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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ANP atriales natriuretisches Peptid

BNP brain-type natriuretisches Peptid

BPD bronchopulmonale Dysplasie

cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat

cGMP cyclisches Guanosinmonophosphat

Cl Konfidenzintervall

COX Cyclooxygenase

CYP Cytochrom P450 Komplex

DA Ductus arteriosus

ET-1 Endothelin-1

EP Prostaglandin E, Rezeptor

GA Gestationsalter

GG Geburtsgewicht

hsPDA hamodynamisch signifikanter persistierender Ductus arteriosus
IVH intraventrikulare Hirnblutung

LDH Laktatdehydrogenase

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid
NEC nekrotisierende Enterokolitis

NNT Anzahl der notwendigen Behandlungen (number needed to treat)
NO Stickstoffmonoxid



PDA

PG

PGE

PGE,

PGl,

PVL

ROC

ROP

ROS

RR

SSwW

TBC

uB

ucB

VEGF

VEGF-R

VLBW

persistierender Ductus arteriosus

Prostaglandin

Prostaglandin E

Prostaglandin E,

Prostazyklin

periventrikulare Leukomalazie

Grenzwertoptimierungsmethode (reciever operating characteristic)

Frihgeborenenretinopathie

reaktive Sauerstoffspezies

relatives Risiko

Schwangerschaftswoche

Gesamtbilirubinkonzentration

ungebundenes (freies) Bilirubin

unkonjugiertes Bilirubin

Vaskularer Endothelialer Wachstumsfaktor

Vaskularer Endothelialer Wachstumsfaktor-Rezeptor

sehr untergewichtig (very low birth weight)



1. EINLEITUNG
1.1 Pathophysiologie des persistierenden Ductus arteriosus

Erstmals wurde die fetale Struktur, die wir heute Ductus arteriosus (DA) Botalli' nennen,
von Galen beschrieben?. Die funktionelle Bedeutung wurde jedoch erst erkannt, als
Harvey im 17. Jahrhundert den Blutkreislauf entdeckte®. Virchow beschrieb als erster den
histologischen Unterschied zwischen dem DA und anderen grof3en Arterien sowie dessen
klinische Bedeutung fiir den postnatalen Verschluss*. Die sorgfaltige Untersuchung und
das Verstandnis der physiologischen Reifeprozesse sowie deren genaue zeitliche Ablaufe
ist maRgebliche Voraussetzung zur optimalen Behandlung Friihgeborener und zur
Entwicklung neuer pharmakologischer Interventionen. Im Folgenden werden fokussiert
einige Besonderheiten des Ductusverschlusses, wichtige Ursachen und Auswirkungen
der Ductuspersistenz bei Friihgeborenen sowie verschiedene Therapieoptionen
dargestellt. Diese sind auch Gegenstand der vorliegenden experimentellen und klinischen
Arbeiten.

1.1.1 Anatomie, Funktion und Verschluss wahrend der postnatalen Adaptation

Der DA ist eine fetale GefalRverbindung zwischen dem Pulmonalarterienstamm und dem
absteigenden Teil des Aortenbogens. Embryonal geht der DA aus der sechsten
Pharyngealbogenarterie der linken Seite hervor®. Bereits die frilhe Entwicklung des DA ist
genetisch anders programmiert und flhrt dazu, dass er im Gegensatz zu den
umliegenden elastischen groRen Arterien eine muskuldre GefaRwand entwickelt®. Die
ausgepragte Media des DA ist aus longitudinal und spiralférmig angeordneten Schichten
glatter Muskelzellfasern aufgebaut, die inmitten von konzentrischen Schichten elastischen
Gewebes verlaufen’. Im fetalen Blutkreislauf leitet der DA unter Umgehung der Lunge
einen Grofteil des in der Plazenta mit Sauerstoff angereicherten Blutes direkt vom
rechten Herzen in den grofRen Kreislauf (Abb. 1). Ein Offenbleiben des DA in utero ist flr
den Fetus ebenso wichtig wie sein Verschluss postnatal fir das nun selbstandig atmende
Neugeborene. Der relativ niedrige Sauerstoffpartialdruck und hohe fetale Serumspiegel
verschiedener Prostaglandine (PGE; und PGl,) halten durch ihre vasodilatatorische
Wirkung den DA wahrend der Schwangerschaft offen. Der bereits im Verlauf der
Schwangerschaft in Vorberitung auf seinen Verschluss nach der Geburt einsetzende
vorprogrammierte Umbau des Gefalles ist eine weitere Besonderheit des DA.
Morphologische Veranderungen der Ductusarchitektur zeigen sich ab zweitem Trimenon
der Schwangerschaft. Bis zu diesem Zeitpunkt ist der DA eine muskulare Arterie mit einer
gut ausgebildeten Media und einer prominenten, stellenweise zweischichtigen Lamina

elastica interna, die von einer diinnen Intima ausgekleidet wird®'® (Abb. 2A).
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Ductus arteriosus

Foramen ovale

Abb. 1: Fetaler Kreislauf mit Angabe der prozentualen Beteiligung am kardialen
Output:
Im fetalen Blutkreislauf flief3t ein Drittel des Herzzeitvolumens Uber das Foramen
ovale vom rechten in den linken Vorhof, um anschlielRend Uber die Aorta
ascendens einen grof3en Teil der zerebralen Versorgung zu tbernehmen. Von
den zwei Dritteln des Herzzeitvolumens, die in den Truncus pulmonalis
ausgeworfen werden, gelangen lediglich 8% in die Lunge. Der Uberwiegende
Teil des Blutvolumens wird tiber den DA in die Aorta descendens geleitet, die zu
diesem Zeitpunkt den gleichen GefalRdruck wie der Pulmonalarterienstamm
aufweist.
Im Rahmen seines Reifungsprozesses kommt es durch Migration glatter Muskelzellen aus
der Media in die Intima und infolge der Proliferation luminaler Endothelien zur Ausbildung
von neointimalen Kissen, die eine zunehmende Verdickung der innersten Gefal3schicht
bewirken'" "2 (Abb. 2B). Der Verschluss des DA nach der Geburt verlauft in zwei Phasen.
Nach der initialen Phase des funktionellen Verschlusses folgt der dauerhafte anatomische
Umbau zum Ligamentum arteriosum. Im Rahmen der postnatalen Adaptation bewirkt die
Unterbrechung des Plazentakreislaufs einen Anstieg des systemischen
GefalBwiderstands, einen Wegfall der plazentar produzierten Prostaglandine PGE; und
PGI," und eine Erhéhung des CO.-Partialdruckes. Die infolgedessen einsetzende
Atmung fuhrt Gber einen Anstieg des Sauerstoffpartialdruckes zu einer Erweiterung der
Pulmonalarterien und zu einem Abfall des Widerstands im Lungengefallbett, wodurch der
pulmonale Blutfluss zunimmt. Parallel hierzu reduziert sich der rechts-links Shunt Gber

das Foramen ovale und den DA erheblich (Abb. 3).



Abb. 2: Schematische und histologische Darstellung des morphologischen
Umbaus des humanen DA im Rahmen seines Reifungsprozesses:
Die oberen Bilder zeigen die charakteristische Morphologie eines unreifen DA
mit palisadenartig angeordnetem Endothel, intakter Lamina elastica und
fehlenden Intimakissen. In der unteren Reihe Bilder eines DA im
fortgeschrittenen Reifestadium mit flachem Endothel, fragmentierter Lamina
elastica und deutlich ausgebildeten neointimalen Kissen. Histologische
Gewebeschnitte des DA nach Elastika van Gieson und Hamatoxylin-Eosin
Farbung in 10- und 40-facher Vergréfierung. a, Lamina elastica interna;
b, Intimakissen.

Die erhohte Clearance zirkulierender Prostaglandine in der neonatalen Lunge tragt
postnatal zum weiteren Absinken der Prostaglandinspiegel bei'*. Der endgilltige
Ductusverschluss resultiert aus der Interaktion von lokal gebildeten und zirkulierenden
Faktoren (Abb. 4) sowie der einzigartigen Ductusstruktur'®. Die glatten Muskelzellen des
DA fungieren dabei als Sauerstoffsensor, wohingegen das Ductusendothel vasoaktive
Substanzen freisetzt, die fur die Modulation des ductalen Gefal3tonus wichtig sind. Nach
der Geburt sind der steigende Sauerstoffpartialdruck und die sinkende Konzentration
zirkulierender Prostaglandine die wichtigsten Faktoren, die synergistisch innerhalb von 10
bis 72 Stunden postnatal bei reifen Neugeborenen eine Kontraktion der glatten
Muskelzellen des DA bewirken und somit zum funktionellen Ductusverschluss filhren'®.
Der Mechanismus, durch den Sauerstoff eine Kontraktion des DA induziert, ist

Gegenstand zahlreicher Untersuchungen'”".



Ductus arteriosus

Foramen ovale

Abb. 3: Postnatale Kreislaufzirkulation mit Angabe der prozentualen Beteiligung
am kardialen Output:
Im Rahmen der postnatalen Adaptation fihren sinkender pulmonaler und
steigender systemischer Gefallwiderstand zu einer Abnahme des rechts-links
Shuntflusses Uber das Foramen ovale und tber den DA auf 3-4% des
Herzzeitvolumens.

Infolge des erhdhten Sauerstoffpartialdruckes kommt es zu einer Membrandepolarisation

der glatten Muskelzellen des DA, die Uber einen Kalziumeinstrom die Kontraktion der

Zellen auslost®

. Entwicklungsabhangig regulierte Kaliumkanale ermdglichen ihrerseits
durch die Offnung von spannungsabhéngigen Kalziumkanélen einen gesteigerten
Kalziumeinstrom?'. Zusatzlich kann (iber Freisetzung mitochondrialer reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) und nachfolgender Aktivierung des Rho/Rho-Kinase Signalwegs
eine Kalziumsensibilisierung induziert werden, wodurch eine dauerhafte Gefaltkonstriktion
als Folge anhaltender Phosphorylierung von Myosin-Leichtketten auftritt?> *. AuBerdem
fuhrt Sauerstoff am Ductus zur vermehrten Freisetzung des potenten Vasokonstriktors
Endothelin-1, der intrazelluldres Kalzium G-Protein vermittelt steigert?* 2°. Durch die
erfolgreiche Kontraktion der glatten Muskelzellen bildet sich in der Ductuswand eine
lokale ,Hypoxiezone®, in der die Zellen weder Uber die ebenfalls kontrahierten Vasa
vasorum noch durch Diffusion aus dem Lumen ausreichend mit Nahrstoffen und
Sauerstoff versorgt werden. Folglich dehnt sich die innere avaskulare Zone des DA auf
nahezu die gesamte Gefallwand aus und fuhrt zum Zelltod unterversorgter
Glattmuskelzellen. Ferner hemmt die Gewebehypoxie die lokale Produktion von

Stickstoffmonoxid (NO) und PGE,?. Die resultierende anhaltende Hypoxie ist der
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entscheidende Ausléser fiir die zweite Phase des anatomischen Ductusumbaus'®. In
dieser Phase induziert die verstarkte Bildung Hypoxie-abhangig regulierter
Wachstumsfaktoren wie VEGF und Transforming Growth Factor-f3 (TGF-$) durch
Dedifferenzierung und Proliferation von Glattmuskelzellen den GefalRumbau des DA zum
Ligamentum arteriosum?’. Der komplette anatomisch-morphologische Verschluss des DA

ist erst 2-3 Wochen postnatal abgeschlossen®.

Kontrahierte VSMC Dilatierte VSMC

Endothelzelle

Luminaler
Druck (-)

Abb. 4: Faktoren, die den funktionellen Ductusverschluss beeinflussen:
Neben den Prostaglandinen PGE; und PGl; sind Stickstoffmonoxid (NO)
und der im Blutgefal® herrschende Druck wichtige Mediatoren fiir eine
Ductusdilatation. Im Gegensatz dazu bewirken Endothelin-1 (ET-1), Kalzium
(Ca?") und ein steigender Sauerstoffpartialdruck eine aktive Konstriktion
der DuctusgefaBwand.

Dass auch Thrombozyten eine wichtige Rolle beim Ductusverschluss spielen, wurde erst

t*°. Mittels intravitaler konfokaler

kirzlich durch die Arbeitsgruppe von Echtler aufgedeck
Mikroskopie ist es bei neonatalen Mausen gelungen, die Akkumulierung von
Thrombozyten im Ductuslumen wahrend der Verschlussphase nachzuweisen. Im Modell
von Echtler (Abb. 5) bewirkt die unvollstandige und reversible Kontraktion des DA
zunachst eine Veranderung der luminalen Auskleidung des DA. Durch Aktivierung von
Endothelzellen, Ablagerung des vonWillebrand Faktors und Fibrin bekommt das DA
Lumen ein prothrombotisches Erscheinungsbild. Schliellich flhrt die Ablésung von
Endothelzellen von der Lamina elastica interna zur Freilegung von Kollagen. Dieser
Prozess triggert die Akkumulierung von Thrombozyten, die im Restlumen des DA
zirkulieren. Der entstehende Thrombozytenpfropf verschlie3t das Restlumen des
kontrahierten DA und unterstitzt zusammen mit anderen Faktoren den nachfolgenden
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Ductusumbau. Echtler und Mitarbeiter konnten auch zeigen, dass eine induzierte
Dysfunktion der Thrombozytenadh&sion ebenso wie transgene Defekte der
Thrombopoese (Nfe™ [Nuclear Factor (erythroid-derived 2)] Mause) mit dem Auftreten

eines PDA assoziiert sind.

prénatal Geburt postnatal

ruhender Thrombozyt
aktivierter Thrombozyt
Endothelzelle (EC)
aktivierte Endothelzelle

luminale Zelle
EC Aktivierung Thrombozyten
durchganagig Kontraktion und Abtragung Adhasion Umbau

dilatierte Glattmuskelzelle

o fon 0

kentrahierte Glattmuskelzelle

Abb. 5: Rolle der Thrombozyten beim Umbau des kontrahierten Ductus arteriosus:
Das Schema skizziert die von Echtler et al. postulierte Abfolge der Ereignisse.
Thrombozyten tragen durch thrombotische Okklusion des kontrahierten
Ductuslumens zum postnatalen Ductusumbau und -verschluss bei®°.

