nummer
| COX-14(22 kb)
135 7 ET\NITIL | M 1R2 | 8
splneriead | pae: gmrl el 2 : =0
——
e
—l—._'_'_'_d_'_'_._

COX-2 (8.3 kb)

1 23 4 5 6 7T & 9 1] Exon Mummer

Abbildung 5: Struktur des COX-1 und COX-2 Gens. Die kursiv gedruckten Zahlen bezeichnen die

in den Exons enthaltenen Nukleotide. Abb. modifiziert nach (118, 119).

1.4.1. Regulation der Cyclooxygenase-2

Die Expression von COX-2 unterliegt einer aktiven Induktion durch andere Botenstoffe,
Entzindungsmediatoren und Onkogene, wie in Abbildung 6 dargestellt. Einige wichtige
Vertreter sind Lipopolysaccharide, Interleukin-1, Tumornekrosefaktor-a, epidermaler

Wachstumsfaktor (EGF), synaptische Aktivitat, transformierender Wachstumsfaktor-a
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(TGF-a), humanes Choriongonadotropin (HCG), Interferon-y (IF-y), Thrombozyten
aktivierender Faktor (120), Retinsauren und Endothelin (95, 97, 121).

Glukokortikoide wie Dexamethason konnen die Expression der COX-2 selektiv
inhibieren, ohne COX-1 dabei zu beeinflussen (92, 122). Des Weiteren wurde eine
Wechselbeziehung zwischen NO und COX beobachtet. Es konnte gezeigt werden,
dass Peroxynitrit, ein aus NO und O2 gebildetes Oxidans, mit der Cyclooxygenase
reagiert und dadurch die Prostaglandinsynthese aktiviert. Bei niedrigerer
Peroxynitritkonzentration konnte eine verminderte Prostaglandinsynthese
nachgewiesen werden, sodass ein reduzierter gefaBmodulierender Effekt erzielt wurde
(123, 124). Ebenso konnte ein Feedback-Mechanismus zwischen NO und COX gezeigt
werden (125, 126). Bei einer Deletion der Cyclooxygenase, unabhangig von der Isoform,

kam es zu einer Hochregulation der NO-Synthase (127).
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Abbildung 6: Stimuli der Arachidonséaure- und COX-Stoffwechselwege. Abb. modifiziert nach (95).

A 1l — Angiotensin Il, LPS — Lipopolysaccharide, TGFa — transformierender Wachstumsfaktor a, TGF§3 —
transformierender Wachstumsfaktor 3, IL-1B — Interleukin 1B, PDGF - Wachstumsfaktor aus
Thrombozyten (,Platelet-derived growth factor), Dexa — Dexamethason, TNFa — Tumornekrosefaktor-a,
CHX — Cycloheximid, FSH — Follikelstimulierendes Hormon, LH — Luteinisierendes Hormon, RSV — Rous-
Sarkom-Virus, PAF- Platichenaktivierender Faktor, AA — Arachidonsdure, EGF - epidermaler

Wachstumsfaktor, IL-2 — Interleukin-2, PG — Prostaglandin, TX — Thromboxan
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1.4.2. Bedeutung der COX-2 fiir Friihgeborene

Intrauterin hat der Ductus Arteriosus (DA) einen intrinsischen Tonus, der vorwiegend
uber die Vasodilatation durch NO und Prostaglandine bedingt wird. In mehreren Studien
konnten in allen Ductusregionen Fruhgeborener mit einem Gestationsalter (GA) von
weniger als 38 Schwangerschaftswochen (SSW) sowohl COX-1 als auch COX-2
nachgewiesen werden, wobei COX-2 deutlich geringer vorhanden war (108, 128). In
der Expression des EPs-Rezeptors, welcher mit PGE; interagiert, konnte ein leichter
Anstieg im Fortschreiten der Fetalperiode gezeigt werden (129). Postnatal kommt es zu
einem Anstieg der COX-2 durch erhohten Sauerstoffpartialdruck (130). Bei
reifgeborenen Mausen wurde drei Stunden postnatal eine signifikante Induktion der
COX-2 Expression beobachtet. Auch bei reifgeborenen Ferkeln konnte ein 7-fach
erhohtes COX-2 Level gemessen werden (131). Frihgeborene Mause hatten dagegen
eine deutlich geringere COX-2 Expression, was die Wahrscheinlichkeit eines PDA
erhoht (21).

Einen weiteren wichtigen Stellenwert hat die COX-2 beim verspateten
Ductusverschluss im Rahmen von Infektionen. Die Wiederer6ffnung eines bereits
verschlossenen PDA wird ebenso mit schweren Infektionen in Zusammenhang
gebracht (31, 132). Mehrere Studien haben eine signifikante Verbindung zwischen
Chorionamnionitis und PDA hergestellt (133, 134). Es konnte jedoch in einer aktuellen
Studie histologisch kein direkter Zusammenhang zwischen einer Erhohung der
Lipopolysaccharide (LPS) und einer Erhdhung der COX-2 beim Ductusverschluss
gezeigt werden. Unter der Applikation von LPS kam es vielmehr zu einem Anstieg von

TNF-a und der NO-Synthase, vor allem bei Frihgeborenen (135).

In retinalen Muller- und Endothelzellen wurde eine Erhdhung der COX-2 Aktivitat und
somit der PGE, durch NO dargestellt (136). Der folgende Hypoxie-induzierte Anstieg
von VEGF fuhrt zu einer Steigerung der retinalen Angiogenese und spielt somit eine

wichtige Rolle in der Entstehung der Retinopathia praematurorum (ROP) (137-139).

1.4.3. Polymorphismen der COX-2
Der 765G>C Polymorphismus ist einer von vielen Polymorphismen im Gen der
Cyclooxygenase-2. Es handelt sich um einen Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP),

der sich in der Promoterregion der COX-2 befindet und stellt einen Austausch der
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Basen Cytosin durch Guanin an der Position 765 dar. Er beeinflusst dadurch die
Funktionalitat des Gens (140).

Der 765G>C Polymorphismus wurde wiederholt im Zusammenhang mit
unterschiedlichen Malignomen untersucht. Er scheint unter anderem eine protektive
Wirkung auf die Entwicklung von Morbus Alzheimer und Morbus Crohn im Bereich der
kaukasischen Bevolkerung zu haben (141, 142). Fur Alleltrager scheint der
Polymorphismus das Risiko fur Tumore im gastrointestinalen Bereich vor allem bei der
asiatischen Bevolkerung zu erhéhen. Bei Bronchialkarzinomen wird er ebenfalls als
Risikofaktor beschrieben. Ein endgultiger Zusammenhang wird jedoch weiter diskutiert
(143-145).

1.5. Fragestellung

Bei VLBW-Fruhgeborenen (<1500 g GG) kommt es in etwa 50 % der Falle zu einer
Persistenz des Ductus arteriosus. Bei hamodynamischer Relevanz und dem erhohten
Risiko der moglicherweise daraus resultierenden Frihgeborenenerkrankungen wie
NEC, IVH, ROP, PVL und BPD wird versucht, den PDA mittels medikamentodser
Therapie durch COX-2 Inhibitioren zu verschlielen. Auch wenn ein kausaler
Zusammenhang zwischen einem PDA und eben genannten Folgeerkrankungen nicht
bewiesen werden konnte, versucht man aufgrund der moglichen Korrelation mit einer
adaquaten Ductustherapie das langerfristige Outcome der VLBW-Frihgeborenen zu

verbessern.

Leider ist die Erfolgsrate der medikamentdosen COX-Hemmer Therapie nicht immer
befriedigend und liegt bei VLBW-Frihgeborenen bei bis zu 70% und bei den noch
unreiferen ELBW-Frihgeborenen nur um die 60% (146-148). Daher ist die
Verbesserung der zur Verfugung stehenden Therapieoptionen von groRem Interesse.
Ein moglicher Baustein zur Therapieoptimierung ist das bessere Verstandnis der
Funktion der Cyclooxygenase-2, die eine Schlusselrolle in der Pathophysiologie des
PDA zu spielen scheint. So beeinflusst die COX-2 den intrauterinen, intrinsischen
Tonus der Ductuswand, ist mit-ausschlaggebend fur den postnatalen Verschluss und
bestimmt die medikamentose Therapie des PDA mit COX-2 Inhibitoren. Auch ein

Zusammenhang zwischen verspatetem Ductusverschluss oder Wiedereroffnung bei
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schweren Infektionen ist moglich. Welche Auswirkungen eine genomische Veranderung

der COX-2 auf die Inzidenz und den Therapieerfolg eines PDA hat ist bisher unklar.

Daher soll in dieser Dissertation der Einfluss des COX-2 Polymorphismus 765G>C auf
den medikamentdsen Ductustherapieerfolg bei VLBW-Frihgeborenen untersucht
werden. Dazu wurde bei 913 VLBW-Kindern eine Genanalyse durchgefuhrt, mit der

folgende Fragen beantwortet werden sollen:

* Beeinflusst der COX-2 Polymorphismus die Inzidenz eines PDA bei VLBW-

Frihgeborenen?
* Beeinflusst der COX-2 Polymorphismus den Therapieerfolg?

* Hat der COX-2 Polymorphismus Einfluss auf die Wiedereroffnungsrate des
PDA?

* Gibt es einen Zusammenhang zwischen dem COX-2 Polymorphismus und

anderen Fruhgeborenenerkrankungen?
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2. Methoden

2.1. Studienpopulation

In die Studie miteingeschlossen sind 1053 VLBW-Kinder, welche an der Charité
zwischen 1995 und 2008 geboren wurden. Die Auswahl dieser Patientengruppe
beinhaltet sowohl Kinder mit als auch ohne PDA. Bei all diesen Patienten wurde am
zweiten Lebenstag im Rahmen des Neugeborenen-Screenings Kapillarblut aus der
Ferse oder vendses Blut bei einer Laborkontrolle abgenommen, auf eine Guthrie-
Filterkarte getropft und im Einverstandnis mit den Eltern fur Forschungszwecke
asserviert. Das notwendige Einverstandnis der Ethikkommission der Charité (Reg. No.
EA2/051/09) wurde erbracht. Die klinische Datensammlung entstand aus archivierten
Patientenakten. Eine daraus erstellte digitale Datei blieb bis zum Ende der Auswertung
unzuganglich, sodass eine verblindete Bearbeitung der Proben gewahrleistet werden
konnte. Insbesondere bei Patienten aus fruheren Jahrgdngen waren die klinischen
Daten oder Blutproben teilweise nicht mehr vollstandig und auch retrospektiv nicht mehr
zu erganzen, sodass die endgultige Anzahl der auswertbaren Patienten lediglich 913
Falle umfasst. Von diesem Patientenkollektiv hatten 433 einen PDA, der medikamentos
mittels COX-Hemmer Therapie (n = 229) oder per primarer (n = 29) oder sekundarer (n
= 72) Ligatur interventionell therapiert werden musste. Bei 175 Patienten war der PDA
nicht hamodynamisch signifikant und dementsprechend keine Therapie erforderlich

(siehe hierzu Abbildung 7 zur Studienpopulation im Ergebnisteil, Seite 30).

2.2. Outcomeparameter und Folgeerkrankungen Frihgeborener

Um die Dbei unserer Studienpopulation verfolgte Therapiestrategie zur
Ductusbehandlung und die Inzidenz typischer Fruhgeborenenerkrankungen im
Zusammenhang mit dem COX-2 Polymorphismus beschreiben zu kdnnen, haben wir
uns verschiedener, bestehender Definitionen, Untersuchungstechniken und

Therapieschemata bedient.