Im Gegensatz zu Reifgeborenen weist der vorab beschriebene Verlauf der

Umbauprozesses des DA bei Friihgeborenen einige Besonderheiten auf, die mégliche

Erklarungsansatze fir die klinisch beobachtete hdhere Inzidenz eines PDA sowie die

gesteigerte Tendenz zur Wiedererdffnung eines echokardiographisch bereits als

geschlossen beurteilten DA bei dieser Population liefern (siehe 1.1.4)*.

1.1.2 Rolle der Cyclooxygenasen

Die Cyclooxygenasen (COX) sind die geschwindigkeitsbestimmenden Enzyme der
Prostaglandinsynthese und katalysieren den ersten wesentlichen Schritt der Umwandlung
von Arachidonsaure (Abb. 6). Die beiden Isoenzyme haben ein nahezu identisches
aktives Zentrum, unterscheiden sich aber hinsichtlich ihrer Regulation. COX-1 wird als
Produkt eines nicht-regulierten Gens konstitutiv exprimiert. COX-2 dagegen ist induzierbar
und hat im Vergleich zu COX-1 eine 10-fach héhere Aktivitat. Die induzierbare COX-2
wird in zahlreichen Zelltypen exprimiert und durch physiologische sowie pathologische
zellulare Stressreaktionen mit kurzfristig gesteigertem Bedarf an Prostanoiden, wie bspw.

Entziindungen und Wehentatigkeit, aktiviert.
12
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Abb. 6: Biosynthese und Metabolismus der Prostaglandine beim Menschen:
Die allen Prostaglandinen gemeinsame chemische Grundstruktur leitet sich
von der Prostansaure ab, einer C-20 Carbonsaure mit einem Cyclopentanring.
Die Arachidonsaure ist nicht nur der Vorlaufer fir Prostaglandine, sondern
auch fiir andere biologisch hoch aktive Stoffe, wie Prostazyklin,
Thromboxane und Leukotriene. Die ersten beiden Schritte des zyklischen
Arachidonsaure-Stoffwechsels werden durch die Cyclooxygenase (COX; haufig
auch Prostaglandin-H-Synthase genannt) katalysiert, die Arachidonsaure zu
Prostaglandin Endoperoxiden (PGG; und PGH,) umsetzt. Auf der Stufe des
PGH, verzweigt sich der Arachidonsaure-Stoffwechsel schliefdlich zu den
unterschiedlichen Prostanoiden. Welche Endprodukte jeweils gebildet
werden, wird von den zellspezifischen relativen Aktivitaten der Enzyme der
Folgeschritte bestimmt. Fir jedes Prostanoid steht dabei ein eigenes
terminales Enzym zur Verfligung, z.B. Prostaglandin E,-Synthase. Von den
verschiedenen synthetisierten Prostaglandinen spielt Prostaglandin E, (PGE,)
eine wichtige Rolle. PGE; wird durch das Nicotinsdureamid-Adenin-
Dinukleotid (NAD+)-abhangige Enzym 15-Hydroxyprostaglandin-
Dehydrogenase (PDGH) katalytisch in das biologisch inaktive 15-Keto PGE,
umgewandelt und anschlie®end weiter abgebaut. Fir eine vollstandige
Darstellung der Zusammenhange und die Wechselbeziehung zwischen den
einzelnen Stoffwechselprodukten sei auf Campbell und Halushka verwiesen®'.
TXA,, Thromboxan; PGl,, Prostazyklin; PGD,, Prostaglandin D,; PGF,,
Prostaglandin Fa,.
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Im Rahmen von Entziindungsprozessen kommt es zur Induktion einer ganzen Kaskade
inflammatorischer und ant-inflammatorischer Mediatoren, die die Genexpression und
Aktivitat der COX-2 beeinflussen und zu erhdéhten Plasmakonzentrationen von PGE,
fUhren. Unter den verschiedenen bekannten Prostaglandinen ist PGE, vor mehr als 30
Jahren als der wichtigste Mediator fir die Ductusrelaxation identifiziert worden*2. PGE, ist
fur das Offenhalten des DA in utero unverzichtbar. Erst wesentlich spater wurden die
spezifischen G-Protein gekoppelten Rezeptoren zur Vermittlung der Prostaglandinwirkung

entdeckt (Abb. 7). Der foetale DA exprimiert die PGE,-Rezeptoren EP2, EP3 und EP4.

Phospholipid

l PLA,

Arachidonsaure

coxat cox-2T inflammation

/\ASS/\

Indo, Ibu PGDH
PGE, PGE—’ Abbau

ICAMP JCAMP

f c::r2 — tcAMP

Proteinkinase A B —— Protein
Phosphorylierung

DNA Strange Gen
Transkrlptlon

Abb. 7: Prostaglandin E; (PGE,) Synthese und Rezeptorbindung:
Die Umsetzung der Arachidonsaure mit Bildung von PGE; erfolgt
enzymatisch durch die Cyclooxygenasen (COX-1 und COX-2). Die Aktivitat
der Phospholipase A, (PLA;), die die Arachidonsaure aus Phospholipiden
freisetzt, reguliert die Prostagladinproduktion. Die zahlreichen
unterschiedlichen Wirkungen entfaltet PGE; (iber die Bindung an vier
Unterformen von G-Protein-gekoppelten Membranrezeptoren EP1 - EP4.
Die Interaktion mit diesen Rezeptoren senkt (EP3) oder steigert (EP2 und
EP4) die intrazellularen zyklischen Adenosin-3',5'-monophosphat (cCAMP)
Spiegel oder erhdht die intrazellulare Calcium (Ca) Konzentration (EP1).
PDGH, 15-Hydroxyprostaglandin-Dehydrogenase; ASA, Aminosalicyl-
saure; Indo, Indometacin; Ibu, Ibuprofen.
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Der EP4-Rezeptor ist der starkste Vermittler einer PGE, abhangigen Vasodilatation am
fetalen DA®** *°. Die Signaltransduktion dieses Rezeptors wird {iber den intrazellulren
Anstieg von zyklischem Adenosinmonophosphat vermittelt, der zur Relaxation von
Glattmuskelzellen fiihrt*®. Welche entscheidende Funktion den Prostaglandinen fiir das
Offenhalten des DA zukommt, verdeutlichen der verzégerte Ductusverschluss bei COX-2
defizienten Mausen®” und das Ausbleiben des Ductusverschlusses bei Knockout-Mausen,
bei denen beide Cyclooxygenase Gene deaktiviert wurden®. Die Verstoffwechselung von
PGE; durch die 15-Hydroxyprostaglandin-Dehydrogenase (PDGH) tragt mafigeblich zum
charakteristischen Abfall der PGE,-Spiegel nach der Geburt bei, der fir den
Ductusverschluss aulerst wichtig ist. Auch wenn hierfir der Beweis beim Menschen noch
aussteht, ist es moglich, dass andere Mediatoren, die mit dem Prostaglandinstoffwechsel
interagieren und ebenfalls an der Regulation des Tonus sowie den Umbauprozessen des
DA beteiligt sind, wie bspw. NO und VEGF, sich infolge einer Hemmung der
Prostaglandine verandern. Aus pharmakologischer Sicht ist daher ein besseres
Verstandnis der Prostaglandin abhangigen Signalwege und deren Interaktion mit anderen
Stoffwechselwegen erforderlich, um die medikamentdse Therapie eines PDA gezielt zu

verbessern.

1.1.3 Funktion von VEGF und dessen Rezeptoren

VEGF wurde erstmals 1983 als vascular permeability factor identifiziert*. Produziert wird
VEGF von Makrophagen, aktivierten T-Zellen, Glattmuskelzellen, aber auch Endothelien,
wobei die Genexpression hauptsachlich sauerstoffabhangig tiber den durch Hypoxie
induzierbaren Transkriptionsfaktor 1 (HIF-1) reguliert wird*’. Neben Hypoxie kénnen auch
andere Stimuli wie Wachstumsfaktoren, Ostrogen und NO die Genexpression
beeinflussen*' *2. Die Bezeichnung VEGF charakterisiert eine Gruppe von homologen
Proteinen, die man inzwischen als VEGF-A, -B, -C, -D, -E, PIGF (Placental derived
Growth Factor) und svWEGF (snake venom VEGF) kennt***¢. Besonders hervorzuheben
ist das VEGF-A, von welchem bisher neun verschiedene Subtypen bekannt sind, die
aufgrund unterschiedlichen Gensplicings entstehen®’. Benannt nach der Lange ihrer
Aminosaureketten, sind heute VEGF 121, 145, 148, 162, 165, 183, 189 und 206 bekannt.
VEGF 165 ist zusammen mit dem VEGF 121 und 189 das potenteste und am haufigsten
exprimierte VEGF Protein. Es besitzt einen zusatzlichen Subtyp, das VEGF 165b, das
als endogene Form hemmend auf VEGF 165 wirkt*®. VEGF ist ein starkes Mitogen
speziell fir mikro- und makrovaskuldre Endothelzellen®. Es sorgt fiir die Differenzierung
endothelialer Vorlauferzellen und Proliferation sowie Migration im Rahmen der

Angiogenese und Vaskulogenese®'.
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Es ist essentiell fir die gesamte Embryonalentwicklung und kann bereits wenige Tage
nach der Implantation in den Trophoblasten nachgewiesen werden®?. Im Rahmen der
Embryonalentwicklung fordert VEGF Uber die Induktion bestimmter Adh&sionsmolekule
die Zellmigration und -kommunikation ebenso, wie die geregelte Bildung von Blutgefalen,
Endotheldifferenzierung und Organformation. AuRerdem vermittelt VEGF morphologische
Veranderungen des Endothelzellverbandes wie Fenestrierung und Kanalbildung mit der
Folge einer erhdhten GefaRpermeabilitat®. Darliber hinaus regt es die Produktion und
Sekretion von gerinnungsfordernden Mediatoren (VWF, Gewebsthromboplastin) an,
vermittelt dem Endothel vasokonstriktorische und vasodilatatorische Einflisse, wirkt
chemotaktisch auf Monozyten und beeinflusst die Expression von Plasminogen-
Aktivatoren®* *°. Beim Erwachsenen tritt VEGF nur im Rahmen des regelméaRig
wiederkehrenden weiblichen Zyklus auf und ist ansonsten bei pathologischen Prozessen,
wie Entzindungen oder Tumorerkrankungen, erhoht. Die vielfaltigen Eigenschaften des
VEGF werden Uber verschiedene Rezeptoren vermittelt (Abb. 8).

Liganden

VEGF1es
VEGF-A VEGF-C VEGF-D
VEGF-B PIGF VEGF-E VEGF-D VEGF-E

\Al/ l PIGFl[\‘VEGFm

Rezeptor

FLT-1  KDR  FLT-4 Neuropilin-1,2
VEGFR: _1 2 3

Endothel vaskular vaskuldar  lymphatisch vaskular/nicht Endothel

Abb. 8: Rezeptoren des VEGF, ihre Liganden und ihre Lokalisation im Gewebe

VEGF-R1 (FIt-1, fms-like tyrosine kinase), ist auf vaskularen Endothelien, Makrophagen,
Monozyten und hamatopoetischen Stammzellen lokalisiert und bindet vor allem VEGF-A,
-B und PIGF®. In der frilhen Entwicklung wirkt er limitierend auf das GefaRwachstum,
indem er die Wirkung seines Liganden hemmt (sog. Decoy Rezeptor)>” .

Der VEGF-R2 (FIk-1 oder KDR, kinase insert domain containing receptor) gehért zur
Familie der Tyrosinkinaserezeptoren und bindet alle Splicevarianten des VEGF-A®°. Der

Rezeptor ist vor allem auf Endothelien, aber auch auf hamatopoetischen Stammzellen
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nachweisbar®. Er ist der wichtigste positive Regulator fiir Endothelzellproliferation und
-differenzierung, vermittelt Mitogenese, Angiogenese und Permeabilitatssteigerung. Im
Rahmen der Angiogenese kommt es am Rezeptor 2 zur Interaktion mit Korezeptoren, den
so genannten Neuropilinen, die wichtig flr die neuronale Aussprossung wahrend der
Neurogenese sind. Neuropilin-1 wird mit dem Rezeptor 2 koexprimiert und verstarkt die
Bindung von VEGF 165 zum Rezeptor.

Der VEGF Rezeptor 3 (Flt-4, fms-like tyrosine kinase) bindet ausschliellich VEGF-C und -
D. Seine Aufgabe besteht in der Vermittlung der Lymphangiogenese und dem Schutz
lymphatischer Zellen vor Apoptose. Alle Rezeptoren werden durch VEGF selbst, durch
verschiedene Zytokine und vor allem sauerstoffabhangig reguliert.

Im Rahmen der zweiten Phase des Duktusverschlusses ist VEGF ein entscheidender
Mediator fir den GefalRumbau. Infolge der durch Duktuskonstriktion entstandenen
Hypoxie kommt es zur Ausschuittung von VEGF, Zytokinen und anderen
Wachstumsfaktoren. VEGF bewirkt durch Proliferation und Permeabilitdtsdnderung der
Endothelien die neointimale Hyperplasie und reguliert die Einsprossung der Vasa
vasorum®’. Wird die VEGF-Wirkung gehemmit, ist eine geringere Einsprossung der Vasa
vasorum, sowie ein Abfall der Endothelzellproliferation und Endothelzellakkumulation in
der Neointima zu verzeichnen®. Ohne die Wirkung des VEGFs auf den DA ist kein
vollstandiger Umbau zum Ligamentum arteriosum maoglich. Eine weitere typische
Erkrankung sehr unreifer Friihgeborener ist die Frihgeborenenretinopathie (ROP), bei
deren Entstehung der Wachstumsfaktor VEGF ebenfalls eine entscheidende Rolle spielt.
Die vulnerable Phase der Retinopathieentstehung und der Zeitpunkt einer
medikamentdsen Ductusintervention lberschneiden sich haufig. In diesem
Zusammenhang ist es interessant, dass Studien an der Retina neugeborener Ratten
zeigen, dass hohe Dosen von Ibuprofen die VEGF-Wirkung unterdriicken und dass dieser
Effekt im Vergleich zu Indometacin wesentlich starker ist®. In der gleichen Studie wurde

eine Hemmung des VEGF-R2 durch Ibuprofen, jedoch nicht durch Indometacin gezeigt.

1.1.4 Klinische Bedeutung beim Frihgeborenen

Beim reifen Neugeborenen verschliel3t sich der DA normalerweise innerhalb der ersten 24
bis 72 Lebensstunden funktionell. Bei Friilhgeborenen ist der Spontanverschluss des
Ductus haufig verzdgert oder bleibt aus®. Ein dauerhafter spontaner Ductusverschluss
wird lediglich bei ca. 1/3 der Frilhgeborenen < 1000 g 2 bis 6 Tage postnatal beobachtet,
erfolgt jedoch bei der Mehrzahl der Frihgeborenen < 1500g wahrend des ersten
Lebensjahres®® %. Die niedrige Sauerstoffspannung und héhere Spiegel der

zirkulierenden Prostaglandine wurden als Hauptrisikofaktoren fur eine unzureichende
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Duktuskontraktion bei Frihgeborenen identifiziert. Zusatzlich kbnnen bei Frihgeborenen
die funktionellen aber auch die anatomischen Verschlussmechanismen unausgereift sein
und den Verschluss des DA verzégern®”. Im Tiermodell geht die Unreife sowohl der
Kalium- als auch der Kalziumkanale mit einem Versagen der sauerstoffabhangig
vermittelten Kontraktion des Ductus bei frilhgeborenen Kaninchen einher®®. Die
gesteigerte Sensitivitat des DA gegenuber Prostaglandinen, NO und vermutlich auch
Endothelin-1 tragt ebenso wie héhere Plasmaspiegel von NO zu einer erhéhten Pravalenz
und einer erschwerten Behandlung des DA bei sehr kleinen Frithgeborenen bei'® ¢' % 70,
Im fetalen Schafmodell konnte eine entwicklungsabhangig zunehmende Aktivitat der
Phosphodieesterasen, derjenigen Enzyme, die fiir den Abbau der durch PGE;, und NO
vermittelten Ausschiittung der Botenstoffe cAMP und cGMP verantwotlich sind,
nachgewiesen werden’". Auch die Bildung mitochondrialer reaktiver Sauerstoffspezies,
welche fur die Aktivierung der Rho/Rho-Kinase Signaltransduktion essentiell sind, kann im
Ductus Friihgeborener vermindert sein?. Durch die unzureichende Duktuskontraktion
unterbleibt die erfolgreiche Ausbildung der lokalen ,Hypoxiezone* in der Ductuswand
Frihgeborener, wodurch es folglich auch zu einer Beeintrachtigung des anatomischen

GefaRumbaus kommt’?

. Darliber hinaus scheinen Friihgeborene anfalliger fir eine
Wiedereroffnung des funktionell geschlossenen DA zu sein, bspw. infolge
proinflammatorischer Zytokine, die im Rahmen systemischer Infektionen zu einer
gesteigerten Freisetzung von PGE, fiihren”®. Insbesondere bei Frilhgeborenen mit
Atemnotsyndrom aufgrund eines Surfactantmangels ist ein PDA haufig?® 7. Statistisch ist
das Ausbleiben des Ductusverschlusses mit einer sehr unreifen Lunge, einem schweren
RDS sowie einer aggressiveren Beatmung assoziiert’>"”. Aufgrund der gestiegenen
Uberlebenschancen sehr kleiner Frithgeborener ist ein hsPDA von zunehmender
klinischer Bedeutung. Die Inzidenz eines hsPDA schwankt zwischen 30 — 70% nach dem
3. Lebenstag in dieser Patientengruppe und verhalt sich umgekehrt proportional zum
GA'®2_Beij bis zu zwei Dritteln der Kinder <1000 g wird der links-rechts Shunt (iber den

PDA als hamodynamisch bedeutsam und therapiebediirftig eingeschatzt.

1.1.5 Mogliche Komplikationen

Ein PDA findet sich vor allem bei sehr kleinen und kranken Frilhgeborenen, also einer
Gruppe mit hoher Mortalitat. Dies bedingt eine statistische Assoziation von PDA und
Mortalit4t®®. Die h&modynamischen Auswirkungen eines PDA wurden mit verschiedenen
Folgeerkrankungen kleiner Friihgeborener, wie der bronchopulmonalen Dysplasie®,
nekrotisierenden Enterocolitis’® ®°, Hirnblutung (IVH)®®® und periventrikuldren

Leukomalazie (PVL) in einen kausalen Zusammenhang gebracht, ohne dass es hierfur
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eine gute Datenlage gibt. Eine Metaanalyse randomisierter Studien zeigt jedoch, dass ein
frihzeitiger pharmakologischer Ductusverschluss innerhalb der ersten 24 Lebensstunden
keinen Einfluss auf Mortalitat, nekrotisierende Enterokolitis oder bronchopulmonale
Dysplasie hat®® %, Unter der Annahme, dass ein Ductusverschluss in jedem Falle von
Vorteil ist, war in den bisherigen Studien zur Ductustherapie auch jeweils der
Kontrollgruppe die Méglichkeit einer Rescue-Therapie zuganglich, so dass es keine
Vergleichsdaten einer unbehandelten Kontrollgruppe gibt. In dieser Hinsicht ist die
retrospektive Analyse einer Population von Friihgeborenen mit einem GA < 28 SSW, bei
der aufgrund geographischer Isolation in Westaustralien eine Ductusligatur nicht als
Therapieoption nach erfolgloser medikamentdser Therapie mdglich war, von Interesse.
Sie hat gezeigt, dass ein solches Vorgehen zwar mit einer héheren Mortalitat einhergeht,
jedoch die respiratorische Morbiditat der Uberlebenden nicht zu beeinflussen scheint®".

Ob die erhdhte Mortalitat am nicht operierten PDA lag ist unklar.

1.1.6 Einfluss auf die spétere neurologische Entwicklung von Frithgeborenen

Frihgeborene reprasentieren 5% aller Geburten, aber 50% aller Kinder mit frihkindlichen
Hirnschadigungen®. Die sehr kleinen Frilhgeborenen unter 1000g Geburtsgewicht haben
ein besonders hohes Risiko fur die Entwicklung motorischer und kognitiver Defizite, die
die spatere Uberlebensqualitat dieser Kinder entscheidend verschlechtern®. Die
Schadigung der weilten Substanz ist beim Friihgeborenen die wesentliche Ursache eines
neurologischen Folgeschadens® . Eine Vielzahl von Faktoren kann bei Frilhgeborenen zur
Entstehung solcher Schaden fiihren. Neben einer Hypoxie scheinen auch die im Verlauf
der friihen extrauterinen Entwicklung wechselnden Sauerstoffkonzentrationen, aber auch
die relative postnatale Hyperoxie (verglichen mit dem intrauterinen Sauerstoffpartialdruck
von 25 mmHg) eine wesentliche Rolle in der Genese der Hirnschadigung zu spielen®®"'%.
Wichtige Vorhersagewerte flr die spatere neurologische Entwicklung sind neben
neonatologischen Erkrankungen wie BPD und Retinopathie (ROP) insbesondere das
Auftreten einer schweren IVH und PVL'""%,

Bisher ist nur wenig Uber den Einfluss eines PDA oder dessen Behandlung mit
Cyclooxygenase Hemmern auf die Langzeitentwicklung von Friihgeborenen bekannt. In
einer Tierstudie wurden motorische Einschrankungen sowie verhaltensneurologische
Veranderungen nach Indometacin Behandlung festgestellt'®. Vergleichbare
Untersuchungen zu Ibuprofen existieren nicht. Wahrend insbesondere prophylaktisches
Indometacin mit einer Senkung der Rate hochgradiger PVL und IVH assoziiert ist, geht es
jedoch gleichzeitig mit einer Einschrankung des zerebralen Blutflusses bzw. des

zerebralen Blutvolumens einher'®. Die Minderdurchblutung kann zu einer reduzierten
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intrazellularen Sauerstoffversorgung fihren, die in Tierstudien mit Indometacin nicht
ausreichend kompensiert werden konnte'®'"°. So ergab sich in einer groen
prospektiven Multicenterstudie nach Indometacin Prophylaxe beziglich der
neurosensorischen Langzeitentwicklung kein signifikanter Vorteil gegeniber der
Kontrollgruppe'®. Ibuprofen hingegen fiihrte im Tierversuch sowohl zu einem geringeren
Blutflussverlust als auch zu einer Steigerung der zerebralen Autoregulation, wodurch eine

bessere zerebrale Sauerstoffversorgung gewahrleistet wird""""".

1.2 Diaghose und Therapie des persistierenden Ductus Frihgeborener

Insbesondere in der Population der sehr unreifen Frihgeborenen ist die klinische
Diagnose eines PDA erschwert und hat zudem eine geringe Sensitivitat, so dass hier die
echokardiographische Diagnose im Vordergrund steht. Die zusatzliche Serumbestimmung
von Biomarkern kann bei der Indikationsstellung zur Behandlung eines PDA hilfreich sein.
Die medizinischen Interventionen zielen darauf ab, einen hamodynamisch wirksamen
PDA zu verschliefien, um moégliche negative Folgen eines grofden Links-rechts-Shunts zu
vermeiden bzw. abzumildern. Zur medikamentdsen Ductustherapie werden die beiden

COX Hemmern Indometacin und Iburofen eingesetzt.

1.2.1 Echokardiographie

Die Echokardiographie ist die Methode der Wahl, um in der Routine die Diagnose eines
PDA sicher zu stellen und gleichzeitig ein ductusabhangiges Vitium auszuschlielen. Die
Folgen eines PDA sind abhangig vom Shuntausmal, welches durch Lange und Grolle
des PDA einerseits und die kardiale und pulmonale Reaktion andererseits beeinflusst
wird""*""®_ Auch bei der Beurteilung des ShuntausmaRes spielt die Echokardiographie
eine wesentliche Rolle. Bei Auftreten eines grol3en Shunts kann es durch das sogenannte
,<ductal steal® Phdnomen zu einer reduzierten postductalen Organperfusion kommen, die
sich dopplersonographisch hauptsachlich an den mesenterialen, renalen und zerebralen
GefaRen quantifizieren lasst''® '° Trotz der Vielzahl von Echoparametern, die uns zur
Diagnose eines PDA zur Verfigung stehen, beschaftigt die Neonatologen das Dilemma,
welcher Messwert am besten fir die Einstufung eines PDA als ,hdmodynamisch relevant*
und somit fur die Indikationsstellung zur Behandlung geeignet ist. In Ermangelung eines
»Goldstandards® ist daher die Beurteilung mehrerer Echoparameter zur Einschatzung der
hamodynamischen Relevanz eines PDA gangige Praxis. Einen Konsenz, bei Vorliegen
welcher Kriterienkombination ein PDA als therapiebedurftig einzustufen ist, gibt es
allerdings nicht. Zu den echokardiographischen Diagnosekriterien eines PDA zahlen der
Nachweis eines Shuntflusses, der Durchmesser des PDA, das Verhaltnis zwischen

Durchmesser des linken Vorhofs und der Aortenwurzel (LA:Ao Ratio), der diastolische
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Fluss in der Aorta descendens, das linksventrikulare Schlagvolumen sowie der Fluss in
der Vena cava superior'' 2" 22 Dje Vorlasterhdhung durch einen PDA fiihrt bei
Frihgeborenen aber auch zu charakteristischen Veranderungen echokardiographischer
diastolischer Funktionsparameter, wie der isovolumetrischen Relaxationszeit, die am
ehesten durch eine diastolische Funktionsstérung des linken Ventrikels mit linksatrialer
Volumenbelastung zu erklaren sind'® '**. Das Erkennen dieser Funktionsstérung ist fiir
die Indikationsstellung zum PDA Verschluss ebenfalls von Bedeutung. Mit Hilfe der
echokardiographischen Methoden kann ein bedeutsamer PDA im Mittel 1,8 Tage vor

Auftreten klinischer Symptome nachgewiesen werden'®.