PDA-Diagnostik, -Intervention und Therapie
Die Diagnose eines hsPDA wurde mittels Echokardiographie gestellt. Einen
standardisierten Untersuchungszeitpunkt oder -ablaufe gab es bei den in die Studie

eingeschlossenen VLBW Patienten nicht. Bei ELBW-Patienten oder Patienten mit
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einem Gestationsalter von 28 SSW oder junger wurde regelhaft am 5.-7. Lebenstag
eine Echokardiographie durchgefuhrt. Der Zeitpunkt der Erstdiagnose eines PDA ist
daher unterschiedlich, weil nicht alle Patienten in einem genormten Rhythmus
echokardiographischen Kontrollen unterzogen wurden. Auch vor Entlassung in die
Hauslichkeit wurde nicht bei allen Patienten eine sonographische Kontrolle des PDA
durchgefuhrt. Um die hamodynamische Relevanz eines PDA zu ermitteln wurden
sowohl echokardiographische Parameter (LA/Ao Ratio = 1,4; Ductusdurchmesser = 1,5
mm), als auch ein erhohter Resistance Index im Ultraschall der craniellen Gefalle (RI
=0,85) und die Beatmungspflichtigkeit, beziehungsweise eine ausbleibende Besserung
der respiratorischen Situation miteinbezogen. Nach Diagnosestellung eines hsPDA
erfolgte primar ein medikamentdser Therapieversuch mit einem COX-Hemmer. Sobald
Kontraindikationen (beeintrachtigte Nierenfunktion mit Oligo- oder Anurie, erhohtes
Serumkreatinin, NEC, Thrombopenie mit einer Thrombozytenzahl < 50.000/nl, Sepsis,
frische Blutung in Gehirn, Lungen oder Darm, rechts/links-Shunt Uber den PDA,
pulmonale Hypertonie) gegen die medikamentdse Therapie vorlagen, wurde auf eine
primare chirurgische Ligatur zuruckgegriffen. Bis 2004 wurde am Virchow Klinikum der
Charité, Universitatsmedizin Berlin, nur Indometacin zum Ductusverschluss verwendet.
Im Rahmen neuer Forschungsergebnisse, vor allem zur Beeintrachtigung der
cerebralen Perfusion und Nierenfunktion, wurde dann die Therapie auf Ibuprofen
umgestellt. Aktuell kommt Indometacin in der Neonatologie der Charité nur noch zur
Prophylaxe von intraventrikularen oder pulmonalen Hamorrhagien bei Frihgeborenen

mit bestimmten Risikofaktoren < 32 SSW zum Einsatz.

Die Durchfuhrung der medikamentésen Therapie ist bei beiden Medikamenten
unterschiedlich. Indometacin wird intravends uber einen Zeitraum von 5 Tagen gegeben.
Die Initialdosis betragt 0,2 mg/kg KG fur 3 Gaben im Abstand von 12 Stunden, als
Erhalt werden Uber 3 weitere Tage einmal taglich 0,1 mg/kg KG verabreicht. Ein
Therapiezyklus mit Ibuprofen dauert dagegen lediglich 3 Tage. Die intravendse Dosis
betragt 10 mg/kg KG am ersten Tag, als Erhaltungsdosis dann jeweils 5 mg/kg KG fur

die zwei weiteren Tage.

CRIB-Score
Der Clinical Risk Index for Babies (CRIB-Score) soll durch die Berucksichtigung
verschiedener Parameter eine Vorhersage Uber die zu erwartende Morbiditat und

Mortalitat eines Fruhgeborenen <32 SSW ermoglichen. Miteinbezogen werden dabei
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das Geburtsgewicht, das Gestationsalter, angeborene Fehlbildungen, der maximale
Basenexzess sowie die minimal mdgliche, beziehungsweise maximal notwendige
inspiratorische Sauerstofffraktion innerhalb der ersten 12 Lebensstunden. Bei einem
Wert von <5 ist von einem niedrigen Risiko, bei Werten zwischen 6-10 von einem
mittleren Risiko und bei einem Wert >10 von einem hohen Risiko fiir ein Uberleben mit

bleibender Beeintrachtigung oder dem Versterben auszugehen (149, 150).

Respiratory Distress Syndrome

Das Respiratory Distress Syndrome oder auch Atemnotsyndrom des Frihgeborenen
wird sowohl klinisch als auch radiologisch diagnostiziert und in 4 Stadien unterteilt.
Diese Einteilung orientiert sich primar an der radiologischen Darstellung des
Lungenparenchyms im Rontgen-Thorax. Grad | beschreibt die geringste und Grad IV

die schwerste Auspragung (151, 152).

Bronchopulmonale Dysplasie
Die bronchopulmonale Dysplasie (BPD) wurde entsprechend der Klassifikation nach
Jobe eingeteilt (153). Diese unterscheidet zwischen milder, moderater und schwerer

Auspragung.

Intraventrikuldare Himorrhagie

Die Einteilung der intraventrikularen Hamorraghie bezieht sich auf die Stadieneinteilung
nach Lou Ann Papile, in welcher anhand der sonographischen Diagnose die
Auspragung der Blutung von subependymal bis zur Ventrikeldurchbruchsblutung mit
Blutung ins Hirnparenchym beschrieben und in Grad | bis Grad IV differenziert wird
(154).

Retinopathia praematurorum

Die Retinopathia praematurorum wird in Stadium 0 bis Stadium 5 unterteilt, wobei eine
ROP 0 einen Normalbefund zeigt, wahrend eine ROP 5 eine vollstandige
Netzhautablosung beschreibt (155, 156).

Nekrotisierende Enterokolitis

Die nekrotisierende Enterokolitis wird nach Bell et al. (157) in 3 Stadien unterteilt und
reicht von Stadium 1 mit distendiertem Abdomen Uber Stadium 2a mit pneumatosis
intestinalis, 2b mit beeintrachtigten Vitalfunktionen bis zu Stadium 3b mit Perforation

des Darmes
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2.3. Durchfuhrung der DNA-Analyse

Die Untersuchung der vorliegenden Patientenproben erfolgte nach Extraktion der DNA
aus dem Vollblut der asservierten Guthrie-Filterpapierkarten durch Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) wund Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP).
Anschliellend wurden die Ergebnisse mittels Agarose-Gel-Elektrophorese sichtbar
gemacht. Der Fokus in dieser Untersuchung lag auf dem COX-2 765G>C
Polymorphismus.

Je nach Ergebnis erfolgte die Bewertung der Proben nach Wildtyp (116) (116),
heterozygot (HE) und homozygot (HO). Nach kurzer Etablierungsphase konnten die
einzelnen Untersuchungsschritte rasch umgesetzt werden. Eine Optimierung der
Versuchsbedingungen war nicht notwendig. In den folgenden Absatzen werden die

einzelnen Versuchsschritte genauer erortert.

2.4. DNA-Isolierung aus Filterpapierkarten

2.4.1. Praparation der DNA-Gewinnung aus Filterpapierkarten

Zur Gewinnung der bendtigten DNA wurden jeweils ein bis zwei kreisformige Areale
des getrockneten Blutes mit steriler Pinzette und sterilem Skalpell aus den Guthrie-
Filterpapierkarten geschnitten und in ein steriles 50 ml Falcon-Roéhrchen gelegt. Dort
konnte die Inkubation nach Hinzugabe von 2 ml Puffer A, 200 pl Proteinkinase K-
Losung und 200 pl 10 % SDS bei 55°C Uber Nacht stattfinden.

2.4.2. Phenol-Chloroform-Extraktion (PCI) und alkoholische Féallung der DNA

Nach vorangegangener Inkubation wurden die Filterpapierausschnitte mit einer sterilen
Pinzette aus den Falcon-Rohrchen gezogen und dabei die Rest-Losung ausgedruckt.
Der verbliebene Inhalt wurde flr zehn Minuten bei 3000 rpm (revolutions per minute)
zentrifugiert und 600 pl des dadurch entstandenen Uberstandes auf verschiedene 1,5
ml Eppendorfcups (EPC) verteilt. Nach Zugabe von 1 Volumen Phenol (gleiche Menge
in pl entsprechend der Menge des abpipettierten Uberstandes) erfolgte eine
Durchmischung und Zentrifugation der Losung bei 15000 rpm flr zehn Minuten.
AnschlieBend wurde der Uberstand erneut abpipettiert, in frische 1,5 ml EPCs Uberfiihrt
und nach Hinzufugen von jeweils 1 Volumen Phenolchloroformisoamylalkohol (PCI
25:24:1) fur zehn Minuten bei 15000 rpm zentrifugiert. Wieder wurde der Uberstand in
frische 1,5 ml EPCs pipettiert, mit Isoamylalkohol (24:1) erganzt und fur zehn Minuten
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bei 15000 rpm zentrifugiert. Abermals wurde der Uberstand in neue 1,5 ml EPCs
Ubertragen und dort mit 1 Volumen Isopropanolol, 1/10 Volumen 3mol/L Natriumacetat
(pH 5,2) und 1 pl Glycogen (1 pg/ul) erganzt. Diese Vermengung wurde Uber Nacht bei
-20°C inkubiert.

Nach vorsichtigem Abpipettieren des Uberstandes verblieb ein kleines weiRes Pellet im
EPC. Zur alkoholischen Fallung der DNA wurde dieses Pellet dreimalig mit Ethanol
gewaschen. Dies erfolgte, indem dem abpipettierten Uberstand jeweils 500 ul Ethanol
zugefugt wurden und das entstandene Gemisch fur funf Minuten bei 15000 rpm
zentrifugiert wurde. Die verbliebenen Pellets in den EPCs wurden fur ein bis zwei
Stunden im Thermoblock bei 37°C getrocknet. Anschlieend wurde aus den
getrockneten Pellets nach Hinzugabe von je 30 ul TE-Puffer erneut eine Suspension
hergestellt. Abhangig von der vorherigen Grofde der Pellets entstanden daraus
unterschiedliche Volumina von 20-80 pl.

Um bei unterschiedlichen Volumina dennoch konstante DNA-Konzentrationen zu
erhalten, erfolgte eine massenspektrometrische Bestimmung der DNA-Konzentrationen
(in ng) und eine Messung des Reinheitsgrades der Proben mittels Nano-Drop Analyse

durch ein Spektrophotometer, wozu jeweils 1,5 yl der DNA-L6sung verwendet wurden.

2.5. Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR dient der Ampflifikation kleinster, gezielter DNA-Sequenzen und bendtigt
neben der Ursprungs-DNA auch zwei Primer, eine thermostabile DNA-Polymerase,
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTP’s), MgCl, und Puffer. Die PCR ist eine
Kettenreaktion, welche Ublicherweise in bis zu 40 Zyklen wiederholt wird. Bei einer
Verdopplung der Ausgangsmenge pro Zyklus ist eine exponentielle Vervielfachung der
Ursprungs-DNA auf bis zu 2% zu erreichen. In diesem Versuch wurden Primer
eingesetzt, die den Polymorphismus enthaltenden Bereich der DNA-Sequenz potentiell

einschliel3en.

Die ersten Schritte der PCR mussen unter kontinuierlicher Kihlung auf Eis erfolgen, um
einen vorzeitigen Reaktionsstart durch die thermosensible DreamTaq DNA-Polymerase
zu verhindern. Zunachst erfolgt die Herstellung eines PCR-Ansatzes, dessen

Zusammensetzung aus der folgenden Tabelle enthommen werden kann:
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Tabelle 1: PCR- Ansatz.

Produkt Menge
2XFastG2 Ready Mix 10 pl
Cox-2 Forward (10 yM) Primer 1 ul
Cox-2 Reverse (10 yM) Primer 1 ul
DNA Template (25 ng) X

ddH,0 Auf 20 pl

Aus diesem PCR-Ansatz wurde ein Mastermix erstellt und die notwendige Menge der
DNA-L6sung errechnet, um eine DNA-Konzentration von 25 ng und, erganzt durch
Wasser, ein Volumen von insgesamt 20 ul zu erreichen. Die DNA-Amplifikation selbst
findet in einem Mastercycler statt. Die Reaktionen sind in drei Schritte unterteilt, wobei
der zweite Schritt in 40 Zyklen wiederholt wird (siehe Tabelle 2).

Zunachst kommt es zu einer Denaturierung der Wasserstoffbrickenverbindungen der
DNA-Doppelhelix bei 95°C Uber drei Minuten, wodurch die DNA gespalten wird und
DNA-Einzelstrange entstehen. Nach einer kurzen Wiederholung der Denaturierung
kommt es zum Annealing bei 60°C. Durch den Temperaturabfall ist hierbei eine
Anlagerung der Vorwarts- und Ruckwartsprimer an die DNA-Einzelstrange maglich,
sodass der zu amplifizierende Bereich markiert ist. Im dritten Schritt, der Elongation,
werden die Primer durch die DNA-Polymerase am 3’-OH Ende mit dNTP’s bei 70-72°C

verlangert und die fehlenden Strange mit freien Nukleotiden aufgefullt.

Tabelle 2: Ablauf des PCR Programmes.

PCR-Reaktion Temperatur Zeit Zyklus
1. Denaturation 95 °C 3 Min. 1

2. Denaturation 95 °C 15 Sek.

Annealing 60°C 15 Sek. 40
Elongation 72°C 15 Sek.

3. Elongation terminal 72°C 10 Min. 1
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2.6. Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus

Der Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus (RFLP) dient dem Nachweis von
Polymorphismen mittels Restriktionsenzymen, welche eine DNA-Sequenz von vier bis
acht Nukleotiden erkennen und ausschneiden. Diese Schnittstellen sind durch Primer
markiert. Diese von der Norm abweichenden DNA-Fragmentlangen ergeben dann ein
verandertes Bandenmuster bei der Gelelektrophorese. Die von uns eingesetzten
Restriktionsenzyme erfassen die DNA-Sequenz, in der sich der gesuchte
Polymorphismus befindet. Beim Wildtyp kann dabei die Sequenz vollstandig erkannt
werden. Ist an besagter Stelle jedoch ein Einzelnukleotidpolymorphismus (SNP), so
wird die Sequenz durch das Restriktionsenzym nicht mehr identifiziert und kann

dementsprechend nicht mehr gespalten werden.