1.2.2 Biochemische Marker

B-Typ natriuretisches Peptid (BNP) wird von Herzmuskelzellen als Prohormon mit einer
Lange von 108 Aminosauren als Antwort auf zunehmende Volumen- und Druckbelastung
gebildet. Das BNP-Pro-Hormon wird in BNP und den N-terminalen Molekulrest (NT-
proBNP) gespalten. BNP reguliert das extrazellulare Flissigkeitsvolumen sowie den
Blutdruck durch Natriurese, Diurese, Vasodilatation und Antagonismus des Renin-
Angiotensin-Aldosteron Systems. Bei Erwachsenen kann eine erhéhte BNP- bzw. NT-
proBNP Konzentration im Blut Zeichen fur das Vorliegen einer Herzinsuffizienz sein und
auch Aufschluss (iber deren Schweregrad geben'® ¥’ BNP wird durch die
membrangebundene neutrale Endopeptidase gespalten und renal ausgeschieden. Die
Plasmahalbwertszeit des aktiven Hormons BNP ist kiirzer (20 min.) als die des biologisch
inaktiven NT-proBNP (120 min.). Dies spiegelt sich auch in héheren
Serumkonzentrationen von NT-proBNP und einer groRen Schwankungsbreite
insbesondere innerhalb der ersten Lebenstage wieder'?®"*°. Auch die hAmodynamische
Belastung durch einen PDA flihrt zu einer erhéhten kardialen Freisetzung natriuretischer
Peptide. Serumbestimmungen von BNP und seinem N-terminalen Fragment kénnten sich
daher auch als neue biochemische Marker fiir ein besseres Management von
Frihgeborenen mit PDA erweisen. Neben den natriuretischen Peptiden scheint auch das
kardiale Troponin T (cTNT) als Screeningparameter in der Ductusdiagnostik geeignet'".
Im Vergleich zur echokardiographischen Untersuchung haben Biomarker den Vorteil,
dass sie unabhangig vom Untersucher sind und die Wahl ihres “Grenzwertes* zur
Vorhersage eines hdmodynamisch relevanten PDA anhand von ROC-Analysen optimiert

wird.

1.2.3 Medikamentoser Verschluss - Indometacin

Indometacin wird seit den 70er Jahren zur Behandlung des PDA eingesetzt und war flr

diese Indikation bis Ende der 90er Jahre das Medikament der ersten Wahl|®”: 132 133,
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Indometacin ist in Deutschland im Gegensatz zu |Ibuprofen nicht zugelassen und die
Anwendung zum Ductusverschluss bei Frigeborenen daher mit einem ,off-label-use*
verbunden. Als ein nicht-steroidales Antiphlogistikum (NSAID) blockiert Indometacin durch
nicht-selektive Hemmung der COX-1 und 2 die Prostaglandinsynthese. Die
Pharmakokinetik und Pharmakodynamik von Indometacin unterliegen einer groflten
individuellen Schwankungsbreite'* '**. Die Serumhalbwertszeit betragt 20 Stunden'®.
Nebenwirkungen der Behandlung sind eine Verminderung des zerebralen, mesenterialen
und renalen Blutflusses, die in der Folge zur Reduktion der zerebralen intrazellularen
Oxygenierung, gastrointestinalen Blutungen oder Beeintrachtigung der Neirenfunktion
fihren kdnnen'®” "% 137139 Ferner wird ein Einfluss auf die Entstehung der NEC vermutet,
der bisher aber nicht abschlieRend geklart ist'*® . Die Verringerung der Rate schwerer
Hirnblutungen nach prophylaktischer Anwendung von Indometacin innerhalb der ersten
12 Lebensstunden ist als direkte Folge der Hemmung der lokalen Prostaglandinsynthese
in der germinalen Matrix zu sehen'*?. Zur therapeutischen Anwendung von Indometacin
nach dem ersten Lebenstag existiert eine Vielzahl von unterschiedlichen
Dosierungsregimen. Kontrollierte, randomisierte Studien, welche diese Dosierungen
hinsichtlich ihrer Wirksamkeit vergleichen, fehlen jedoch. Es sind daher keine generellen
Empfehlungen bezuglich einer optimalen Dosierung von Indometacin mdglich. In
methodisch hochwertigen Studien wurde Indometacin meistens in 3 Gaben verabreicht,
wobei sich sowohl die Dosierung als auch das Intervall zwischen den Gaben
unterschieden. Die meisten Studien verwendeten jeweils 0,2 mg/kg im 12-Stunden
Intervall. Betrachtet man die Anzahl der untersuchten Patienten, so wurden die meisten
Patienten mit jeweils 0,1 mg/kg im 24-Stunden Intervall behandelt. Die Effektivitat von
Indometacin bei der Behandlung des PDA wurde in zahlreichen prospektiv randomisierten
Studien und Metaanalysen belegt'® > '3 |n 70-90% der Falle sprechen Friihgeborene

44 Allerdings sinkt die Erfolgsrate unter 60% und die

auf eine Indometacin Behandlung an
Gefahr der Wieder6ffnung steigt auf iber 20% bei Frihgeborenen mit einem GA <26

SSW oder einem GG <1000g°.

1.2.4 Medikamentodser Verschluss — Ibuprofen

Seit Mitte 2004 ist Ibuprofen (Pedea®) in Europa zur Behandlung eines hsPDA bei
Frihgeborenen mit einem Gestationsalter unter 34. SSW zugelassen. Zwei Metaanalysen
haben die Effektivitdt und die Nebenwirkungen von Ibuprofen allein sowie im Vergleich zu
Indometacin bei der medikamentdsen Therapie Frihgeborener mit klinisch oder
echokardiographisch diagnostiziertem PDA analysiert (Abb. 9)'%* '**_Hinsichtlich des

erfolgreichen medikamentésen Ductusverschlusses hat sich Ibuprofen als ebenso effektiv
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erwiesen (Verschlussraten zwischen 60 — 80%) und scheint im Vergleich zu Indometacin
mit weniger transienten Nebenwirkungen einherzugehen. Nach Gabe von Ibuprofen fallen
der antidiuretische Effekt und der Anstieg des Serum-Kreatinins geringer aus. Zudem hat

Ibuprofen im Gegensatz zu Indometacin keine ungtinstigen Effekte auf die mesenteriale,

renale und zerebrale Perfusion sowie die zerebrale Oxygenierung’" 1'% 114145 |

113, 146

Tierversuchen zeigte Ibuprofen eine neuroprotektive Wirkung , andere Studien

wiesen eine erhdhte zerebrale Autoregulation nach Ibuprofenbehandlung nach™’ 148,

Ergebnis Ibuprofen Indometacin  Relatives Risiko (95% Cl)

Tod 23/243 281227 ——

COX-Versagen 118/490 119/466 —e

Ligatur 49/433 45/415 —t—

IVH 3°+ 4° 31/292 25/279 R

PVL 21/293 16/280 -

ROP 23/120 26/117 —_—

Sepsis 32/1275 27/260 —_—

NEC 36/441 53/424 ——

BPD O, Tag 28 63/121 53/124 +—

BPD O, 36 Wochen  48/186 40/171 —t—
| T T rrrt T 1 rrrr]

0,1 0,2 0,5 1 2 5 10

Ibuprofen besser Indometacin besser

Abb. 9: Metaanalyse von Ohlsson et al. zum Vergleich der Wirksamkeit und der

kurzfristigen Ergebnisse nach therapeutischer Anwendung von

Indometacin oder Ibuprofen zum Ductusverschluss'®.

In die Bewertung wurden 1092 Frihgeborene aus 20 randomisierten,
kontrollierten Studien eingeschlossen. Cl, Konfidenzintervall; COX,
Cyclooxygenase; IVH, intraventrikulare Hirnblutung; PVL, periventrikulare
Leukomalazie; ROP, Frihgeborenenretinopathie; NEC, nekrotisierende
Enterokolitis; BPD, bronchopulmonale Dysplasie; O,, Sauerstoff.
Die Hauptursache fir die pharmakologischen Unterschiede zwischen Indometacin und
Ibuprofen ist ihre unterschiedlich stark ausgepragte COX-1 und COX-2 Hemmung™®. Im
Gegensatz zu Indometacin basiert das derzeit empfohlene Ibuprofen Dosierungsschema
(10 = 5 — 5 mg/kg Korpergewicht im Abstand von jeweils 24 Stunden) auf sparlichen
pharmakokinetischen Daten'®. Der nicht-steroidale Entziindungshemmer Ibuprofen
gehort zur Gruppe der Propionsaurederivate und ist ein Racemat aus gleichen Teilen
S(+)- und R(-)-Enantiomer. Die erwlinschte pharmakologische Wirkung wird hauptsachlich
durch das S(+)-Enantiomer vermittelt'>'. Bei Erwachsenen zeigt die Pharmakokinetik von

Ibuprofen eine deutliche Stereoselektivitat mit bevorzugter Umwandlung des R(-)-
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Enantiomers in das S(+)-Enantiomer'®2

. Anfangliche pharmakokinetische Studien bei
Neugeborenen wurden lediglich zum Ibuprofen Racemat durchgefiihrt'>® ' Das limitierte
Wissen zur Pharmakokinetik der vergleichsweise neuen medikamentésen Therapie des
PDA bei Friihgeborenen mittels Ibuprofen hat uns inspiriert, ein physiologie-basiertes
pharmakokinetisches Modell von R- und S- Ibuprofen flir diese Population zu
entwickeln'® . Anhand unseres Modells ergab sich ein drastischer Abfall der
Halbwertszeit von R-lIbuprofen (8 Stunden am 1. Lebenstag) innerhalb der ersten
Lebenstage, wohingegen die Halbwertszeit von S-Ibuprofen (34 Stunden am 1.
Lebenstag) unverandert blieb. Durch Berticksichtigung altersabhangiger Veranderungen
der Nierenfunktion und der einseitigen Verstoffwechselung von R-lbuprofen zu S-
Ibuprofen ermdéglicht unser Modell mittels pharmakokinetischer Simulationen auch die
Vorhersage von Serumspiegeln beider Enantiomere unter Anwendung hoherer
Dosierungen des Medikaments. Unser pharmakokinetisches Modell kann daher auch zur
optimalen Steuerung der Ibuprofentherapie im Rahmen der zukinftigen Etablierung von
adaptierten Dosierungsregimen bei diesen Frihgeborenen eingesetzt werden. Dieses
Vorgehen bericksichtigt die Tatsache, dass infolge der Ausreifung des hepatischen
Cytochrom-P450-Systems (CYP 450) mit wachsendem postnatalen Alter der
Metabolismus der COX Hemmer schneller erfolgt und daher héhere Dosierungen zur
Erzielung einer gleichbleibenden Wirksamkeit sinnvoll erscheinen'’. Bekannt ist
aullerdem, dass die Verschlussrate unter Verwendung des Standard-Ibuprofen-

Dosierungs-Regimes mit abnehmendem Reifealter der Friihgeborenen sinkt.