Zur Durchfuhrung des RFLP wurden die PCR-Proben auf Eis gelagert und ein neuer
Mastermix aus ddH,O, 10X Puffer R2 und Enzym erstellt (siehe Tabelle 3). Nach dem
Uberfihren der Lésung in 0,2 ml Versuchsgefafie und Zentrifugation konnte der Verdau
im Mastercycler erfolgen. Dieser fand Uber einen Zeitraum von 16 Stunden bei 37°C
statt. Im Anschluss daran kam es bei 65°C Uber 20 Minuten zur Enzymaktivierung. Die

nachfolgende Lagerung konnte wieder bei 4°C erfolgen.

Tabelle 3: Ansatz fiir den Verdau.

Produkt Menge
PCR Produkt 25yl
ddH>0 3l
10X Puffer R2 3 pl
BsH12361 (BstUI/BstFNI) 1l

2.7. Agarose-Gel-Elektrophorese

Bei der Agarose-Gel-Elektrophorese werden geladene Teilchen nach ihrer Ladung und
Grolde aufgetrennt. Die der DNA anhaftenden Phosphatreste fihren zu einer negativen
Ladung, weshalb sie im elektrischen Feld als Polyanion wandern. Die Banden konnen

dabei nach spezifischer GrolRe aufgetrennt werden.
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Zur Durchfuhrung der Elektrophorese wurde ein 3% Agarosegel aus 100 ml TAE Puffer,
3g Agarose und 3 pl Ethidiumbromid hergestellt. Nach dem Abkuhlen des Agarose-Gels
wurden je 10 ul der Verdauprodukte in die Taschen des Gelkissens pipettiert. Diese
sind zusatzlich mit TAE-Puffer gefullt und als Referenz wurde ein 50bp Marker als
Molekulargewichtsmarker in eine Tasche pipettiert. Daraufhin erfolgte die Auftrennung
bei 70V uber eine Gesamtdauer von 1,5 Stunden. Nachfolgend konnten die Gelplatten
unter UV-Licht begutachtet werden.

Durch die fluoreszierende Eigenschaft von Ethidiumbromid, welches sich zwischen den
DNA-Basen anlagert, sind diese unter UV-Licht sichtbar. Durch ein UV-
Dokumentationsgerat konnten die sichtbaren DNA-Basen abfotografiert und digital

gespeichert werden.

2.8. Statistik und Datenauswertung

Nach Erhalt der Laborergebnisse wurden diese mittels Probennummern mit den
klinischen Daten der Patienten zusammengefluhrt. Bei der statistischen Auswertung der
Daten erhielten wir Unterstitzung vom Statistiker Herrn Boris Metze.

Als Software fur die Datenauswertung verwendeten wir Microsoft Excel (Version
14.2.0), Microsoft Word (Version 14.2.0) und SPSS (Version 24, IBM). Die Analyse der
erhaltenen Daten erfolgte nach empirischer Statistik. Zur Auswertung der quantitativen
Variablen verwendeten wir den Mann-Whitney-U-Test und bei mehr als zwei Gruppen
den Kruskal-Wallis-Test. Die qualitativen Daten wurden mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests
als prozentuale und absolute Werte berechnet. Bei einer kleinen Fallzahl (n= <5) wurde
der exakte Fisher-Test genutzt. Zur Berechnung der Odds-Ratio und des 95%
Konfidenzintervalls wurde die Mantel-Haenszel-Methode angewendet. Ein p-Wert
< 0,05 wird als statistisch signifikant bewertet, die Berechnung erfolgte bis auf die dritte
Dezimale. Zur Darstellung der Ergebnisse berechneten wir Minimum, Maximum und

Median und veranschaulichten die Daten in Form von Diagrammen und Tabellen.
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3. Materialien

3.1. DNA-Isolierung und PCI Extraktion

Puffer A (pH 7,5)
Proteinkinase K (> 30 U/mg)
SDS

Phenol

Isoamylalkohol
Natriumacetat (3M; pH 5,2)
Isopropanolol

Glykogen (1 pg/ul)
TE-Puffer (pH 8,0)

Tris-HCI

Phenylchloroformisoamylalkohol

3.2. PCR
2XFastG2 Ready Mix

COX-2 Forward-Primer

(ATT CTG GCC ATC GCC
GCT TC-3)

COX-2 Reverse-Primer
(CTCCTT GTT TCT TGG AAA
GAG ACG-3’)

ddH,0 (doppelt destilliertes Wasser)

0,1M NaCl; 0,05 mM Tris; 5 mM EDTA
Promega, Mannheim

Fermentas, York, UK

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Fermentas, York, UK

Roth, Karlsruhe

Fermentas, York, UK

10 mM Tris-HCI; pH 7,4 und 1 mM EDTA
Sigma-Aldrich, Steinheim

Fermentas, York, UK

Fermentas, York, UK

BioTez, Berlin

BioTez, Berlin

Braun, Melsungen
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dNTP Mix (2 mM)

DreamTaqg DNA-Polymerase

3.3. Verdau
10X Puffer R2

ddH,0 (doppelt destilliertes Wasser)

BsH12361 (BstUI/BstFNI)

3.4. Gel-Elektrophorese
50 bp DNA Ladder

Agarose
Ethidiumbromid

50 x TAE-Elektrophorese Puffer

ddH20 (doppelt destilliertes Wasser)
SDS (Natriumdodecylsulfat) 10%

Ethanol 70%

3.5. Verbrauchsmaterialien
EPC-Reaktionsgefale

Pipetten und Pipettenspitzen
Falconrohrchen

PCR-Rohrchen

Fermentas, York, UK

Fermentas, York, UK

Fermentas, York, UK
Braun, Melsungen

Fermentas, York, UK

Fermentas York, UK

Fermentas, York, UK

Merck, Darmstadt

40 mM Tris; 20 mM Essigsaure; 1 mM EDTA;
Fermentas, York, UK

Braun, Melsungen

Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Falcon BD, Heidelberg

Bio-Rad, Minchen
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3.6. Gerite

Mastercycler, ep gradient S
PTC-100 Programmable Thermical
Controller

Zentrifuge, Biofuge fresco
Zentrifuge, Megafuge 1.0 R
Minishaker MS1

Thermomixer Comfort
Stromversorgungsgerat EPS 2A200
Mikrowelle

Video Graphic Printer UP-890 CE
Gene Flash-UV Gerat

Wide Mini-Sub Cell GT
Spektrophotometer, ND-1000
Controller PTC-100

Schittler MTS2

Centrifuge 5410

3.7. Software
Microsoft Office Version 14.2.0

Microsoft Excel Version 14.2.0

IBM SPSS Version 24

Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Osterode
Heraeus, Osterode

IKA, Wilmington, USA
Eppendorf, Hamburg
Hoefer, Holliston, USA
Panasonic, Hamburg
Sony, Kdln

Syngene, Cambridge, UK
Bio-Rad, Minchen
Kisker-Biotech, Steinfurt
MJ Research Inc., Waltham, USA
IKA, Wilmington, USA

Eppendorf, Hamburg

Microsoft, Redmond, Washington, USA
Microsoft, Redmond, Washington, USA

IBM Analytics, SPSS inc., New York USA

28



4. Ergebnisse

4.1. Studienpopulation

Die gesamte untersuchte Population, bei der klinische Daten und DNA-Proben
asserviert wurden, umfasst 1053 VLBW-Fruhgeborene, die im Zeitraum von Januar
1995 bis Dezember 2008 am Campus Virchow Klinikum der Charité Berlin geboren
wurden. Da bereits mehrere andere Studien durchgefuhrt wurden, war teilweise nur
noch eine geringe Menge an Probenmaterial vorhanden. Infolgedessen konnte
vereinzelt kein PCR-Nachweis des zu untersuchenden COX-Polymorphismus mehr
erfolgen. Eine geringe Anzahl (n=140, entsprechend 13,3%) der durchgefihrten PCR-
Untersuchungen waren somit ohne Ergebnis und die Herstellung zu einem klinischen
Zusammenhang dementsprechend nicht mdglich. Die hier beschriebene
Studienpopulation umfasst daher die klinischen Daten und PCR-Ergebnisse von 913

Patienten.

Von 913 Kindern wiesen 480 (52,6%) keinen PDA auf. Bei insgesamt 433 (47,4%)
VLBW-Fruhgeborenen wurde ein PDA nachgewiesen. Davon hatten 258 (28,3%)
Frihgeborene einen hamodynamisch signifikanten PDA. 29 (6,7%) Patienten erhielten
eine primare chirurgische Ligatur. Bei 229 (52,9%) Patienten wurde eine
medikamentose Therapie mit COX-Hemmern durchgefuhrt und bei 72 (31,4%) dieser
Patienten erfolgte bei Therapieversagen anschlie3end eine sekundare Ligatur. Bei 175
(40,4%) Patienten war der PDA nicht hamodynamisch signifikant und wurde

dementsprechend nicht therapiert (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: Studienpopulation.

4.2. Klinisches Profil Gesamtpopulation
Tabelle 4 gibt einen Uberblick zu den klinischen Basisdaten der gesamten
Studienpopulation. Ein PDA war bei 433 VLBW-FG (47,4%) nachweisbar.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Patienten mit PDA deutlich unreifer waren
(mittleres Gestationsalter 26,7 SSW vs. 30,0 SSW), das Geburtsgewicht signifikant
niedriger war (895g vs. 1240g) und sie haufiger dem mannlichen Geschlecht (52,4%)
angehorten als Patienten ohne PDA (siehe Tabelle 4).
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Tabelle 4: Vergleich klinischer Parameter und Auftreten eines PDA. Die Daten sind in absoluten

Zahlen, als Median (min; max) oder in Prozent (%) angegeben.

Klinische

PDA (n=433) Kein PDA (n=480) | Gesamt (n=913)
Parameter
GG, g 895 (430; 1495) 1240 (495; 1495) 1066 (430; 1495)
GA, SsSwW 26,7 (22,9; 34,7) 30,0 (24,0; 37,4) 28,6 (22,9; 37,4)
Geschlecht, ¢ 206 (55,8) 260 (44,2) 466 (51,0)
Geschlecht, ¢ 227 (50,8) 220 (49,2) 447 (49,0)
CRIB-Score 5 (0;17) 1(0; 15) 4 (0;17)

4.3. Klinische Profil Studienpopulation mit PDA

Von der Gesamtzahl an 433 VLBW-Fruhgeborenen mit PDA erhielten 229 Patienten
aufgrund eines hamodynamisch relevanten Ductus eine medikamentose COX-Hemmer
Therapie. Davon wurden 111 (48,5%) Frihgeborene mit |Ibuprofen behandelt. Eine
sekundare chirurgische Ligatur war bei 33 (29,7%) Patienten nach erfolgloser
medikamentoser Behandlung notwendig. Das entspricht einer Responderrate von
70,3% bei Ibuprofen. Die COX-Hemmer Therapie mit Indometacin erfolgte bei 118
(51,5%) Patienten, wovon bei 39 (33,1%) eine sekundare chirurgische Ligatur
notwendig war (siehe Abbildung 8). Es ist daher nach einer medikamentosen Therapie
mit Indometacin von einem Therapieerfolg von 66,9% auszugehen. Der Therapieerfolg
wurde entweder als ein vollstandiger Verschluss des Ductus arteriosus definiert oder
aber als eine Verkleinerung des Durchmessers, sodass nach der medikamentosen
Therapie keine weitere hamodynamische Relevanz des Ductus mehr bestand. Die
genauen Definitionen der Outcomeparameter und Folgeerkrankungen Frihgeborener

sind dem Abschnitt 2.2. im Methodenteil zu entnehmen.
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Abbildung 8: Flussdiagramm zur Therapie des PDA innerhalb der Studienpopulation.

4.4. Vergleich klinische Parameter und Responderraten

4.4.1. Geburtsgewicht, Gestationsalter, Mehrlinge

Nicht nur die Therapie an sich, sondern auch besondere Merkmale der klinischen
Rahmenbedingungen der untersuchten Patientenpopulation beeinflussen den
Therapieerfolg. Es ist zu beobachten, dass bei Patienten mit einem mittleren GG von
743g kein Erfolg der COX-Hemmer-Therapie zu verzeichnen war. Bei Patienten mit
einem mittleren GG von 847g war dagegen die Therapie erfolgreich. Ein Median von
104g Gewichtsdifferenz in Bezug auf das Geburtsgewicht scheint den Therapieerfolg
demnach maldgeblich zu beeinflussen. Dem mittleren Gestationsalter von 25,2 SSW bei
nicht erfolgreicher Therapie und 26,0 SSW bei erfolgreicher Therapie entspricht auch
die Beobachtung eines haufigeren Auftretens eines PDA bei VLBW-FG mit niedrigerem
Gestationsalter. Es ist also festzustellen, dass bei schwereren (Median GG 8479 vs.
743g) und alteren (Median SSW: 26,0 vs. 25,2) VLBW-FG haufiger ein Therapieerfolg

zu verzeichnen ist.