1.2.5 Ductusligatur

Am 26. August 1938 flihrte Robert Gross die erste erfolgreiche chirurgische Korrektur
eines kongenitalen Herzdefektes durch und ligierte einen PDA bei einem 7 Jahre alten
Kind am Boston Children’s Hospital'®®. Bis zur Einfiihrung der Pharmakotherapie im Jahr
1976 war die Ligatur die einzige Behanndlungsméglichkeit fiir einen PDA'*®. Heute ist die
Ligatur des PDA bei Friilhgeborenen das Therapieverfahren der zweiten Wahl und wird in
der Regel nur nach erfolgloser medikamentdser Therapie oder beim Vorliegen von
Kontraindikationen gegen diese eingesetzt'>® '®°. Hohe Versagerraten der
medikamentdsen Therapie werden mit abnehmendem Reifealter oder fortgeschrittenem
postnatalen Alter (Therapiebeginn 2 10. Lebenstag) der Fruhgeborenen fir beide COX
Hemmer beobachtet®® 34 181182 Demzufolge wird bei Friihgeborenen mit einem GA < 28
SSW Uber Ligaturraten in bis zu 40% der Falle nach erfolgloser medikamentdser
Ductusintervention berichtet'®*. Der operative Ductusverschluss erfolgt in der Regel tiber

eine Thorakotomie. Das thorakoskopische Vorgehen ist bisher nur aus einzelnen Zentren
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berichtet worden und kommt nur fiir gréRere Sauglinge in betracht'® . Im Vergleich zur
medikamentdsen Behandlung ist die Verschlussrate eines PDA mittels Ligatur zwar
signifikant hoher (RR 0,04: 95%CI 1,12 — 12,93; NNT 9), es treten jedoch insbesondere
bei extrem kleinen und unreifen Friihgeborenen vermehrt schwere Komplikationen auf,
wie bspw. Pneumothoraces (RR 2,68; 95%CI 1,45 — 4,93; NNT 4) und
Recurrensparesen'®®'"°. Eine prophylaktische Ductusligatur innerhalb der ersten 24
Lebensstunden senkt die Rate chirurgischer Darmerkrankungen (NEC, fokale intestinale
Perforation), hat aber keinen Einfluss auf die Hirnblutungsrate und ist zudem mit einer
erhdhten BPD Inzidenz assoziiert®> '". Eine retrospektive Kohortenstudie hat die Ligatur
eines symptomatischen PDA nach erfolgloser prophylaktischer Indometacintherapie bei
Frihgeborenen mit einem Gestationsalter < 28 Wochen als einen unabhangigen
Risikofaktor fur die Entwicklung einer bronchopulmonalen Dysplasie (RR 1,91; 95%-CI
1,02-3,57) identifiziert'”2. Die Ligatur eines symptomatischen PDA nach erfolgloser
medikamentdser Therapie ist mit einem erhéhten Risiko fir das Auftreten einer
bronchopulmonalen Dysplasie (RR 1,81; 95%-CI 1,19-3,03), einer schweren ROP (RR
2,20; 95%-Cl 1,18-3,30) und einem neurologischen Entwicklungsdefizit im korrigierten
Alter von 18 Monaten (RR 1,98; 95%-CI 1,18-3,30) verbunden'”. Bislang ist allerdings
unklar, ob die Ductusligatur die direkte Ursache oder nur ein Marker fiir das ungtinstige

Langzeitergebnis ist.

1.3 Modellsysteme zur Untersuchung des Ductusverschlusses bei Friihgeborenen

Es gibt zahlreiche experimentelle und klinische Ansatze zur Untersuchung
unterschiedlicher Aspekte des Ductusverschlusses Frihgeborener. Generell sind jedoch
die Moglichkeiten der Beantwortung klinischer Fragestellungen bei Kindern aus ethischen
Grinden sehr limitiert. Deshalb werden haufig experimentelle Modelle zur Untersuchung
eingesetzt. Im Folgenden soll auf die fiir diese kumulative Habilitationsschrift relevanten

experimentellen und klinischen Untersuchungsansatze naher eingegangen werden.

1.3.1 Zellkultur

Zellkulturmodelle sind ideal zur detaillierten Uberpriifung méglicher
Schadigungsmechanismen einzelner Wirkstoffe in vitro, insbesondere wenn keine
anderen Modelle zur Verfugung stehen. Die Aussagekraft von Zellkulturmodellen ist
allerdings durch die begrenzte Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf in vivo Systeme
limitiert. In unseren Experimenten zur Untersuchung einer Beeinflussung des
Bilirubinstoffwechsels durch Ibuprofen wurde nicht mit einer kommerziell erhaltlichen
Zellinie, sondern mit primaren Neuronenkulturen gearbeitet. Die neuronalen Zellen

wurden aus dem Kortex von embryonalen Wistar Ratten (E16-E19) isoliert'”*. So konnte
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die potentiell neurotoxische Wirkung von Ibuprofen allein und in Kombination mit
unkonjugiertem Bilirubin (UCB) Uberpruft werden. Zudem ermdglicht der nachfolgende
Einsatz entsprechender Inhibitoren (bspw. eines Caspaseninhibitors) durch Modulation
der Signaltransduktion die Identifizierung geeigneter neuroprotektiver Angriffspunkte. Die
Proben aus der Zellkultur wurden mittels Laktatdehydrogenase (LDH) Bestimmung, 3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-Assay, ELISA Technik
und Western Blotting auf molekulare Mechanismen der apoptotischen
Stoffwechselkaskade untersucht. Nach einer Wachstumsdauer von 14 bis 16 Tagen
handelt es sich bei den in unseren Versuchen eingesetzten Zellen um ausgereifte
Neuronen. Die zugrundeliegenden biochemischen Ablaufe adulter und unreifer
Nervenzellen ahneln sich zwar prinzipiell, in vielen experimentellen Modellen wird jedoch
das AusmaR einer Schadigung deutlich vom Alter beeinflusst'’® '"®. Daher sollten unsere
Ergebnisse zunachst an unreifen Neuronen (4-5 Tage Kultivierung) Giberprift werden,
bevor an Mdglichkeiten zur Ubertragung auf ein geeignetes tierexperimentelles Modell
gedacht werden kann. Im Tiermodell kdnnten weitere Ruckschliusse Uber die Wirkung von
Ibuprofen und UCB auf die anderen im ZNS residenten Zellen getroffen werden.
Tierexperimentell arbeitende Gruppen, die sich mit dem Ductusverschluss beschaftigen,
verwenden flr ihre Untersuchungen Tiermodelle verschiedener Spezies (Maus, Ratte,

Meerschwein, Kaninchen, Ferkel, Lamm, Pavian)'® 3" 177-181,

1.3.2 Histologische Untersuchungen an humanen post mortem Praparaten

Die Mehrzahl der histologischen Studien zum Ductusverschluss wurde in
unterschiedlichen Tiermodellen durchgeflihrt. Fiir den humanen Ductus liegen dazu nur
wenige Daten vor. Um histologische Untersuchungen an humanem Gewebe durchfiihren
zu kénnen, muss in der Regel auf Archivmaterial von verstorbenen Kindern
zurtickgegriffen werden. Das hat den Nachteil, dass nicht jeder Fall die gleiche
Fixationsdauer aufweist, wie es bei der histologischen Aufarbeitung von Tierexperimenten
der Fall ist. Dies kann sich unter Umstanden negativ auf die Bandbereite der
Méglichkeiten der immunhistochemischen Techniken auswirken'®. Zudem ist das
Material gangigen Analysetechniken wie RT-PCR, in-situ Hybridisierung und Western
Blotting nicht zuganglich. Zur Validierung der tierexperimentellen Erkenntnisse zum
Ductusverschluss am Menschen haben wir humanes fetales Ductusgewebe von
medizinisch indizierten Schwangerschaftsabbrichen und spontanen Aborten zwischen
der 11. und der 38. SSW verwendet. Das mittlere Gestationsalter der Praparate betrug 21
SSW mit 2 Haufigkeitsgipfeln in der 13. und 22. SSW, die den Zeitpunkten der regularen

sonographischen Feindiagnostik wahrend der Schwangerschaft entsprechen. Die
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reifebedingten histologischen Veranderungen wahrend des Ductusumbaus wurden
anhand von Hamatoxylin-Eosin (HE) gefarbten Praparaten charakterisiert, um einen
entsprechenden Reifescore des Gefalies zu etablieren. Autopsiefalle mit Herzfehler oder
schwerer Inflammationsreaktion wurden von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Im
nachsten Schritt wurden die reifebedingten Veranderungen der Expression bestimmter
Wachstumsfaktoren und der Schllsselfaktoren des Prostaglandin Stoffwechsels an
unseren Autopsiepraparaten mittels Immunhistochemie untersucht. Der Zweck dieser
Arbeiten war die Uberpriifung, ob sich die gangigen im Tiermodell identifizierten
Signalwege auch im Menschen nachweisen lassen und die Identifizierung méglicher

Griinde fir ein spateres Ausbleiben des Ductusverschlusses.

1.3.3 Klinische Modelle

Zur Beantwortung relevanter Fragestellungen zum Ductusverschluss bei sehr unreifen
Frihgeborenen, d.h. in einem klinischen Umfeld mit begrenzten Mitteln (limitierte
Materialgewinnung, kurze Untersuchungsdauer instabiler Patienten), wurden
unterschiedliche Modellsysteme gewahlt. In einer longitudinalen Beobachtungsstudie
wurde mittels Echokardiographie das Auftreten einer pulmonalen Hypertension sowie die
Veranderung verschiedener Echoparameter in Abhangigkeit vom Therapieverlauf unter

Ibuprofen zum Ductusverschluss (Responder versus Non-Responder) analysiert.

Blutproben zu sammeln und aufzuarbeiten hat sich in der Vergangenheit als minimal
invasive Methode etabliert um bei pathologischen Prozessen empfindliche biochemische
Verlaufsparameter von pradiktivem oder diagnostischem Wert zu erhalten. Im Rahmen
einer prospektiven, geblindeten, monozentrischen Studie haben wir das natriuretische
Peptid BNP als sogenannten Biomarker im Serum mittels ELISA Technik untersucht, um
das Ausmal der kardialen Belastung durch einen PDA bei unseren Fruhgeborenen naher

charakterisieren zu konnen.

Die drei retrospektiven klinischen Arbeiten hatten einerseits die Identifizierung von
Nebenwirkungen der unterschiedlichen Ductusinterventionen und andererseits die
Analyse der psychomotorischen Entwicklung unserer Patienten im Alter von 2 Jahren
nach Ductustherapie zum Ziel. Die Ergebnisse einer retrospektiven Auswertung klinischer
Daten haben zwar nicht annahernd die Evidenzstarke prospektiver Studien, sind aber

eine wichtige Vorarbeit auf dem Weg zur Entwicklung neuer prospektiver Fragestellungen.
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2. ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Frihgeborene unter 1500g Geburtsgewicht reprasentieren im Durchschnitt 1,5% aller
Lebendgeburten in Europa’. Das entspricht einer Zahl von ungefahr 75.000 Kindern
jahrlich. Obwohl die Uberlebensraten dieser Kinder in den letzten Jahren standig
gestiegen sind, hat sich die Chance ohne Behinderung zu iiberleben kaum verandert'®*
'8 Es ist wohlbekannt, dass verschiedene Risikofaktoren, wie bspw. AusmaR der Unreife,
mannliches Geschlecht, niedriger Sozialstatus, Auftreten einer intraventrikularen
Hirnblutung (IVH), einer periventrikularen Leukomalazie (PVL) oder einer
bronchopulmonalen Dysplasie (BPD) mit einem beeintrachtigten neurologischen
Langzeitergebnis assoziiert sind'®. Trotz einer Vielzahl von Studien zur Wirksamkeit
unterschiedlicher Ductusinterventionen ist bislang jedoch unklar, welche Bedeutung ein
PDA und dessen Therapie fUr die spatere Lebensqualitat dieser sehr untergewichtigen
Frihgeborenen haben. Dies ist mafigeblich dem Umstand zuzuschreiben, dass alle
Interventionsstudien eine spatere ,Rescue®-Therapie der Kontrollgruppe zugelassen
haben und kaum Langzeitergebnisse erhoben wurden. Ein Ausbleiben des
physiologischen Spontanverschlusses des DA wahrend der ersten 3 Lebenstage ist bei
Uber 30% der Frihgeborenen < 1500g Geburtsgewicht und ca. 50-70% der
Friilhgeborenen < 1000g Geburtsgewicht zu beobachten’® 8 18187 ‘|nfolge der
resultierenden Volumenbelastung von Herz und Lungen einerseits sowie der
Minderperfusion von Gehirn und Darm andererseits fihrt ein PDA moglicherweise zu
Organschaden® *°. Die andauernde Debatte zum ,optimalen Management“ eines PDA
bei Frihgeborenen wird durch neue Einblicke in die Pathophysiologie des PDA, die sich
verandernde klinische Evidenz und das Hinzukommen neuer ante- und postnataler
Therapien wahrend der letzten Dekade (z.B. Zulassung von Ibuprofen zur
medikamentdsen Ductusintervention im Jahr 2004) in Gang gehalten. Aufgrund
steigender Uberlebensraten der extrem untergewichtigen Friihgeborenen und der hohen
Inzidenz eines PDA in dieser Patientenpopulation, beschéaftigt die Therapiestrategie auch
heute weiterhin jeden Neonatologen. Eine weitere Besonderheit stellt die
Unzuganglichkeit humanen Ductusgewebes fiir pathophysiologische Untersuchungen dar.
Aufgrunddessen wurden die zum Ductusverschluss filhrenden Mechanismen bisher
hauptsachlich an Tiermodellen untersucht. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es nicht eine
neue Therapieempfehlung zu generieren, sondern durch die Untersuchung verschiedener
Teilaspekte des Ductusverschlusses zu einem besseren Verstandnis dieses komplexen

Problems beizutragen. Im Einzelnen wurde folgenden Fragestellungen nachgegangen:

So sollte anhand der durchgeflhrten ex vivo Untersuchungen an humanen

Ductuspraparaten neben der Etablierung eines verbesserten Verfahrens zur
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histologischen Reifealterbestimmung auch die Ubertragbarkeit der tierexperimentellen
Erkenntnisse Uber die malRgeblich am spontanen Ductusverschluss beteiligten Faktoren
auf den Menschen Uberprift werden. Die potentielle Nebenwirkung der vergleichsweise
neuen medikamentdsen Therapie des PDA bei Friihgeborenen mittels Ibuprofen auf den
Bilirubinstoffwechsel wurde gezielt im Zellkulturmodell und anhand der Auswertung
klinischer Daten untersucht. Im Rahmen von prospektiven klinischen Studien wurden der
Biomarker BNP und echokardiographische Parameter hinsichtlich ihrer Eignung zur
Steuerung der Ductustherapie bei Friihgeborenen Uberpriift. Ferner wurden die
Komplikationen der medikamentdsen und chirurgischen Ductusintervention am eigenen
Patientenkollektiv sehr untergewichtiger Frihgeborener Uber einen Zeitraum von mehr als
10 Jahren evaluiert. Die Auswirkung der unterschiedlichen Therapieoptionen zum
Ductusverschluss auf die Langzeitentwicklung des eigenen Patientenkollektivs wurde im
korrigierten Alter von zwei Jahren analysiert. Eine noch detailliertere Ausfuhrung zu den
im Einzelnen untersuchten Fragestellungen ist der vorangestellten Kurzfassung der

jeweiligen Verdffentlichung zu entnehmen.
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4. FRAGESTELLUNGEN UND ERGEBNISSE IN DEN VORGESTELLTEN
ORIGINALARBEITEN ZUM THEMA

4.1 Histologische Untersuchung der entwicklungsabhangigen Expression von

COX-1, COX-2, VEGF und dessen Rezeptoren im humanen Ductusgewebe
Hintergrund

Der Ductusverschluss ist durch mehrere Phasen charakterisiert: 1.Verdickung und
Umbau der Intima, 2. perinatale Kontraktion und 3. endgultiger postnataler
Verschluss durch Obliteration. Der programmierte proliferative Umbau des DA
beginnt bereits wahrend der Fetalzeit und zeigt eine grofe entwicklungsabhangige
Schwankungsbreite, die nicht unbedingt mit dem Reifealter korreliert. Unklar ist
bisher durch welche Faktoren dieser gefalispezifische Umbauprozess ausgeldst
wird und wie das Zusammenspiel von funktionellem und proliferativem
Gefalverschluss im Detail funktioniert. Héchstwahrscheinlich wird dieser Vorgang
durch verschiedene Signalwege gesteuert, wobei dem Prostaglandin- und VEGF-
System eine zentrale Bedeutung zugeschrieben wird. Insbesondere PGE2 und
Prostazyklin sind fiir die Regulation des Ductustonus wahrend der Schwangerschaft
verantwortlich. Veranderungen der Konzentration von Prostanoiden und der
Ansprechbarkeit des DA auf diese scheinen den funktionellen Ductusverschluss zu
vermitteln. COXs katalysieren den ersten Schritt der PG Synthese. Zahlreiche
Studien haben die Expression der beiden COX Isoformen und der vier PGE
Rezeptorsubtypen in verschiedenen Saugetierarten untersucht und sowohl
interspezies als auch entwicklungsabhangige Unterschiede festgestellt. In
Tierstudien wurden die Bildung neointimaler Kissen und die Einsprossung von Vasa
vasorum wahrend der dritten Phase des Ductusverschlusses als VEGF-abhangige
Prozesse identifiziert. Untersuchungen zum Prostaglandin- und VEGF- System an

einem grofen Kollektiv von humanem Ductusgewebe lagen bisher nicht vor.
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4.1.1 Histologische Untersuchung der entwicklungsabhangigen Expression von

Cyclooxygenasen und deren EP4 Rezeptor im humanen Ductusgewebe

Fragestellung

Etablierung eines verbesserten Auswertungsverfahrens zur Bestimmung des
histologischen Reifealters des sich entwickelnden humanen DA und Versuch des
Nachweises der Schliisselfaktoren des PG Stoffwechsels (beide COX Isoformen
und EP4 Rezeptor) im humanen fetalen DA. Ferner sollte geklart werden, ob sich

die Expression dieser Faktoren wahrend der fetalen Entwicklung verandert.
Methodik

An 80 Autopsiepraparaten des humanen DA wurde zur Bestimmung der Korrelation
von histologischem Reifealter des DA und dokumentiertem Gestationsalter (11 — 38
SSW) eine Elastika-van-Gieson Farbung durchgefiihrt. Die Expression von COX-1,

COX-2 und des EP4-Rezeptors wurde immunhistochemisch bestimmt.

Ergebnisse

Die typischen histologischen Entwicklungsveranderungen des DA korrelieren nur
schwach mit dem Gestationsalter. Folgende Unterschiede in der Expression der
Schlisselfaktoren des PG Stoffwechsels wurden gefunden: eine schwache COX-2
Expression wahrend der gesamten Fetalzeit, wohingegen die Expression von COX-

1 und EP4-Rezeptor wahrend der fetalen Entwicklung kontinuierlich zunahm.

Zusammenfassung

Die histologische Reifealterbestimmung ist fir die Untersuchung
entwicklungsabhangig regulierter Prozesse im fetalen DA notwendig. Unsere
Ergebnisse bestatigen Tierstudien, in denen COX-1 die vorrangige Funktion im DA
wahrend der gesamten Fetalzeit und dem EP4-Rezeptor das aktive Offenhalten des

DA im letzten Trimenon der Schwangerschaft zugeschrieben wurde.
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Changing expression of cyclooxygenases and prostaglandin receptor EP4 during
development of the human ductus arteriosus.

Rheinlaender C, Weber SC, Sarioglu N, Strauss E, Obladen M, Koehne P.
Pediatric Research 60, 2006, 270-275
http://dx.doi.org/10.1203/01.pdr.0000233066.28496.7c
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Die vorangehende Arbeit hatte wichtige Erkenntnisse zur Expression der
mafgeblich am funktionellen Ductusverschluss beteiligten SchlUsselfaktoren des
PG Stoffwechsels im humanen Ductusgewebe wahrend der Fetalzeit vermittelt. Die
nachfolgende Arbeit sollte demgegeniiber Informationen zum VEGF-System liefern,
dem eine essentielle Rolle v.a. wahrend der letzten Phase des Ductusverschlusses

zugeschrieben wird.
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4.1.2 Histologische Untersuchung der entwicklungsabhangigen Expression von VEGF

und dessen Rezeptoren im humanen Ductusgewebe

Fragestellung

Untersuchung der entwicklungsabhangigen Expression von VEGF und dessen
Rezeptoren in humanem Ductusgewebe. Die Annahme, dass die Expression dieser
Faktoren in der GefalRwand des DA bei Foeten trotz Gbereinstimmendem GA und
morphologischem Alter schwankt, kdnnte das Ausbleiben eines spontanen

Ductusverschlusses bei einigen Friihgeborenen erklaren.
Methodik
Immunhistochemischer Nachweis der Proteinexpression von VEGF und den drei

VEGF-Rs an 63 Autopsiepraparaten des humanen fetalen DA mit einem GA 11 — 38
SSW.

Ergebnisse

Eine perinukledre VEGF-Expression war in allen Gefalischichten des DA
gleichbleibend Uber die verschiedenen Entwicklungsstadien nachzuweisen. Die
VEGF-R1 und VEGF-R3 Expression war besonders deutlich im Endothel in den
frihen Reifestadien zu finden und nahm im Verlauf der Fetalzeit ab. Dagegen

dominierte die VEGF-R2 Expression in der Media wahrend der spateren Fetalzeit.

Zusammenfassung

Unsere Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung von VEGF als Mediator im
Rahmen des programmierten proliferativen Umbaus des DA. Ferner unterstitzen
sie die Vermutung, dass VEGF-R1 und VEGF-R3 fiir die normale Gefaltentwicklung
wahrend der Embryogenese verantwortlich sind, wohingegen VEGF-R2 die VEGF-
abhangigen strukturellen Ductusveranderungen wahrend der spateren Fetalzeit zu

vermitteln scheint.
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The Expression of VEGF and its Receptors in the Human Ductus Arteriosus
Sven C Weber, Cornelia Rheinlaender, Nanette Sarioglu, Christian Peiser, Mario
Rudiger, Michael Obladen and Petra S Koehne1

Pediatr Res. 2008;64:340-5

http://dx.doi.org/10.1203/PDR.0b013e318180a375
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Die vorangehende Arbeit hatte wichtige Erkenntnisse zur Expression der
mafgeblich am programmierten proliferativen Ductusumbau beteiligten Faktoren
des VEGF Stoffwechsels im humanen Ductusgewebe wahrend der Fetalzeit
vermittelt. Aus Tierexperimenten ist bekannt, dass die postnatale VEGF-Expression
in den Glattmuskelzellen des DA nur durch eine ausgepragte Hypoxie hervorgerufen
werden kann. Hierzu ist eine ausreichende Kontraktion der Gefaltiwand
Voraussetzung, ohne die der endglltige postnatale Verschluss des DA ausbleiben
wiurde. Die beiden nicht-selektiven COX Hemmer Indometacin und Ibuprofen
werden bei Friihgeborenen mit PDA zur Erzielung eines funktionellen
Ductusverschlusses durch Gefaltkontraktion eingesetzt. Zur besseren Steuerung
der Ductustherapie ist neben der Optimierung der Dosierungsregime mit Erzielung
ausreichender Wirkspiegel der COX Hemmer auch die zeitnahe Identifizierung
derjenigen Frihgeborenen wichtig, die am ehesten von einer Ductusintervention
profitieren. Biochemische Marker kdnnten bei der Diagnosestellung,
Therapieentscheidung und — steuerung eine sinnvolle Ergédnzung zur

Echokardiographie darstellen.
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4.2 Steuerung der Ductusintervention bei Frihgeborenen mittels BNP und

Echokardiographie
Hintergrund

Die Echokardiographie ist fiir die Diagnosestellung eines PDA unerlasslich. Zur
Einschatzung der hAmodynamischen Bedeutung eines PDA ist kein
Echokardiographiekriterium alleine geeignet, sondern vielmehr die gemeinsame
Beurteilung mehrerer Kriterien in Zusammenschau mit der klinischen Symptomatik
notwendig. Es gibt keine Studien, die tatsachlich unterschiedliche Kombinationen
von Parametern hinsichtlich ihrer Eignung fir die Diagnosestellung eines
hamodynamisch bedeutsamen PDA untersucht haben, so dass auch kein validierter
~Score zur Schweregradeinteilung oder einer sich hieraus ableitenden Indikation
zur medikamentdsen bzw. chirurgischen Therapie existiert. Eine Reihe von Studien
haben Echokardiographiekriterien auf inren Wert als pradiktiven Parameter zur
frihen Vorhersage eines als hdamodynamisch wirksam erachteten PDA Uberpruift.
Kein Echoparameter zeichnet sich durch eine so hohe Sensitivitdt und Spezifitat
aus, dass er alleine als verlasslicher Wert fur die Vorhersage eines spater als
hamodynamisch wirksam erachteten PDA geeignet ware. An dieser Stelle kbnnte
der Einsatz von Biomarkern helfen, eine diagnostische Lucke zu schlieRen. Die
kardiale Belastung durch einen PDA spiegelt sich in einer erhéhten Freisetzung der
natriuretischen Peptide ANP und BNP wieder. Das vorwiegend in der Herzkammer
als Antwort auf zunehmende Volumenbelastung durch Dehnung der kardialen
Myozyten gebildete BNP ist ein direktes Mal} fiir die physiologische Antwort des
Herzens auf hamodynamische Belastung. Daher kénnte sich BNP bei isoliertem
Vorliegen eines PDA zur Quantifizierung der hdmodynamischen Auswirkungen
eines PDA und zur Vorhersage eines als behandlungsbediirftig eingestuften PDA

eignen.
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4.2.1 Vorhersage der Ductusintervention bei Frihgeborenen mit einem Gestationsalter

<28 Wochen mittels brain-type natriuretischem Peptid

Fragestellung
Es sollte festgestellt werden, ob sich der Biomarker BNP als Screeningparameter

zur Vorhersage eines behandlungsbedurftigen PDA bei Frihgeborenen mit einem
GA unter 28 SSW eignet.

Methodik

Im Rahmen dieser prospektiven geblindeten Studie wurden die BNP Plasmaspiegel
von 67 Frihgeborenen im Alter von 24-48 Lebensstunden mittels eines
Chemilumineszenz Immunoassays bestimmt. Die Entscheidung zur Ductustherapie
erfolgte bei Vorliegen spezifischer klinischer und echokardiographischer Kriterien.
Eine Ductusintervention erfolgte im Verlauf bei 24 Frihgeborenen, wohingegen bei

den restlichen 43 keine Ductustherapie erforderlich war.

Ergebnisse

Im Vergleich zur Kontrollgruppe waren die BNP Konzentrationen in der
Interventionsgruppe signifikant héher. BNP Plasmaspiegel und Echoparameter
(Ductusdurchmesser und Verhaltnis von linkem Vorhof : Aortenwurzel) korrelierten
positiv. Der Grenzwert fir BNP Plasmaspiegel zur Vorhersage eines als
therapiebedurftig eingestuften PDA lag bei beatmeten Friilhgeborenen mit einem
Gestationsalter < 28 Wochen bei > 550 pg/ml am 2. Lebenstag (Sensitivitat 83%,
Spezifitat 86%).

Zusammenfassung

BNP ist ein geeigneter Screeningparameter mit hoher Sensitivitat und Spezifitat zur
frhen Vorhersage (2. — 3. Lebenstag) eines spater hamodynamisch bedeutsam
werdenden PDA.
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B-type natriuretic peptide to predict ductus intervention in infants < 28 weeks.
Czernik C, Lemmer J, Metze B, Koehne PS, Mueller C, Obladen M.