Betrachtet man das Vorliegen von Mehrlingsgeburten in Bezug auf den Therapieerfolg,

so ist dabei kein signifikanter Unterschied zwischen Einlings-, Zwillings- und
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Drillingsgeburten darstellbar (siehe Tabelle 5). Im Rahmen unserer Datenerfassung
kamen nur einmalig Vierlinge vor, die Responderrate ist dementsprechend nicht

reprasentativ auswertbar.

4.4.2. Lungenreifeinduktion und Surfactant

Um das respiratorische Outcome eines VLBW-FG zu verbessern, stehen im klinischen
Setting mehrere Moglichkeiten zur Verfugung. Wir haben dazu die pranatale Gabe der
Lungenreifeinduktion mit Betamethason (in unserem Fall ,Celestan®) sowie die
postnatale Surfactantapplikation in Bezug auf die Allelverteilung untersucht und die

Anzahl der Beatmungstage ausgewertet.

Celestan ist ein synthetisches Glucokortikoid, welches zur Induktion der Lungenreife bei
drohender Fruhgeburtlichkeit zwischen dem Ende der 24. und dem Ende der 34. SSW
verabreicht wird. Leitliniengerecht werden der Schwangeren 2 x 12 mg innerhalb von 24
Stunden intramuskular verabreicht. Ein Wirkungseintritt ist nach 24-48 Stunden zu
erwarten, wobei der grote Effekt bei Kindern, die innerhalb von sieben Tagen nach
zweimaliger Gabe geboren werden, zu beobachten ist. Es fanden sich bei 855
Patienten Angaben zur pranatalen Verabreichung von Celestan. 527 (57,7%)
Schwangere hatten vor der Entbindung zwei Gaben erhalten, 106 (11,6%) Frauen eine
Gabe und 214 (23,4%) erhielten keine Lungenreifeinduktion. In wenigen
Ausnahmefallen (8) mussten die Gaben bis zu funfmal wiederholt werden. Stellt man
die Haufigkeit der Celestangaben in Relation zum Therapieerfolg, so lasst sich
aufzeigen, dass es nahezu keinen Unterschied im Therapieerfolg zwischen keiner und
einer einzelnen Celestangabe gibt (kein Celestan: 16,5%; 1 Celestangabe: 16,3%).
Eine deutliche Verbesserung des spateren COX-Hemmer Therapieerfolges ist bei
denjenigen Fruhgeborenen mit zwei Celestangaben und somit vollstandiger

Lungenreifeinduktion zu verzeichnen (67,5%).

Als postnatale RDS-Therapie gibt es die Mdglichkeit der intratrachealen Surfactant-
Applikation. Ublicherweise wird einmalig Surfactant appliziert. Kommt es dabei nicht zu
dem gewunschten Erfolg, so konnen die Gaben wiederholt werden. Innerhalb unserer
Studienpopulation erhielten 514 (56,3%) VLBW-FG keinen Surfactant, 224 (24,5%)
erhielten eine einmalige Gabe und 104 (11,4%) VLBW-FG zwei Gaben. In nur wenigen
Fallen (48; 5,3%) war eine dritte Gabe notwendig. Bei insgesamt 11 (1,2%) Kindern

sind bis zu funf Gaben erfolgt.
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Tabelle 5: Vergleich klinischer Parameter der Responder und Non-Responder. Die Daten sind als

absolute Zahlen (n), Prozent (%) oder als Median (min; max) dargestelit.

Parameter Responder (n= 156) Non-Responder (n=73)
GG, g 847 (442; 1490) 743 (465; 1290)

GA, SSw 26,0 (23,0; 34,7) 25,2 (23,4; 35,1)
Mehrlinge, n (%) 60 (35,3) 32 (34,0)
Surfactant-Gabe, n (%) 108 (62,1) 66 (37,9)

Geschlecht, ¢ 66 (64,1) 37 (35,9)

Geschlecht, o 90 (71,4) 36 (28,6)

CRIB-Score 5(0; 17) 5 (0; 16)

4.5. Polymorphismen und COX-2 Untersuchung

Nach der PCR erfolgte die gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte nach

dem Prinzip des RFLP in 3% Agarosegel. Die folgende Abbildung zeigt unsere
Ergebnisse unter UV-Licht. Die erste Geltasche enthalt dabei die 50 bp DNA-Ladder,

um eine Relation zu den DNA-GroRen der Kontrollproben darstellen zu kdnnen. In

Tasche 2-4 sind sequenzierte Kontrollproben als heterozygote Mutation, homozygote

Mutation und Wildtyp dargestellt.

Abbildung 9: Auftrennung der PCR-Kontrollproben in Agarosegel nach Gelelektrophorese. Tasche

1 =50 bp DNA-Ladder, 2 = heterozygote Mutation, 3 = homozygote Mutation, 4 = Wildtyp.
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4.5.1. Allelverteilung innerhalb der Studienpopulation

Innerhalb der untersuchten Gesamtpopulation zeigt sich eine Allelfrequenz von 36,3%,
wovon 32,5% von einer heterozygoten und 3,8% von einer homozygoten Mutation
betroffen sind. Ein PDA konnte bei 433 VLBW-Frihgeborenen nachgewiesen werden.
Die Gesamtrate hamodynamisch nicht signifikanter und dementsprechend
unbehandelter PDAs belief sich auf insgesamt 175 Patienten, entsprechend einem
Prozentsatz von 40,4% in Bezug auf das gesamte Auftreten eines PDA.
Behandlungsbedarf lag bei 258 VLBW-Fruhgeborenen (59,6%) vor. Die homozygote
Mutationsrate ist mit 35 Patienten geringer ausgefallen. In Bezug auf die Allelverteilung
der Studienpopulation ergibt sich dabei kein signifikanter Unterschied zwischen den
Frihgeborenen mit oder ohne PDA. Die genaue Verteilung ist der unten angefuhrten

Tabelle 6 zu enthehmen.

Tabelle 6: Verteilung der COX-2 Polymorphismen in Bezug auf das Auftreten eines PDA. Die Daten

sind als absolute Zahlen (n) und in Prozent (%) dargestellt.

Auftreten PDA COX-2 Polymorphismus

WT, n (%) HE, n (%) HO, n (%) Studienpopulation
ohne PDA 292 (60,8) 170 (35,4) 18 (3,6) 480
mit PDA 289 (66,7) 127 (29,3) 17 (3,9) 433
Studienpopulation | 581 (63,6) 297 (32,5) 35 (3,8) 913

Das Geschlecht war innerhalb der Studienpopulation relativ gleich verteilt. Von 913
Patienten waren 466 (51,0%) weiblich und 447 (49,0%) mannlich. Auch in der
Mutationsverteilungen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf das
Geschlecht. So entsprachen bei Wildtyp 293 (62,9%) weiblichen und 288 (64,4%)
mannlichen VLBW-FG. In der heterozygoten Allelverteilung waren 153 (32,8%)
weibliche und 144 (32,2%) mannliche VLBW-FG, wahrend bei der homozygoten
Mutation 20 (4,3%) Frihgeborene weiblich und 15 (3,4%) mannlich waren.

Betrachtet man des Weiteren die vollstandige Lungenreifeinduktion mit Betamethason
und einmalige Surfactantgaben in Bezug auf die COX-2 Polymorphismenverteilung, so

lasst sich auch hier kein signifikanter Zusammenhang darstellen. Es fallt jedoch auf,
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dass die Mutationsrate bei der zweifachen Surfactantgabe mit 67,3% WT, 4,8%
homozygoter Mutation und nur 27,9% heterozygoter Mutation etwas anders verteilt ist.
Bei Patienten, die dreimal oder haufiger Surfactant erhielten, entsprach die
Allelverteilung weitestgehend jener der gesamten Studienpopulation (siehe Abbildung
10).
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Abbildung 10: Verteilung der COX-2 Polymorphismen in Bezug auf Lungenreifeinduktion und
Surfactantgaben. Volistindige Lungenreife n= 535; Einmalige Surfactantgabe n= 224; Zweifache

Surfactantgaben n= 104; drei und mehr Surfactantgaben n= 59.

4.5.2. CRIB-Score

Der mittlere CRIB-Score in unserer Studienpopulation betrug 4, der minimale 0 und der
maximale 17 Punkte. Ein signifikanter Unterschied der Allelfrequenzen liel3 sich dabei
nicht ermitteln. Auch in Bezug auf die Responderrate war kein signifikanter Unterschied
beim Median des CRIB-Scores zu ermitteln. Auffallig war jedoch zu sehen, dass ein
héherer CRIB-Score deutlich das Risiko fur einen PDA erhdht (Median: Patienten mit
PDA 5; Patienten ohne PDA 1).
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4.6. PDA Intervention und Therapie

4.6.1. Klinisches Profil Therapiedurchfiihrung

Bei der medikamentdosen Therapie mit COX-2 Hemmern waren die beiden
Allelfrequenzen identisch verteilt. So wiesen 28,8% der mit Indometacin und ebenfalls
28,8% der mit Ibuprofen therapierten VLBW-Fruhgeborenen eine heterozygote Mutation
fur den 765G>C Polymorphismus auf. Bei zwei Patienten (1,7%) in der Indometacin-
und funf Patienten (4,5%) in der Ibuprofengruppe liel3 sich eine homozygote Mutation
nachweisen. Dem Wildtyp entsprachen 69,5% der mit Indometacin therapierten

Frihgeborenen und 66,7% der mit Ibuprofen behandelten Patienten.

Eine primare Ligatur wurde bei 29 Patienten durchgefuhrt. Ein Zusammenhang mit der
Allelverteilung Iasst sich dabei nicht darstellen. Im Durchschnitt fand eine Ligatur am 17.

Lebenstag der Patienten statt.

Die Patientengruppe, bei der im Anschluss an eine erfolglose medikamentdése COX-
Hemmer Behandlung eine sekundare chirurgische Ligatur erforderlich war, Iasst sich in
Indometacin- oder Ibuprofen-Non-Responder unterscheiden. Die genaue Allelverteilung
in der jeweiligen Non-Responder-Gruppe kann der Tabelle 7 enthommen werden. Es
zeigt sich dabei bei beiden Medikamenten ein hoherer Bedarf an sekundaren Ligaturen

bei Tragern der heterozygoten Allelverteilung.

In beiden Gruppen war eine sekundare Ligatur mit 33,1% (Indometacin) und 29,7%
(Ibuprofen) ahnlich haufig notwendig. Im Durchschnitt waren, unabhangig vom COX-
Hemmer, 1,41 Zyklen notwendig, um einen Therapieerfolg zu erzielen. Betrachtet man
die Mutationsverteilung im Hinblick auf die Zyklenzahl, so sieht man 153 Patienten
(67,7%) mit einem Therapiezyklus gefolgt von 65 (28,8%) Patienten mit zwei
Therapiezyklen eine Mutationsverteilung, die ahnlich derjenigen der Gesamtpopulation
ist. Eine Verschiebung zu Gunsten des Wildtyps ist bei drei Zyklen zu beobachten.
Dabei sind 85,7% WT und nur bei 14,2% lasst sich eine heterozygote Mutation

verzeichnen. Allerdings betrifft dies insgesamt lediglich sieben Patienten.

Betrachtet man die gemeinsame Responderrate beider COX-Hemmer (68,1%) in Bezug
auf die Mutationsverteilung, so tragen 70,5% der Responder den Wildtyp und 26,9% die
heterozygote Mutation. Bei Therapieerfolg im ersten Zyklus zeigt sich eine leichte

Verschiebung zugunsten des Wildtyps (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: Mutationsverteilung des Polymorphismus in Abhéngigkeit von den COX-Hemmer-
Zyklen.

Auch nach initial erfolgreichem medikamentosem Verschluss kann es durch eine
Infektion oder Sepsis zu einer Wiedereroffnung des PDA kommen. Daten dazu sind von
238 VLBW-FG vorhanden. Bei insgesamt 36 Patienten (15,1%) kam es nach
erfolgreicher medikamentoser Therapie mit |buprofen oder Indometacin zu einer
erneuten Wiederer6ffnung des PDA. Verglichen mit Indometacin kam es bei der
Therapie mit Ibuprofen seltener zu einem Re-Opening des PDA (lbuprofen: 13,0%,
Indometacin: 17,1%). Das Therapieergebnis in der Indometacingruppe scheint von der
Allelverteilung nicht beeinflusst zu sein. Dagegen zeigte sich nach der Ibuprofengabe
eine gehaufte Wiedereroffnungsrate von 73,3% beim Wildtyp und nur 20,0%
Wiedereroffnung bei der heterozygoten Mutation. Im Vergleich zur Mutationsrate der
Gesamtpopulation war nach Ibuprofengabe eine Wiedereroffnungsrate von 6,7% bei
homozygoter Mutation zu sehen. Diese bezog sich allerdings nur auf einen einzelnen
Patienten (siehe Tabelle 7).
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Tabelle 7: Mutationsverteilung des Polymorphismus in Bezug auf den Therapieverlauf der
medikamentésen Therapie mit Indometacin oder Ibuprofen. Die Daten sind als absolute Zahlen (n)
und in Prozent (%) dargestelit.

Indometacin Ibuprofen

) Non- _ Non-
Responder | Reopening Responder | Reopening
Responder Responder

WTn, (%) | 58 (73,4) | 13(61,9) |24 (61,5) |55(70,5) |11(73,3) |19 (57,6)

HEn, (%) | 19 (24,1) |8(38,1) |15(38,5) |20(256) |3(20,0) |12 (36,4)

HO N, (%) | 2 (2,5) 0 (0,0) 0 (0,0) 3(3,8) 1(6,7) 2 (6,1)

4.6.2. COX2-Polymorphismen und Verschlusszeitpunkt eines nicht hsPDA

Des Weiteren wurde der Zeitpunkt des PDA-Verschlusses im Zusammenhang mit der
Verteilung der COX2-Polymorphismen untersucht. Dazu wurde unterteilt in PDA-
Verschluss vor dem oder am 7. Lebenstag, PDA-Verschluss nach dem 7. Lebenstag,

oder nicht hsPDA bei Entlassung.

Der groRte Anteil des Verschlusszeitpunktes bewegte sich mit 482 (52,8%) Patienten
im Bereich bis inklusive des 7. Lebenstages. Bei 130 Patienten (14,2%) kam es nach
dem 7. Lebenstag noch zu einem spontanen Verschluss, wahrend 75 Patienten (8,2%)
mit einem nicht hsPDA nach Hause entlassen wurden. Hinsichtlich des
Verschlusszeitpunktes entspricht die Mutationsverteilung weitestgehend derer der
Gesamtpopulation. Lediglich innerhalb der gro3ten Gruppe mit PDA-Verschluss bis
zum 7. Lebenstag sind mit insgesamt knapp 36% mehr heterozygote Mutationen
aufgefallen, wahrend 5,3% der Patienten mit nicht hsPDA bei Entlassung in die

Hauslichkeit minimal haufiger eine homozygote Mutation aufwiesen (siehe Tabelle 8).
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Tabelle 8: Verteilung der COX-2 Polymorphismen in Bezug auf den Verschlusszeitpunkt des PDA.

Die Daten sind als absolute Zahlen (n) und in Prozent (%) dargestellit.

COX-2 Polymorphismus
Verschlusszeitpunkt WT, n (%) HE, n (%) HO, n (%) Gesamt
<7 Tage 293 (60) 171 (35,5) 18 (3,7) 482
27 Tage 88 (67,7) 36 (27,7) 6 (4,6) 130
PDA bei Entlassung 50 (66,7) 21 (28,0) 4 (5,3) 75
Verschluss nach
Therapie 150 (66,4) 69 (30,5) 7 (3,1) 226
Gesamt 581 297 35 913

4.7. Stationarer Aufenthalt, Beatmungstage und Outcome

Tabelle 9 liefert eine Ubersichtliche Darstellung der Polymorphismusverteilung
hinsichtlich verschiedener Outcome-Parameter und Co-Morbiditdten. Da ein Grolteil
der Folgeerkrankungen bei VLBW-FG typischerweise erst spater im Verlauf des
Krankenhausaufenthaltes auftritt, beziehen sich die meisten Daten auf Uberlebende
Kinder. In einzelnen Fallen wie beispielsweise bei der IVH oder NEC kdénnen die
Folgeerkrankungen ursachlich fur das Versterben der Patienten sein. Eine
Dokumentation der Todesursachen war in unseren Patientenakten nicht vorhanden und
eine weitere Differenzierung demzufolge leider nicht moglich. Die Dauer des stationaren
Aufenthaltes war mit einem Median von 61 Tagen nahezu gleich auf den Wildtyp und
die Polymorphismen verteilt. Die langste maximale Aufenthaltsdauer von 363 Tagen
fand sich im Bereich der Patienten mit Wildtyp. Die kirzeste Aufenthaltsdauer von zehn
Tagen war bei Patienten mit heterozygoter Mutation zu sehen. Bei dieser war auch der
Median der Verweildauer mit 58 Tagen etwas kirzer im Vergleich zur restlichen
Studienpopulation. Patienten mit homozygoter Allelverteilung wiesen mit 144 Tagen
maximaler stationarer Verweildauer, neben der kirzesten mit 20 Tagen, jedoch auch

die langste kurze stationare Aufenthaltszeit auf. Es ist dabei jedoch die Allelverteilung in
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Bezug auf die gesamte Studienpopulation mit nur sehr wenigen VLBW-Patienten mit

homozygoter Mutation zu berlcksichtigen.

Des Weiteren wurden die Beatmungstage der Patienten analysiert. Insgesamt wurden
643 Patienten maschinell beatmet. Auffallig ist dabei, dass sich die maximale
Beatmungsdauer bei Patienten mit Wildtyp mit 185 Tagen deutlich langer darstellt als

bei Patienten mit homozygoter Allelverteilung mit 110 Tagen.

Betrachtet man das allgemeine Outcome der Patienten, so sind insgesamt 86,5% nach
Hause entlassen und 9,2% in eine andere Klinik verlegt worden. 4,3% der Patienten
sind im Krankenhaus verstorben. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem

Outcome und der Allelverteilung besteht nicht.

4.8. Co-Morbiditaten und COX-Polymorphismen

Im Rahmen der Studie wurde ebenfalls das Auftreten von Co-Morbiditaten, d.h.
typischen FG-Erkrankungen im Bezug =zur Haufigkeitsverteilung bei den
Polymorphismen, erfasst. Teil der Auswertung waren RDS (= Respiratory Distress
Syndrome), BPD (= bronchopulmonale Dysplasie), IVH (= intraventrikulare
Hamorrhagie), ROP (= Retinopathia praematurorum), NEC (= nekrotisierende

Enterokolitis) und PVL (= periventrikulare Leukomalazie).

4.8.1. Respiratory Distress Syndrome, Bronchopulmonale Dysplasie

Von 895 vorhandenen Patientendaten war bei mehr als der Halfte aller Patienten
(n=523, 58,4%) eine Form des Respiratory Distress Syndrome (RDS) nachweisbar.
Davon waren mit 200 VLBW-FG (38,2%) die meisten von einem RDS Grad Il betroffen,
gefolgt von 150 Patienten (28,7%) mit RDS Grad Ill und 136 Patienten (26,0%) mit
einem erstgradigen RDS. Insgesamt war die Allelverteilung innerhalb der RDS-
Auspragungen derer in der Gesamtpopulation relativ ahnlich. Eher mildere Verlaufe mit
RDS Grad | waren mit 68,4% etwas haufiger bei Patienten mit dem Wildtyp zu

beobachten.

Bei 69,6% der untersuchten Patienten war keine bronchopulmonale Dysplasie (BPD)
nachweisbar. 145 Patienten (16,8%) hatten eine BPD in milder Auspragung, gefolgt von
94 Patienten (10,9%) mit moderater BPD und 24 Patienten (2,8%) mit schwerwiegender

BPD. Bei nicht vorhandener BPD und BPD mit milder bis moderater Auspragung waren
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der Gesamtpopulation entsprechende Allelverteilungen zu beobachten. Im Bereich der
schwerwiegenden BPD fiel mit 20,8% eine deutlich geringere Rate an Tragern einer
heterozygoten Mutation und mit 12,5% eine hohe Rate an Tragern einer homozygoten

Mutation auf.

4.8.2. Intraventrikuldre Himorraghie, Periventrikuldre Leukomalazie

Bei 84,5% der Patienten war keine intraventrikulare Hamorraghie (IVH) nachweisbar.
Innerhalb der erkrankten 140 Patienten (15,6%) unterschied sich die Aufteilung wie
folgt: Grad | 50 Patienten (35,7%), Grad Il 41 Patienten (29,3%), Grad Ill 16 Patienten
(11,4%), Grad IV 31 Patienten (22,1%). Bei zwei Patienten (1,4%) war eine nicht weiter
differenzierte intrazerebrale Blutung beschrieben. Bei den Patienten ohne IVH
entsprach die Mutationsverteilung jener der Gesamtpopulation. Innerhalb der 1., Il. und
IV.-gradigen IVH ist jedoch eine Umverteilung der Mutationsrate zu beobachten. Bei
IVH Grad | sieht man einen mit 72,0% hoheren Anteil an Patienten mit Wildtyp, die
heterozygote Mutation ist nur mit 24,0% vertreten. Bei der IVH Grad Il ist diese
Tendenz noch etwas ausgepragter. Im Bereich der IV-gradigen IVH zeigt sich eine eher

gegenlaufige Verteilungsrate mit 54,8% Wildtyp und 41,9% heterozygoter Mutation.

Beim Nachweis einer periventrikularen Leukomalazie (PVL) fand keine Unterteilung
nach Schweregrad statt. Insgesamt handelt es sich bei der PVL um eine seltene
Folgeerkrankung bei Fruhgeborenen und so hatten 95,5% der VLBW-FG unserer
Patientenpopulation keine PVL. Bei 36 Patienten (4,5%) war eine PVL nachweisbar. Es
bestand kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer PVL und der

Allelverteilungsrate.

4.8.3. Retinopathia praematurorum, Nekrotisierende Enterokolitis

In unserer Studienpopulation konnten Augenarztbefunde von 779 VLBW-FG bezuglich
einer Retinopathia praematurorum (ROP) ausgewertet werden. Davon hatten 84,6%
einen unauffalligen Befund. Eine ROP 1 war bei 36 Patienten (30%) nachweisbar, eine
ROP 2 bei 53 Patienten (44,2%), eine ROP 3 bei 28 Patienten (23,3%), eine ROP 4 bei
einem Patienten (0,8%) und lediglich bei zwei Patienten (1,7%) eine ROP 5. Im Bereich
der ROP 0, 3, 4 und 5 entsprach die Allelverteilung derer der gesamten
Studienpopulation. Bei den Patienten mit ROP 2 entsprachen nur 55,6% dem Wildtyp,

wahrend bei 41,7% eine heterozygote Mutation nachweisbar war. 69,8% der Patienten
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mit ROP 2 waren dem Wildtyp zugeordnet, nur 24,5% der heterozygoten Allelverteilung

und ganze 5,7% der homozygoten Mutation.

Bei 893 Patienten waren Daten zur nekrotisierenden Enterokolitis (NEC) dokumentiert.
Davon hatten 89,9% keine NEC. Bei den erkrankten Patienten waren 19 (21,1%) von
einer NEC Stadium 1, 27 (30,0%) von einer NEC Stadium 2a, 15 (16,7%) von einer
NEC Stadium 2b und 29 (32,2%) von einer NEC Stadium 3 betroffen. Bei den nicht
erkrankten Patienten zeigten sich keine Abweichungen in der Allelverteilung im
Vergleich zur Gesamtpopulation. Bei den Patienten mit Stadium 1 und 2b fiel eine
erhohte Anzahl an Patienten mit Wildtyp (Stadium 1: 73,7%, Stadium 2b: 73,3%) und
eine geringere Anzahl an Patienten mit heterozygoter Mutation (Stadium 1: 21,1%,
Stadium 2b: 13,3%) auf. In Relation dazu stieg die Rate homozygoter Mutationen von
5,26% im Stadium 1 auf 13,3% im Stadium 2b.

Tabelle 9: Verteilung der COX-2 Polymorphismen in Bezug auf verschiedene Outcome-Parameter.
Die Daten beziehen sich zum groften Teil auf tiberlebende VLBW-Friihgeborene. Die Zahlen sind

absolut (n), in Prozent (%) oder als Median (min; max.) dargestelit.