Pediatr Res. 64(3) 2008: 286-90.
http://dx.doi.org/10.1203/PDR.0b013e3181799594
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In der vorangehenden Arbeit war bestatigt worden, dass sich der Biomarker BNP
zur Vorhersage eines als behandlungsbediirftig eingestuften PDA eignet und daher
eine sinnvolle Erganzung zur Echokardiographie darstellt. Ein Problem der
medikamentdsen Ductustherapie ist die mit abnehmendem Reifealter der
Frihgeborenen sinkende Verschlussrate. Infolgedessen steigt bei Friihgeborenen
mit einem GA unter 28 SSW die Rate chirurgischer Ductusinterventionen. Ob bei
Frihgeborenen nach einem erfolglosen medikamentdsen Zyklus zur
Ductusintervention eher ein zweiter Zyklus COX Hemmer oder aber eine Ligatur die
bevorzugte Ductusintervention sein sollte, ist bisher nicht geklart. Fur die weitere
Therapieentscheidung ist daher wichtig, diejenigen Friihgeborenen zu identifizieren,
bei denen eine wiederholte medikamentdse Therapie Erfolg verspricht.
Nebenwirkungen einer unnétigen weiteren medikamentésen Behandlung kénnten
vermieden oder die ggf. notwendige chirurgische Intervention zeitnah durchgefiihrt
werden. Sinkende Serumwerte der Biomarker im Verlauf sind mit einem
Therapieerfolg der Ductusintervention verbunden. Aus den bisher hierzu
durchgefuhrten Studien konnte kein Grenzwert definiert werden, der zuverlassig
einen Therapieerfolg erwarten 1at. Der Nutzen von Echoparametern zur

Vorhersage eines Therapieerfolges wurde bisher kaum untersucht.
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4.2.2 Vorhersage des Ductusverschlusses unter Ibuprofentherapie bei Friihgeborenen

mit einem Gestationsalter < 28 Wochen mittels Echokardiographie

Fragestellung
Anhand der Studie sollte festgestellt werden, ob sich Echoparameter zur
Vorhersage einer erfolgreichen Ductustherapie mit Ibuprofen bei Friihgeborenen

unter 28 SSW mit einem behandlungsbediirftigen PDA eignen.
Methodik

Im Rahmen dieser longitudinalen Beobachtungsstudie wurde das Vorhandensein
eines hsPDA mittels Echokardiographie bei 29 Frihgeborenen im Alter von 24-72
Lebensstunden untersucht. Bei Vorliegen eines hsPDa erfolgte eine intravendse
Therapie mit Ibuprofen in Standard Dosierung. Die Ductusparameter wurden im

Verlauf anhand serieller Echountersuchungen tUberwacht.

Ergebnisse

Das Anprechen auf die 1. Ibuprofendosis (10mg/kg KG) war bei allen 15
Frihgeborenen mit hsPDA durch Abnahme des Ductusdurchmessers oder
Zunahme der maximalen Flussgeschwindigkeit iUber dem Ductus (PDA Vmax)
gekennzeichnet. Bei 7 dieser Frihgeborenen war der Ductusverschluss nach Ende
des 1. Ibuprofenzyklus erfolgreich (47%). Sieben der 8 Therapieversager erhielten
einen 2. Ibuprofenzyklus, der lediglich bei 2 Frihgeborenen erfolgreich war (29%).
Bei allen Therapieversagern des 2. Ibuprofenzyklus lag die PDA Vmax < 180 cm/s

oder der Ductusdurchmesser nahm nach der 3. Ibuprofendosis des 1. Zyklus zu.

Zusammenfassung

PDA Vmax und Ductusdurchmesser am Ende des ersten Ibuprofenzyklus eignen

sich folglich zur Vorhersage eines Therapieerfolgs weiterer Ibuprofenbehandlungen.
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Echocardiography predicts closure of patent ductus arteriosus in response to
ibuprofen in infants less than 28 week gestational age.

Pees C, Walch E, Obladen M, Koehne P

Early Hum Dev. 2010;86:503-8
http://dx.doi.org/10.1016/j.earlhumdev.2010.06.012
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Die vorangehende Arbeit hatte gezeigt, dass sich am Ende des ersten
Ibuprofenzyklus aus Echoparametern der zu erwartende Therapieerfolg eines
zweiten Ibuprofenzyklus voraussagen lasst. Dies ist zur individuellen Steuerung der
weiteren Therapie unerlallich. Ebenso wichtig ist es, den Nutzen sowie die Risiken
der unterschiedlichen Méglichkeiten der Ductusbehandlung fir die
Therapieentscheidung und —planung im Einzelfall abzuwagen. Voraussetzung
hierfir ist die genaue Kenntnis des Nebenwirkungsprofils der beiden COX Hemmer

sowie der chirurgischen Ductusintervention.
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4.3 Komplikationen nach medikamentdser und chirurgischer Ductusintervention

bei sehr untergewichtigen Frilhgeborenen

Hintergrund

Seit 1976 existieren aufgrund der langjahrigen, weltweiten klinischen Anwendung
von Indometacin zum Ductusverschluss bei Frihgeborenen fundierte Kenntnisse
Uber die Nebenwirkungen dieses COX Hemmers. Sparlicher sind die Daten zum
Nebenwirkungsprofil des erst seit 1995 in Europa zur medikamentésen Induktion
des Ductusverschlusses eingesetzten Ibuprofens. Beim Vergleich der
Nebenwirkungen beider COX Hemmer ist die fehlende Beeinflussung der
mesenterialen, renalen und zerebralen Perfusion sowie die geringere renale
Beeintrachtigung unter Ibuprofentherapie im Gegensatz zu Indometacin hinlanglich
bekannt. Dagegen ist die Datenlage zum Einfluss auf den Bilirubinstoffwechsel
durch Ibuprofen dirftig. Die Verdrangung von Bilirubin aus der Serumeiwei3bindung
und der damit verbundene Anstieg des freien Bilirubins kdnnten zu einem erhéhten
Risiko flr das Auftreten eines Kernikterus bei Frilhgeborenen unter
Ibuprofentherapie fihren. Dieser Zusammenhang muss v.a. zur Entscheidung tber

den kinftigen Einsatz hoherer Ibuprofendosierungen genau abgeklart werden.

Der chirurgische Verschluss des symptomatischen PDA kommt in der Regel nur
nach erfolglosem medikamentésen Ductusverschluss als “Rescue“-Therapie in
betracht. Obwohl die chirurgische Ductusligatur bereits 13 Jahre vor Einfiihrung der
pharmakologischen Therapie etabliert war, haufen sich Veréffentlichungen zu
unerwunschten Nebenwirkungen dieser Therapie insbesondere in jingster Zeit.
Komplikationen der Ductusligatur resultieren v.a. aus der mechanischen
Schadigung benachbarter Strukturen und treten haufiger bei extrem kleinen und
unreifen Frihgeborenen auf. Probleme nach Ductusligatur beeinflussen eventuell

auch die langfristige Lebensqualitat Friihgeborener.
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4.3.1 Komplikationen nach Ductusintervention

Fragestellung
Analyse der Nebenwirkungen der pharmakologischen (Indometacin) und

chirurgischen Ductusintervention (Ligatur und Clip) bei Friihgeborenen < 1500g GG.
Methodik

Im Rahmen dieser retrospektiven Studie wurden die Komplikationen der
Ductusintervention bei 156 sehr kleinen Friilhgeborenen untersucht, die von Januar
1987 bis Dezember 1998 in der Klinik fiir Neonatologie der Charité am Campus

Virchow-Klinikum aufgrund eines hsPDA behandelt wurden.

Ergebnisse

Im Studienzeitraum wurden insgesamt 931 sehr kleine Friihgeborene in unserer
Klinik behandelt. Davon erhielten 156 (16,8%) eine Ductusintervention, die primar
pharmakologisch mit Indometacin bei 101 Kindern und chirurgisch bei 55 Kindern
erfolgte. Ein sekundarer chirurgischer Ductusverschluss wurde bei 34 Kindern nach
erfolgloser Indometacintherapie durchgefuhrt. Renale Nebenwirkungen traten bei 40
von 101 (40%) Kindern nach medikamentdser Ductustherapie und bei 9 der 55
(16%) primar ligierten Kinder auf. Die haufigste Komplikation nach chirurgischer
Ductustherapie war ein Pneumothorax (6 von 89 ligierten Kinder), der in 2 Fallen mit
Spannungspneumothorax zum Tod flhrte. Eine Intention-to-treat Analyse ergab
Todesfallraten von insgesamt 16% in der Indometacingruppe und 25% in der

Ligaturgruppe.

Zusammenfassung

Der chirurgische Verschluss eines hsPDA sollte bei sehr kleinen Friihgeborenen
aufgrund der hohen Komplikationsrate nur sekundar nach erfolgloser

medikamentdser Ductustherapie durchgefiihrt werden.
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Patent ductus arteriosus in very low birthweight infants: complications of
pharmacological and surgical treatment.

Koehne PS, Bein G, Alexi-Meskhishvili V, Weng Y, Blhrer C, Obladen M.
J Perinat Med. 2001;29(4):327-34.
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Die vorangehende Arbeit hat bestatigt, dass die chirurgische Ductusintervention bei
sehr kleinen Friihgeborenen auch bei Durchfiihrung des Eingriffs auf der
neonatologischen Intensivstation durch einen getbten Kinderkardiochirurgen trotz
Ausschaltung von transportassoziierten Komplikationen noch mit erheblichen
Nebenwirkungen verbunden ist und daher keine primare Therapieoption sein sollte.
Vergleichsweise gering sind dagegen die mit der pharmakologischen
Ductusintervention durch Indometacin verbundenen Risiken. Im
Nebenwirkungsprofil dieses COX Hemmers Gberwiegen transiente
Nierenfunktionsstorungen. Eine kompetitive Verdrangung von Bilirubin aus der
SerumeiweilRbindung durch Indometacin ist nicht bekannt. Dagegen steht eine
genaue Untersuchung der Beeinflussung des Bilirubinstoffwechsels durch Ibuprofen
derzeit noch aus. Dies ist vor allem in Anbetracht der Tatsache, dass sich die
Ibuprofentherapie und eine therapiebedurftige Hyperbilirubindmie in der Regel
zeitlich Uberschneiden, notwendig. Erste Erkenntnisse zur Interaktionen von

Ibuprofen mit dem Bilirubinstoffwechsel stammen aus in vitro Studien.
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4.3.2 |Ibuprofen erhéht die Bilirubintoxizitat in Neuronenkulturen der Ratte

Fragestellung
Anhand dieser experimentellen Studie sollte der Einfluss einer kombinierten
Einwirkung von unkonjugiertem Bilirubin (UCB) und Ibuprofen tber 48 Stunden an

primaren neuronalen Zellkulturen der Ratte untersucht werden.
Methodik

Anhand von Methylthiazol Tetrazoliumbromid (MTT)-Reduktion,
Lactatdehydrogenase (LDH)-Freisetzung, Caspase 3-Aktivierung und DNA-
Fragmentierung wurden sowohl die alleinige als auch die simultane Wirkung von
UCB (1 oder 10 uM) und steigenden Ibuprofendosen (7,5 — 1000 ug/ml) auf die

Lebensfahigkeit neuronaler Zellen untersucht.

Ergebnisse

Die Inkubation der Zellen mit Ibuprofen reduzierte ab einer Konzentration > 125
pg/ml signifikant die Zellvitalitat im MTT-Assay und steigerte die LDH-Freisetzung im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen. Die Co-Inkubation mit 10 yM UCB und
250 pg/ml Ibuprofen bewirkte neben einer weiteren Abnahme der Zellvitalitat und
Zunahme der LDH-Freisetzung auch eine Caspase 3-Aktivierung und DNA-
Fragmentierung. Die Vorbehandlung der Zellen mit dem Pan-Caspase Hemmer z-

VAD-fmk unterdriickte diesen durch Ibuprofen und UCB hervorgerufenen Effekt.

Zusammenfassung

Die Co-Inkubation mit Ibuprofen in supratherapeutischer Dosierung verstarkt die
toxische Wirkung bereits geringer Konzentrationen von UCB auf embryonale
kortikale Neuronenkulturen der Ratte. Der zugrunde liegende Mechanismus fiir den

Zelltod der neuronalen Zellen ist Apoptose.
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Ibuprofen augments bilirubin toxicity in rat cortical neuronal culture.
Berns M, Toennessen M, Koehne P, Altmann R, Obladen M.
Pediatr Res. 2009 Apr;65:392-6.
http://dx.doi.org/10.1203/PDR.0b013e3181991511
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In der vorangehenden Arbeit war nachgewiesen worden, dass unkonjugiertes
Bilirubin in geringen Konzentrationen die Lebensfahigkeit von neuronalen Zellen in
vitro reduziert und dass dieser zytotoxische Effekt durch Ibuprofen verstarkt wird. In
wie weit sich diese Ergebnisse aus tierischen Zellkulturen auf das humane System
Ubertragen lassen und welche Bedeutung sie fiir Friihgeborene haben, die
zeitgleich aufgrund einer Hyperbilirubinamie und eines PDA behandelt werden, ist
derzeit noch unklar. Zur weiteren Abklarung der moglichen Risiken einer
gleichzeitigen Einwirkung von Bilirubin und Ibuprofen waren in vivo Untersuchungen

zwingend notwendig.
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4.3.3 Einfluss der Cyclooxygenasehemmer auf den Frihgeborenenikterus

Fragestellung
Vergleichende Analyse der Bilirubindaten und der neurologischen Egebnisse im
Alter von 2 Jahren nach pharmakologischer Ductusintervention mit Indometacin (87

Patienten) oder Ibuprofen (91 Patienten) bei Friihgeborenen < 1500g GG.
Methodik

Im Rahmen dieser retrospektiven Studie wurden die Daten von insgesamt 178 sehr
kleinen Frihgeborenen ausgewertet, die von Januar 1998 bis Dezember 2003 in der
Klinik fir Neonatologie der Charité am Campus Virchow-Klinikum aufgrund eines

hsPDA mit einem Cyclooxygenasehemmer behandelt wurden.