Outcome- COX-2 Polymorphismus
Parameter

WT, n (%) HE, n (%) HO, n (%) Studienpopulation
Verweildauer 62 (11; 363) | 58 (10; 209) 61 (20; 144) 61 (10; 363)
(Tage)
Beatmung (Tage) 10 (0; 185) | 9 (0; 156) 12 (0; 110) 10 (0; 185)
BPD, n (%) 171 (65,0) 82 (31,2) 10 (3,8) 263
CRIB-Score 4 (0; 15) 3(0;17) 4 (0; 15) 4 (0;17)
IVH, n (%) 93 (66,4) 42 (30,0) 5 (3,6) 140
NEC, n (%) 60 (66,7) 25 (27,8) 5 (5,6) 90
PVL, n (%) 24 (66,7) 11 (30,6) 1(2,8) 36
RDS, n (%) 336 (64,2) 167 (31,9) 20 (3,8) 523
ROP, n (%) 76 (63,3) 39 (32,5) 5 (4,2) 120
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4.9. Mehrlinge und COX-Polymorphismen

Mehrlingsschwangerschaften sind bekanntermallen vermehrt mit einer
Frihgeburtlichkeit assoziiert. Dementsprechend war ein vermehrtes Vorkommen von
Mehrlingen im Vergleich zu reifen Neugeborenen zu erwarten. Von 913 Patienten gab
es 614 Einlinge (67,3%), gefolgt von 215 Zwillingen (23,6%), 74 Drillingen (8,1%) und 8
Vierlingen (0,9%). Bei den Einlings- und Zwillingsgeburten kam der Wildtyp (63,2%
Einlinge, 61,4% Zwillinge) haufiger vor als im Bereich der Drillingsgeburten (53%). Die
heterozygote Mutation lag bei Einlings- und Zwillingsgeburten bei 33,7% (Einlinge) und
33,0% (Zwillinge). Bei 23,0% der Drillingsgeburten war eine heterozygote Mutation
nachweisbar. Die acht Vierlingsgeschwister entsprechen jeweils dem Wildtyp. Ein

signifikanter Zusammenhang war zwischen keiner der Variablen darstellbar.

4.10. Einfluss der Ethnizitat

Zusammengefasst lieBen sich 38 unterschiedliche Ethnizitdten im Bereich der
gesamten Studienpopulation beobachten. Bei 266 von 913 untersuchten Patienten
waren keine Angaben zur Ethnizitat in den Patientenakten zu finden. Die Ubrige
Studienpopulation ist mit dem grof3ten Anteil von 323 Patienten deutscher Herkunft,
gefolgt von 64 Patienten turkischer Herkunft. Aus arabischen Landern (Algerien,
Agypten, Iran, Libanon, Syrien) stammten insgesamt 18 Patienten der Studie. Die
haufigste Ethnizitdt waren dabei elf Patienten aus dem Libanon. Im Bereich der
Mutationsverteilungen ist, auch unter Bertcksichtigung der Ethnizitat, kein signifikanter
Unterschied zu erkennen. So setzt sich beispielsweise die Patientengruppe mit
deutscher Herkunft aus 227 Patienten vom Wildtyp sowie 86 Patienten mit

heterozygoter und zehn Patienten mit homozygoter Mutation zusammen.
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5. Diskussion

Bei VLBW-Fruhgeborenen (<1500 g GG) kommt es in etwa 50 % und bei ELBW-FG in
70% der Falle (158) zu einer Persistenz des Ductus arteriosus. Somit stellt der PDA
weiterhin eine der groften Herausforderungen in der Behandlung und erfolgreichen
Therapie von sehr unreifen Frihgeborenen dar. Auch wenn eine Korrelation zwischen
einem PDA und Fruhgeborenenerkrankungen wie IVH, ROP und BPD weiter diskutiert
wird, versucht man aufgrund eines moglichen kausalen Zusammenhangs das Outcome
von VLBW-FG mit einer adaquaten Ductustherapie zu verbessern. Um ein erhdhtes
Risiko an Komplikationen, die ein operativer Verschluss des PDA vor allem bei ELBW-
Frihgeborenen mit sich bringt zu vermeiden, wird versucht die Therapie moglichst
nebenwirkungsarm mittels COX-2 Inhibitoren medikamentds durchzufuhren. In Folge
der bestehenden Unreife ist eine COX-Hemmer Therapie bei VLBW-Fruhgeborenen
jedoch nur in etwa 70% der Falle und bei ELBW-Frihgeborenen sogar lediglich in 60%
der Falle erfolgreich (146-148). Insbesondere die medikamentdse Therapie wird in
Abhangigkeit von den jeweiligen Klinikstandards weiterhin unterschiedlich angewendet.
In den letzten Jahren wird zudem immer mehr in Frage gestellt, ob die Therapie eines
PDA dberhaupt notwendig ist und die Prognose von VLBW-FG wirklich direkt
verbessert (159-161). Interessant sind dabei Studien, die eine hohe
Spontanverschlussrate des PDA zeigen (162, 163). Zudem geht man mittlerweile
vermehrt auf die Wiedereroffnungsraten und folglich teilweise starkeren unerwlnschten
Therapienebenwirkungen ein, die bis zum erfolgreichen Verschluss nach der Therapie
mit mehreren Zyklen der COX-Hemmer auftreten (28-30, 164).

Die COX-2 spielt eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie des PDA. Sie beeinflusst
den intrauterinen intrinsischen Tonus der Ductuswand, ist essentiell notwendig fur den
postnatalen Ductusverschluss und ausschlaggebend fur die Therapie des PDA mit
COX-2 Inhibitoren. Auch bei einer Wiedereroffnung eines bereits verschlossenen PDA,

vor allem im Rahmen von Infektionen, spielt die COX-2 eine Schlusselrolle.

Inwiefern genomische Veranderungen der COX-2 einen Einfluss vor allem auf die
Inzidenz eines hsPDA und die Erfolgsrate der medikamentosen Therapie mit COX-
Hemmern haben, ist bisher nicht geklart. Daher wollten wir anhand unserer Studie
beobachten, ob es im Rahmen des COX-2 765G>C Polymorphismus zu einem

gehauften Auftreten eines hsPDAs kommt, einen moglicherweise bestehenden
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Zusammenhang zwischen dem COX-2 765G>C Polymorphismus und anderen
Frihgeborenenerkrankungen betrachten und untersuchen, ob der Polymorphismus auf

die Wiedereroffnungsrate des PDA Einfluss nimmt.

Im Rahmen unserer Studie konnten wir die nach optimierter Durchfihrung erfolgte
PCR-Analyse des COX-2 765G>C Polymorphismus an einer grof3en Patientenkohorte
von 913 VLBW-Fruhgeborenen in Kombination mit den umfangreichen klinischen Daten
dieser Patienten verwenden, um unserer Fragestellung nachzugehen und mogliche

Zusammenhange herzustellen.

In unserem Fall zeigte sich eine Inzidenz eines PDA bei VLBW-FG von 47,4% (n=433).
Dies lasst sich mit der aktuellen Datenlage vereinbaren. Auch konnten beispielsweise
Benitz et al. in einer Ubersichtsarbeit zeigen, dass die Inzidenz eines PDA mit
geringerem Gestationsalter und abnehmendem Geburtsgewicht steigt (9). Hagadorn et
al. haben in einer retrospektiven Studie mit einem Patientenkollektiv von 13853 VLBW-
FG einen klaren Zusammenhang zwischen Unreife und Inzidenz eines PDA bewiesen
(165). Erganzend zur Unreife haben kranke Frihgeborene, und Fruhgeborene mit
hoherem CRIB-Score auch ein hoheres Risiko einen PDA zu entwickeln. Dies scheint
unter anderem auf die erhohte Prostaglandin- und NO-Sensitivitdt von VLBW-
Frihgeborenen zurlckzufuhren zu sein (24, 166). Wir konnten mit unserer
Studienpopulation bestatigen, dass Patienten mit abnehmendem Gestationsalter
(Median GA: mit PDA 26,7 SSW vs. ohne PDA 30,0 SSW) und niedrigerem
Geburtsgewicht (Median GG: mit PDA 895g vs. ohne PDA 1240g) deutlich haufiger
einen PDA hatten. Ebenso zeigte sich in unserem Patientenkollektiv ein hoherer CRIB-
Score bei Patienten mit PDA (Median CRIB: mit PDA 5 vs. ohne PDA: 1).

Von der Gesamtzahl an Patienten mit PDA wiesen 59,6% eine hamodynamische
Relevanz, und somit einen chirurgischen oder medikamentdésen Therapiebedarf auf.
Bezogen auf unsere Gesamtpopulation ergibt das 28,3% der VLBW-FG mit hsPDA
(n=258), was im Vergleich zu anderen Studien etwas weniger ist (165, 167). Betrachtet
man die Patienten mit PDA, so konnten wir aufzeigen, dass der grof3te Anteil der
Spontanverschlisse bis zum 7. Lebenstag stattfindet. Auch diese Angabe ist mit der
aktuellen Datenlage vereinbar und unterstreicht die vermehrt gestellte Frage, ob eine
chirurgische oder konservativ-medikamentose Therapie eines PDA besonders bei FG

mit hdherem GA und GG Uberhaupt heutzutage noch sinnvoll ist (168).
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Zum medikamentdsen PDA-Verschluss wurden zum Zeitpunkt der Datenerhebung in
unserer Population die COX-Hemmer Indometacin und Ibuprofen verwendet. Von einer
Therapie mit Indometacin ist man mittlerweile infolge des hohen Spektrums an
unerwlnschten Nebenwirkungen wieder abgekommen. In der Literatur wird eine
vergleichbare Wirksamkeit beider Medikamente beschrieben (148, 169). In unserer
Studienpopulation unterschied sich die Wirksamkeit der beiden Medikamente nur
minimal, nicht signifikant. 48,5% der Patienten wurden mit Ibuprofen und 51,5% mit
Indometacin therapiert. Wurden VLBW-FG mit Ibuprofen behandelt, so war eine
Erfolgsrate von 70,3% zu verzeichnen. Bei Patienten, die mit Indometacin behandelt

wurden, war sie mit 66,9% etwas geringer.

In unseren Ergebnissen zeigte sich bei der Gesamtpopulation eine Allelfrequenz von
36,3%, wobei 32,5% auf eine heterozygote und 3,8% auf eine homozygote Mutation
entfallen. Verglichen mit der Gesamtpopulation ist die Allelverteilung im Bereich der
Studienpopulation mit PDA in Bezug auf die homozygote Mutation mit 3,6% nahezu
gleich. Betrachtet man die heterozygote Mutationsrate, so ist sie mit 35,4% etwas
haufiger bei den VLBW-FG mit PDA vertreten. Dies wiederum ist gleichbedeutend mit
einer niedrigeren Rate an Wildtyp bei diesen Kindern (Studienpopulation mit PDA
60,8% vs. Gesamtpopulation 63,7%). Bei den VLBW-FG ohne PDA ist wiederum zu
beobachten, dass eine niedrigere heterozygote Mutationsrate mit 29,3% und anteilig
eine grolRere Patientengruppe von 66,7%, die den Wildtyp tragt, vertreten ist. Die
homozygote Allelverteilung ist dabei mit 3,9% nahezu identisch. Innerhalb der
Studienpopulation konnten wir die Allelfrequenzen bei VLBW-FG mit hsPDA weiter
differenzieren. Es zeigt sich eine seltener vorkommende heterozygote Mutation mit
29,1%, eine etwas geringere homozygote Mutation mit 3,1% und ein Anstieg derjenigen
Patienten mit Wildtyp auf sogar 67,8%. So stellt sich die Frage, warum diese
Allelfrequenzen im Bereich der Studienpopulation der VLBW-FG mit PDA, sowie auch
bei VLBW-FG mit hsPDA in die gleiche Richtung verschoben sind. Mdglicherweise stellt
die heterozygote Mutation einen protektiven Faktor fur das Auftreten eines PDA dar,
einen signifikanten Zusammenhang gibt es jedoch nicht. Ein Vergleich mit ahnlicher
Literatur ist leider nicht moglich, da zu diesem Thema bisher keine veroffentlichten

Studien existieren.
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In Bezug auf die Geschlechtsverteilung liel3 sich kein signifikanter Zusammenhang

bezuglich der Haufigkeitsverteilung der Polymorphismen darstellen.

Der Ductusverschluss ist ein multifaktorielles Ereignis und unterliegt sowohl pra- als
auch postnatal verschiedenen Mechanismen, welche von genetischen Komponenten
beeinflusst werden. Bisher existiert neben unserer keine weitere Studie, die den
Einfluss von COX-2 Polymorphismen auf den Ductusverschluss an einer so grofl3en
Kohorte von VLBW-Fruhgeborenen untersucht hat. In der Literatur wird eine genetische
Pradisposition in Bezug auf den PDA viel diskutiert. Demnach ist der von uns
untersuchte COX-2 Polymorphismus allem Anschein nach nicht der einzige genetische
Polymorphismus, der auf das Auftreten und den Verschlussvorgang des PDA Einfluss
nimmt. So konnte beispielsweise auch beim Vorliegen von VEGF-Rezeptor- und CYP-
Polymorphismen von einer moglichen Auswirkung auf den Ductusverschluss

auszugehen sein (170, 171).

Dagle et al. haben zum Beispiel 1013 ELBW-Frihgeborene auf insgesamt 1634 single
nucleotid Polymosphismen (SNPs) hin untersucht und konnten mehrere Genvarianten
darstellen, die im Zusammenhang mit dem Auftreten eines PDA stehen. So wurde
beispielsweise ein signifikanter Zusammenhang zwischen SNPs des endothelialen
PAS-Domanen enthaltenden Protein 1 (EPAS1), auch bekannt als Hypoxie-
induzierbarer Faktor 2-alpha, erkannt. Des Weiteren konnte eine Genvariante im
PTGIS-Gen, welches die Prostacyclinsynthase kodiert, in einen signifikanten

Zusammenhang mit dem Auftreten eines PDA gebracht werden (22).

Auch Lewis et al. beschreiben verschiedene genetische Risikofaktoren, wie die
Haufung eines PDA unter Geschwistern, ganz besonders aber ein gehauftes
Vorkommen unter monozygoten Zwillingen (172). Mani et al. gehen in ihrer
Untersuchung an 358 Fruhgeborenen zudem auf die familiare Haufung und
Konsanguinitat der Eltern ein (173). Yamaguchi et al. konnten in einer retrospektiven
Zwillingsstudie an 445 VLBW-FG ein familiar gehauftes Auftreten des PDA nachweisen
(174).

Obwohl die Einflisse verschiedener genetischer Polymorphismen auf das
Vorhandensein eines PDA und den Ductusverschluss unumstritten sein durften, so ist
dabei nicht zu vergessen, dass die Unreife eines VLBW-FG an sich zweifellos einen

weiteren sehr wichtigen Einflussfaktor beim Verschluss des Ductus arteriosus darstellt
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und eine klare Unterscheidung beziehungsweise Gewichtung jener beiden Faktoren

kaum maglich ist.

Die Cyclooxygenase-2 ist ein essentielles Enzym in den ersten beiden Schritten der
Prostaglandinsynthese. Sie konvertiert die Arachidonsaure uber Prostaglandin G, zu
Prostaglandin Hj, welches als Substrat fur die daraus entstehenden aktiven
Prostanoide steht. So spielt die COX-2 eine zentrale Rolle bei entziindlichen Vorgangen
und ist vor allem in akut oder chronisch entziindlichem sowie vorgeschadigtem Gewebe
induzierbar. Hohe Grundkonzentrationen der COX-2 konnten vor allem in Nieren,
Pankreas, Uterus, Ovarien und Makrophagen nachgewiesen werden. Bei
Neugeborenen unter 38 SSW konnten COX-1 und COX-2 in allen Ductusregionen
nachgewiesen werden. COX-2 war dabei in geringerer Auspragung vorhanden (108,
128). Postnatal wurde eine deutliche Induktion der COX-2 durch erhodhten
Sauerstoffpartialdruck beobachtet. Trivedi et al. zeigten aber auch, dass bei
frihgeborenen Mausen eine deutlich geringere COX-2 Induktion stattfand, was ein
erhohtes Risiko fur einen PDA mit sich bringt (21).

Wissenschaftlich belegt ist zudem ein vermehrtes Auftreten der COX-2 bei
neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson, und
bei kolorektalem, Bronchial-, Mamma- und Prostatakarzinom. Eine selektive Regulation
der COX-2 kann beispielsweise durch Glukokortikoide erfolgen (175). Die Induktion der
COX-2 Expression erfolgt durch Zytokine, Lipopolysaccharide, Wachstumsfaktoren und

mechanische Reize.

Eine weitere, fur Frihgeborene wichtige Rolle der COX-2 liegt in der Interaktion
zwischen COX-2 und NO. Peroxynitrit, ein aus NO und O2 gebildetes Oxidans, reagiert
mit der Cyclooxygenase und kann dadurch die Prostaglandinsynthese aktivieren. Eine
niedrige Konzentration verhindert die Prostaglandinsynthese, sodass ein reduzierter
gefalBmodulierender Effekt erzielt werden kann. Dies scheint auf einem Feedback-
Mechanismus zwischen NO und COX zu beruhen, wodurch eine Deletion der COX zu
einer Hochregulation der NO-Synthase fuhrt (126, 135). Es ist auch beschrieben, dass
die COX-2 einen essentiellen Stellenwert beim verspateten PDA-Verschluss und bei

der Wiedereroffnung des PDA im Rahmen von schweren Infektionen hat (28).

Wie bereits beschrieben, entsprechen Patienten mit hsPDA, in Bezug auf die

Mutationsrate der Gesamtpopulation, haufiger dem Wildtyp und dafur seltener der
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heterozygoten oder homozygoten Mutation. Der Verschlusszeitpunkt scheint durch die
Allelfrequenzen aber nicht eindeutig beeinflusst zu werden. Zwar zeigt sich eine
Abnahme der heterozygoten Allelverteilung bei einem PDA-Verschluss nach dem 7.
Lebenstag, jedoch gleicht sich diese weitestgehend zu Gunsten der homozygoten
Mutation aus. Das Maximum an homozygoten Mutationen ist bei VLBW-FG mit PDA bei
der Entlassung zu beobachten. Dieser Anteil der Studienpopulation ist mit insgesamt
nur vier Patienten jedoch so gering, dass die Signifikanz dieser Feststellung aufgrund
der geringen Gruppengroflie nicht gegeben ist. Im Umkehrschluss liegt die Vermutung
nahe, dass sich eine heterozygote Allelverteilung positiv auf einen friheren PDA-
Verschluss auswirkt. Dies lasst sich anhand der Allelverteilung, die in dieser Gruppe

wieder nur der Allelfrequenz der Gesamtpopulation entspricht, nicht erharten.

In der Behandlung eines hamodynamisch signifikanten PDA stellt die medikamentose
Therapie mit COX-Hemmern die Therapie der Wahl dar, wird aber in verschiedenen
Studien widerspruchlich behandelt. Nach wie vor werden Kinder mit hsPDA
medikamentds primar mit |Ibuprofen oder Indometacin behandelt. Unterschiede in den
Therapieleitlinien bestehen dabei nicht nur klinik- sondern auch landertbergreifend (84,
176, 177). In dieser Arbeit wurden 88,8% der VLBW-FG mit hsPDA einer
medikamentdsen Therapie mit COX-Hemmern unterzogen. Es standen dabei Ibuprofen
und Indometacin zur Verfugung. In unserer Klinik wurde bis 2004 vorrangig Indometacin
verwendet. Danach fand aufgrund des Profils an unerwinschten Nebenwirkungen ein
Wechsel auf ein Therapieregime mit Ibuprofen statt. Innerhalb unserer
Studienpopulation sind beide Medikamente in ihrer Anwendung nahezu gleich haufig
vertreten. 118 VLBW-Fruhgeborene unserer Studie wurden mit Indometacin und 111

mit Ibuprofen therapiert.

Die von uns beobachteten Erfolgsraten beider Medikamente sind mit den Ergebnissen
aktueller Studien zu vergleichen. Wahrend |buprofen eine Responder-Rate von 70,3%
aufwies, war eine medikamentose Therapie mit Indometacin bei 66,9% unserer VLBW-
FG erfolgreich. Einen signifikanten Unterschied im Behandlungserfolg zwischen den
beiden Medikamenten konnten wir in unserer Studienpopulation von VLBW-FG nicht
aufzeigen. Diese Zahlen decken sich auch weitestgehend mit aktuellen Arbeiten, die
eine Non-Responderrate von etwa 30% bei beiden COX-Hemmern beschreiben (62,
75). Die leicht erhdhte Rate an Non-Respondern nach Indometacin-Therapie ist dabei

moglicherweise auf die hohe Anzahl an extremely low birth-weight FG (ELBW-FG)
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innerhalb der Studienpopulation zurlckzufuhren. Eine in Abhangigkeit vom
Geburtsgewicht sinkende Responderrate ist dabei fur beide COX-Hemmer

gleichermal3en bekannt (75).

In Bezug auf die Responderraten und die Allelverteilung der unterschiedlichen
Therapieformen lie® sich sowohl bei Ibuprofen als auch bei Indometacin eine
Verschiebung in Richtung der heterozygoten und homozygoten Polymorphismen bei
notwendiger sekundarer Ligatur beobachten. Bei VLBW-FG mit Wildtyp war ein
bleibender Therapieerfolg mit 42,4% bei Ibuprofen-Therapie etwas haufiger verglichen
mit nur 38,5% bei der Indometacin-Therapie. Unabhangig von der medikamentosen
Therapie betrachtet ist die Responderrate beim Wildtyp (Indometacin 73,4%; Ibuprofen
70,5%) deutlich hoéher als bei der heterozygoten Mutation (Indometacin 24,1%;
Ibuprofen 25,6%). Auch wenn man lediglich die Allelverteilung von ELBW-FG in Bezug
zum Therapieerfolg betrachtet, so zeigt sich auch in dieser Gruppe die niedrigere Rate
an heterozygoten Mutationen. Die Verteilung in Bezug auf die jeweilige medikamentdse
Therapie ist dabei nahezu identisch (ELBW Indometacin und Ibuprofen: 72,7% Wildtyp;
22,7% heterozygot; 4,5% homozygot). Als ursachlich hierfur ware eine Loss-of-
Function-Mutation beim COX-Polymorphismus, welche die Kontraktilitdt des
Ductusgewebes reduziert, in Betracht zu ziehen. Von einem vollstandigen
Funktionsverlust durch diese Mutation ist nicht auszugehen, da bei der heterozygoten
Mutation ebenfalls ein Ansprechen auf die Therapie vorhanden ist (Indometacin 24,1%;
Ibuprofen 25,6%). Ein kleiner Unterschied des Therapieerfolges zeigte sich bei
Betrachtung des Re-Openings, also der Wiedereroffnungsraten nach erfolgreicher
medikamentdser Therapie, welche nach Ibuprofengabe mit 13,0% im Gegensatz zu
17,1% nach Indometacin etwas geringer ausfiel. Die Allelverteilung in der betrachteten
Gruppe des Re-Openings nach Indometacintherapie entsprach derjenigen der
Gesamtpopulation, wahrend nach Ibuprofengabe eine Haufung der Wiederertffnung
beim Wildtyp zu beobachten war. Folglich ist im Bereich der heterozygoten Mutation
eine geringere Wiedereroffnungsrate zu sehen. Es stellt sich die Frage, ob die
heterozygote Mutation moglicherweise eine protektive Wirkung auf den Therapieerfolg

nach Ibuprofen hat und falls ja, wodurch diese bedingt sein konnte.

Bei 67,7% aller VLBW-FG, die eine medikamentdse Therapie erhielten, war der erste
Therapiezyklus erfolgreich. Ein zweiter Therapiezyklus war bei weiteren 28,8%

notwendig. Bei der Anzahl der Therapiezyklen entspricht die Allelverteilung
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weitestgehend der Gesamtpopulation und es waren keine signifikanten Unterschiede in
Bezug auf die Mutationsverteilung zu beobachten. Es gab jedoch eine kleine Kohorte
mit sieben VLBW-FG, bei denen ein dritter Zyklus der COX-Hemmer zum
medikamentosen Ductusverschluss notwendig war. In dieser Gruppe zeigte sich eine
signifikant hohere Rate an Patienten mit Wildtyp (n= 7; 85,7%) und nur eine sehr
geringe heterozygote Allelverteilung mit 14,2% (n= 1). Homozygote Mutationen

kommen dabei gar nicht vor.

Wir konnten das bekannte Phanomen verzeichnen, dass ein niedrigeres
Geburtsgewicht (Median GG: 743g vs. 847g) zu geringeren Responderraten und
erhdhtem Vorkommen an Wiedererdffnung nach erfolgter Therapie fuhrt. Dies deckt
sich auch mit der Untersuchung von Halil et. al, in der als Risikofaktor fur vermehrtes
Vorkommen von Therapiezyklen und Re-Opening besonders ein geringeres
Geburtsgewicht als Risikofaktor beschrieben wird (28). In Bezug auf das Gestationsalter
war in unserer Studie keine signifikante Differenz darstellbar (Median GA: 25,2 SSW
Non-Responder vs. 26,0 SSW Responder). Auch wenn eine Tendenz in Richtung
Therapieversagen bei niedrigerem GA sichtbar wird, so konnten wir die bisher
beschriebenen héheren Responderraten bei einem GA Uber 26 SSW in unserer Studie
nicht eindeutig belegen. Was jedoch bei unserer Studienpopulation klar hervorgeht, ist
die Assoziation eines hdheren CRIB-Scores, welcher ja Geburtsgewicht und
Gestationsalter in die Berechnung miteinbezieht, mit einer héheren Rate an Non-

Respondern (Median Responder 5 vs. Median Non-Responder 7).

Die chirurgische Ligatur des Ductus arteriosus ist in der Regel die Therapie der zweiten
Wahl nach erfolglosen medikamentosen Therapieversuchen. Bestehen allerdings
Kontraindikationen, die gegen eine Therapie mit COX-Hemmern sprechen, so kann
eine operative Ligatur auch als primares Therapieverfahren durchgefihrt werden. Als
Kontraindikationen wurden eine beeintrachtigte Nierenfunktion mit Oligo-/Anurie,
erhohtes Serumkreatinin (> 1,5 mg/dl), eine bestehende NEC, Thrombopenie (<
50000/nl), Sepsis, frische Blutung in Gehirn, Lunge oder Darm, R-L Shunt Uber den
Ductus oder PHT gewertet. In unserer Studie wurde eine primare Ligatur bei 11,2% der
Patienten mit hsPDA durchgefuhrt. Eine sekundare Ligatur war bei 31,4% (n= 72) aller
zuvor mit COX-Inhibitoren behandelten VLBW-FG notwendig. Im Durchschnitt fand eine

sekundare Ligatur am 17. Lebenstag der Patienten statt. In einer aktuellen Meta-
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Analyse von Yan et al. wurde der optimale Zeitpunkt fur eine chirurgische Ligatur
untersucht. Das Alter in Lebenstagen an dem eine chirurgische Ligatur stattfand, deckt
sich dabei mit unserer Untersuchung. Auch wurde gezeigt, dass ein fruher chirurgischer
Verschluss (im Mittel < 21 Lebenstage) ein besseres respiratorisches Outcome und
einen verbesserten Erndhrungsstatus fur VLBW-FG mit sich bringt (178). Betrachtet
man die Polymorphismenverteilung in Bezug auf den Bedarf an operativen Ligaturen,
so lasst sich beobachten, dass bei Patienten mit heterozygoter Mutation haufiger
sekundare Ligaturen notwendig waren (59,7% Wildtyp; 37,5% heterozygot; 2,8%
homozygot). Hierbei ware erneut eine Loss-of-Function-Mutation zu diskutieren. Li et al.
konnten beispielsweise Mutationen im PRDM6-Gen erkennen und einen eindeutigen
Zusammenhang zwischen einem Funktionsverlust dieses Gens und dem Auftreten
eines PDA herstellen (179). PRDMG ist speziell fur die vaskularen glatten Muskelzellen
und die Kontraktilitat des Ductusgewebes zustandig. Ein ahnlicher Zusammenhang

ware auch in unserer Studienpopulation vorstellbar.

In der von uns untersuchten Kohorte wurde zudem der spontane Verschlusszeitpunkt
eines nicht hamodynamisch signifikanten PDA analysiert. Bei 52,8% der Patienten kam
es innerhalb der ersten sieben Lebenstage zu einem Spontanverschluss des Ductus.
Insgesamt 8,2% (n= 75) der VLBW-FG wurden mit einem PDA in die Hauslichkeit
entlassen. Weitere Informationen zu Follow-up Untersuchungen zu einem spateren
Verschlusszeitpunkt lagen uns dabei nicht vor. Semberova et al. konnten eine
vergleichbare Rate an frihen Spontanverschlissen darstellen. Sie beobachteten die
spontane Verschlussrate jedoch sogar Uber einen weitaus langeren Zeitpunkt bis nach
der Entlassung in die Hauslichkeit. Unter Einbeziehung von GA und Gewicht war dabei
eine signifikant hohere spontane Verschlussrate bei einem GA >28+0 SWW und einem
Gewicht von >1250g zu beobachten (162). Betrachtet man in unserer Studienpopulation
die Polymorphismenverteilung, so kann man einen Trend zu einem friheren
Verschlusszeitpunkt bei Patienten mit heterozygoter Mutation und einen spateren
Verschlusszeitpunkt bei Patienten mit homozygoter Mutation erkennen. Dieses
Verteilungsmuster steht im Gegensatz zu unserer Beobachtung, dass bei VLBW-FG mit
heterozygoter Mutation des COX-2 Polymorphismus haufiger eine sekundare Ligatur
nach Versagen der medikamentosen COX-Hemmer-Therapie erforderlich war. Einen
signifikanten = Zusammenhang zwischen dem Verschlusszeitpunkt und der

Mutationsverteilung konnten wir jedoch nicht darstellen.

53



Inwiefern das Bestehen eines hsPDA bei VLBW- und vermutlich noch starker bei
ELBW-Fruhgeborenen die Entstehung typischer, das Outcome maligeblich
bestimmender Folgeerkrankungen tatsachlich beeinflusst, unterliegt der steten
Diskussion. So konnten unterschiedliche Arbeiten zweifelsohne einen signifikanten
Zusammenhang zwischen einem PDA und dem Auftreten einer ROP beschreiben (180,
181), wahrend andere Studien vor allem niedriges Geburtsgewicht, niedriges
Gestationsalter, wiederholte Bluttransfusionen, Sauerstofftherapie und das Auftreten
einer IVH als Hauptrisikofaktoren darstellen konnten (182-187). In Bezug auf die NEC
beschrieben Kessler et al. den PDA als Risikofaktor fur eine hohere Mortalitat im
Rahmen der NEC (32). Kort et al. wiederum stellen einen signifikanten Zusammenhang
zwischen dem PDA und der NEC, sowie der BPD, der ROP und einer erhohten
Mortalitatsrate in Frage und sehen den PDA eher nur als isolierten Risikofaktor fur die
IVH an (33). Mehrere Studien konnten einen Zusammenhang zwischen einer hoheren
Mortalitatsrate bei Patienten mit NEC und PDA feststellen (32, 34). Dollberg et al.
sehen den PDA zwar als Risikofaktor fur die Entstehung einer NEC, kbnnen dabei aber
keinen Zusammenhang mit hoherer Mortalitat, auch nicht in Bezug auf die Therapie mit

Indometacin, feststellen (188).

Ein viel diskutiertes Thema in der Literatur ist der Zusammenhang zwischen
genetischen Polymorphismen und typischen Fruhgeborenenerkrankungen wie RDS,
BPD, IVH, PVL oder ROP. Wir konnten darstellen, dass es bei hdhergradigem RDS zu
einer Verschiebung der Allelfrequenzen kommt. Ist es bei minimaler Auspragung
vorrangig der Wildtyp, sieht man, dass bei RDS Grad Il eine gehaufte homozygote
Mutation und bei RDS Grad IV eine deutlich hohere heterozygote Mutation vorhanden
ist. Im Zusammenhang mit der BPD konnte in dieser Studie zudem eine deutliche
Verschiebung der Allelfrequenzen beobachtet werden. Bei schwerwiegender
Auspragung (BPD Grad 3) ist vor allem eine homozygote Mutation vermehrt darstellbar
und die heterozygote Mutation deutlich geringer vertreten. Inwiefern es sich bei dieser
Beobachtung um relevante Ergebnisse handelt, Iasst sich aufgrund der geringen
Fallzahl (n= 24 mit schwerwiegender BPD, davon n= 3 mit homozygoter Mutation) nicht

eindeutig beurteilen.

In Bezug auf die IVH konnten wir erkennen, dass der Wildtyp bis zur IVH Grad lll

deutlich haufiger vertreten war; hier waren es sogar 75,0%, wahrend nur 18,8% der
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heterozygoten Allelverteilung entsprachen. Einzig bei der IVH Grad IV zeigte sich eine
genau gegenlaufige Tendenz mit vermehrtem Vorkommen heterozygoter Mutation auf
Kosten des Wildtyps. Auf den ersten Blick scheint der Wildtyp moglicherweise als
protektiver Faktor bei der IVH zu gelten. Es stellt sich aber die Frage, warum bei
schwerer Auspragung die Verteilung genau gegenlaufig war. Insgesamt waren 31
Patienten (22,5%), bei denen eine IVH nachweisbar war, von einer IVH Grad IV
betroffen. Betrachtet man die retinopathia praematurorum, so schien wiederum die
heterozygote Allelverteilung mit einer milderen Auspragung im Zusammenhang zu
stehen. In retinalen Muller- und Endothelzellen wurde eine Erhohung der COX-2
Aktivitat und somit der PGE, durch NO dargestellt. Der durch die Hypoxie induzierte
Anstieg des VEGF fuhrt zu einer Steigerung der retinalen Angiogenese und ist somit
Schlusselfaktor in der Entstehung der ROP. Beharry et al. konnten in diesem
Zusammenhang die praventive Wirkung von COX-2 Hemmern auf die Entwicklung der
ROP darstellen. Ein eindeutiger Benefit, vor allem aufgrund des Nebenwirkungsprofils
der medikamentosen Therapie, konnte aber noch nicht bewiesen werden (189, 190).
Fir die nekrotisierende Enterokolitis (NEC) zeigte die Auswertung ebenfalls einen

moglicherweise protektiven Faktor bei Vorliegen der heterozygoten Mutation.

Zusammenfassend lasst sich aus unserer Studie schlussfolgern, dass kein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem 765G>C Polymorphismus der COX-2 und dem
medikamentosen Therapieerfolg mit COX-Hemmern bei VLBW-FG mit hsPDA besteht.

5.1. Starken und Schwachen der Arbeit

Eine klare Starke der Arbeit ist sicher die grof3e Studienkohorte und umfangreiche
klinische Datenbank. Wir konnten so aus einem groRen Spektrum an Informationen
wahlen und mogliche Zusammenhange untersuchen. Da es sich jedoch um eine
retrospektive Datenanalyse handelt, liel3en sich verschiedene Informationen nicht mehr
rekonstruieren. Auch nach erneuter Durchsicht, der aus dem Archiv bestellten Akten,
konnten nicht alle fehlenden Informationen erganzt werden. Obwohl es bei den VLBW-
FG Richtwerte zur kardiologischen Diagnostik gibt, wurden die Echokardiographien
nicht bei allen Studienkindern an exakt den gleichen Lebenstagen durchgefuhrt. So
lasst sich zwar in die Gruppen Verschluss des PDA bis zum oder nach dem 7.

Lebenstag und PDA bei Entlassung nach Hause unterteilen, eine weitere
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Differenzierung, die fur die Handlungsleitfaden von Bedeutung sein konnte, ist jedoch
leider nicht moglich. Auch eine Follow-up Untersuchung derjenigen Patienten, die mit
PDA entlassen wurden, ist nicht Inhalt dieser Studie. Diese konnte aber fur die
Abwagung zur Sinnhaftigkeit einer PDA-Therapie entscheidende Informationen liefern.
Positiv zu bewerten ist, dass infolge der engen Zusammenarbeit mit der hausinternen
Abteilung fur Kinderkardiologie hohe Qualitatsstandards bei der Untersuchung,
Therapieindikation und Wahl der Therapieoption des hsPDA kontinuierlich gewahrleistet

werden konnten.

Ein weiteres Problem und limitierender Faktor fur die PCR-Untersuchungen war die
Menge des zur Verfugung stehenden Probenmaterials der Patienten. Nachdem bereits
mehrere Studien damit durchgefuhrt wurden, stand nur noch wenig oder zum Teil gar
kein genetisches Patientenmaterial mehr zur Verfugung, sodass leider nicht von allen
Patienten aus der klinischen Datenbank ein PCR-Ergebnis ausgewertet werden konnte
und sich die eigentliche Studienkohorte von 1053 Patienten auf 913 Patienten

reduzierte.

Als besonders vorteilhaft zu bewerten ist die Zusammenstellung einer so grof3en
Patientenkohorte aus einer einzelnen Einrichtung. So bestanden bei allen Patienten
einheitliche Parameter zur Definition und Therapieindikation eines hsPDA. Auch das
Behandlungsregime war, bis auf den Wechsel von Indometacin zu l|buprofen als

verwendeten COX-Hemmer, in der gesamten Studienpopulation gleich.

Wunschenswert ware eine Dokumentation der unerwunschten Nebenwirkungen der
COX-Hemmer-Therapie gewesen. Insbesondere ware es interessant gewesen zu
untersuchen, ob es zwischen der Haufigkeitsverteilung der COX-2 Polymorphismen und
dem Auftreten unerwinschter Nebenwirkungen der Therapie moglicherweise einen

Zusammenhang gibt.

Ebenso ware es interessant gewesen, den Zusammenhang zwischen der
Wiedereroffnung eines PDA im Rahmen einer Sepsis im Zusammenspiel mit den
COX-2 Polymorphismen zu untersuchen. Leider war auch hierzu keine Dokumentation

der klinischen Patientendaten vorhanden.
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affect patent ductus arteriosus incidence or cyclooxygenase inhibitor treatment
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