Ergebnisse

Die Frihgeborenen der Indometacin- und Ibuprofengruppe unterschieden sich nicht
hinsichtlich ihrer klinischen Ausgangsdaten. Der Serumbilirubinspitzenspiegel war in
der Ibuprofengruppe mit 10,2 mg/dl deutlich hdher als in der Indometacingruppe mit
8,6 mg/dIl. Das neurologische Ergebnis im Alter von 2 Jahren unterschied sich nicht
zwischen den beiden Gruppen. Eine Einzelfallanalyse identifizierte jedoch 4
Patienten mit ungiinstiger neurologischer Entwicklung in der Ibuprofengruppe bei
ansonsten unauffalligem klinischen Verlauf. Ob in diesen Fallen tatsachlich ein
kausaler Zusammenhang zum hohen Serumbilirubinspitzenspiegel infolge der

Ibuprofentherapie besteht, bleibt spekulativ.

Zusammenfassung

Bei Friihgeborenen < 1500g GG mit hsPDA ist die Ibuprofentherapie im Vergleich
zur Indometacintherapie mit héheren Serumbilirubinspiegeln verbunden. Es wurden
keine Unterschiede im neurologischen Langzeitergebnis zwischen beiden

Therapiegruppen gefunden.
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Total serum bilirubin levels during cyclooxygenase inhibitor treatment for patent
ductus arteriosus in preterm infants.

Rheinlaender C1, Helfenstein D, Walch E, Berns M, Obladen M, Koehne P
Acta Paediatr. 2009;98:36-42.
http://dx.doi.org/10.1111/j.1651-2227.2008.01007.x
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In der vorangehenden Arbeit war durch die bei den mit Ibuprofen behandelten
Kindern festgestellten héheren Spitzenwerte von Gesamtbilirubin im Serum ein
Einfluss dieses Cyclooxygenasehemmers auf den Bilirubinstoffwechsel indirekt
bestatigt worden. Rickschlisse auf eine parallele Erhéhung des schwer zu
messenden, neurotoxischen freien Bilirubins sind allerdings nur anhand von
weiteren prospektiven in vivo Studien méglich. Die vorherige Arbeit hat trotz hdherer
Serumbilirubinspitzenspiegel bei den mit Ibuprofen behandelten Kindern keinen
Hinweis auf eine schlechtere neurologische Entwicklung dieser Kinder im Alter von
2 Jahren ergeben. Insgesamt ist die Datenlage bezliglich der langfristigen

neurologischen Ergebnisse nach Ductusintervention noch durftig.
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4.4 Neurologische Entwicklung Frithgeborener nach medikamentéser

Ductusintervention mit Cyclooxygenasehemmern

Hintergrund

Zur Verbesserung der Uberlebensqualitat sehr kleiner Friihgeborener ist es
entscheidend, Faktoren zu identifizieren, die das Langzeitergebnis dieser
Hochrisikopopulation beeinflussen. Obwohl sich eine Vielzahl von Studien mit der
Wirksamkeit unterschiedlicher Therapiestrategien zum Verschluss eines hsPDA
beschaftigt hat, ist die mogliche Auswirkung eines PDA und dessen Behandlung auf
das Langzeitergebnis dieser Kinder nicht bekannt. Das ist einerseits der Tatsache
zuzuschreiben, dass alle Studien nach erfolgloser Initialtherapie eine Backup
Therapie in der Kontrollgruppe zugelassen haben und dass andererseits kaum
Daten zur Langzeitentwicklung der Kinder aus diesen Studien vorliegen. Die
Mehrzahl der Studien existiert zwar zur therapeutischen Ductusintervention, jedoch
umfassen die Studien zum prophylaktischen Einsatz von Cyclooxygenasehemmern
die grote Anzahl von Patienten und liefern teilweise auch Daten zur
Langzeitentwicklung der Kinder. Dagegen ist die Datenlage zu neurologischen
Langzeitergebnissen nach therapeutischer Ductusintervention sparlich. Bisher
liegen keine neurologischen Langzeitergebnisse nach therapeutischer Anwendung
von Indometacin und Ibuprofen vor. Diese sind aber insbesondere aufgrund des
unterschiedlichen kurzfristigen Nebenwirkungsprofils beider
Cyclooxygenasehemmer von Interesse. Hinweise auf unerwiinschte neurologische
Langzeitfolgen nach Ductusligatur stammen aus der TIPP Studie von der
Forschergruppe um Barbara Schmidt. In dieser Studie wurde Indometacin
prophylaktisch eingesetzt. Ein chirurgischer Ductusverschluss erfolgte bei
ausbleibendem medikamentdsem Therapieerfolg. Die Nachuntersuchung der Kinder

fand im Alter von korrigiert 18 Monaten statt.
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Fragestellung
Analyse der neurologischen Egebnisse im Alter von 2 Jahren nach
pharmakologischer (Indometacin oder Ibuprofen) und chirurgischer

Ductusintervention (Ligatur) bei Frihgeborenen < 1500g GG.
Methodik

Im Rahmen dieser retrospektiven Studie wurden Daten zur Langzeitentwicklung von
182 sehr kleinen Frihgeborenen ausgewertet, die von Januar 1998 bis Dezember
2003 in der Klinik fir Neonatologie der Charité am Campus Virchow-Klinikum

aufgrund eines hsPDA behandelt wurden.

Ergebnisse

Im Studienzeitraum erhielten alle 182 Frihgeborenen eine primar pharmakologische
Ductusintervention. Der Vergleich zwischen den mit Indometacin (89) und Ibuprofen
(93) behandelten Kindern ergab keine Unterschiede hinsichtlich ihrer klinischen
Grunddaten, der friihen und spaten Morbiditatsdaten, der Ductusverschlussraten
und der neurologischen Entwicklung im Alter von 2 Jahren. Ein sekundarer
chirurgischer Ductusverschluss erfolgte bei 54 Kindern nach erfolgloser
Cyclooxygenasehemmer Therapie. Diese Non-Responder waren im Vergleich zu
den erfolgreich pharmakologisch therapierten Kindern unreifer, hatten ein
geringeres GG, hohere CRIB Werte und ein erhdhtes Risiko innerhalb der ersten 24
Lebensmonate zu versterben. Dennoch zeigten sich bei den Uberlebenden keine

Unterschiede bezlglich des neurologischen Ergebnisses im Alter von 2 Jahren.

Zusammenfassung

Die Verwendung von Indometacin oder Ibuprofen zur Therapie eines hsPDA fuhrt
nicht zu Unterschieden in der Mortalitat oder der Inzidenz einer schwer

beeintrachtigten neurologischen Entwicklung im korrigierten Alter von 2 Jahren.
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Neurodevelopmental outcome after COX inhibitor treatment for patent ductus arteriosus.
Rheinlaender C1, Helfenstein D, Pees C, Walch E, Czernik C, Obladen M, Koehne P.
Early Hum Dev. 2010;86:87-92

http://dx.doi.org/ 10.1016/j.earlhumdev.2009.12.009
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5. DISKUSSION DER ERGEBNISSE UND AUSBLICK

Im Folgenden werden die wichtigsten Ergebnisse der einzelnen Studien und deren
klinische Relevanz zusammenfassend diskutiert. Fur eine detaillierte Diskussion aller
Ergebnisse sei auf die jeweilige Originalpublikation verwiesen. Ausgehend vom aktuellen

Wissensstand wird ein méglicher Ausblick auf weitere Forschungsschwerpunkte gegeben.

5.1 Diskussion der ex vivo und in vitro Ergebnisse

Die wesentlichen Erkenntnisse zu den maldgeblich am postnatalen Ductusverschluss
beteiligten Faktoren stammen aus tierexperimentellen Studien an verschiedenen
Saugetierarten (bspw. Lamm, Pavian, Ratte, Kaninchen, Maus und Schwein), da
humanes Ductusgewebe in der Regel nicht fur pathophysiologische Untersuchungen zur
Verfugung steht. Die wenigen Untersuchungen an humanem Ductusgewebe sind durch
eine kleine Fallzahl und eine heterogene Patientenpopulation, das Alter, die Pathologie
und die Therapie betreffend, gekennzeichnet'®'%°. Aufgrund der haufig angewandten
Sauerstoff- und Prostaglandintherapie eignet sich das Ductusgewebe dieser Patienten
nicht fir systematische funktionelle Fragestellungen. Aus den tierexperimentellen
Untersuchungen ist bekannt, dass der komplexe Umbauprozess des DA bereits wahrend
der Fetalzeit beginnt und mehrere Signalwege einbezieht, wobei das
Cyclooxygenase/Prostaglandin-System und die VEGF-abhangige Angiogenese eine
zentrale Rolle zu spielen scheinen®" %2 721919 Dpje Ubertragbarkeit tierexperimenteller
Ergebnisse auf den Menschen ist jedoch begrenzt, zumal die Expression einzelner
Faktoren groRen interspezies Schwankungen zu unterliegen scheint®® "% "%’ Dieser
Umstand fuhrte dazu, Untersuchungen an einer gro3en Stichprobe von fetalen
Autopsiepraparaten unterschiedlicher Gestationsalter (11 - 38 Wochen) durchzuflihren.
Die Foeten waren zuvor weder einer Behandlung mit Sauerstoff noch mit Prostaglandinen
ausgesetzt. Darlber hinaus wurden Praparate mit bekannter Gefafehlbildung oder
entziindlichen Veranderungen als mdglichem Trigger fur eine veranderte Expression
relevanter Proteine ausgeschlossen. Aufgrund der erfolgten Routinefixierung mit
Paraformaldehyd sind diese post mortem Praparate nur immunhistochemischen
Untersuchungsmethoden zuganglich, da die Anwendung molekularbiologischer Techniken
natives Gewebe beansprucht. Voraussetzung fiir die Uberpriifung der tierexperimentellen
Ergebnisse am humanen Ductusgewebe war zunachst die Optimierung der histologischen
Reifealterbestimmung, die seinerzeit von der Arbeitsgruppe um Gittenberger-de Groot
etabliert wurde® '%. Dies war insbesondere vor dem Hintergrund, dass die Expression
einzelner Faktoren eine vom Reifealter abhangige Schwankung in den tierexperimentellen

Untersuchungen gezeigt hat, wichtig'®'. Die Zuordnung der Praparate zu einem der fiinf
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verschiedenen Reifestadien des neuen Reifescores erfolgte je nach Auspragung
bestimmter charakteristischer histomorphologischer Kriterien. Interessanterweise zeigte
sich keine strenge Korrelation von histologischem Reifestadium und rechnerischem
Reifealter. Aufgrund der limitierten Probenmenge der jeweiligen Praparate wurden die
immunhistochemischen Untersuchungen auf das Prostaglandin- und VEGF-System
beschrankt. COX-1 konnte in allen Gefal3schichten des DA nachgewiesen werden. Die
stetige Zunahme der COX-1 Expression in allen Gefalischichten wahrend des
Reifungsprozesses trat scheinbar unabhangig von spezifischen reifebedingten
morphologischen Veranderungen auf. In allen Reifestadien zeigte das Endothel die
starkste COX-1 Expression. Dagegen blieb die COX-2 Farbung unabhangig vom
histologischen Reifegrad und der Gefaliregion des DA unverandert schwach. Die
Expression des EP4-Rezeptors, dem starksten Vermittler einer PGE, abhangigen
Vasodilatation am fetalen DA, zeigte einen mafigen Anstieg wahrend des
Reifungsprozesses und blieb auf die Intima und Media des DA beschrankt. Die
Ergebnisse der durchgefuhrten immunhistochemischen Untersuchungen zum
Prostaglandinstoffwechsel decken sich mit tierexperimentellen Daten insofern, dass dem
konstitutiv exprimierten COX-1 die vorrangige Rolle am DA wahrend der Entwicklung
zugeschrieben wird'®®. In Ubereinstimmung mit den hier dargestellten Ergebnissen haben
Studien am Lamm und Schwein ein ungleiches Expressionsmuster beider
Cyclooxygenasen im DA gezeigt, wobei die COX-1 der COX-2 Expression wahrend der
Entwicklung vorausgeht'®" '%". Ergebnisse aus Knockout Mausmodellen sprechen
dagegen eher dafir, dass beide COX Isoformen perinatal gemeinsam agieren. Doppelte
COX1/2-Knockout-Mause versterben durch das Offenbleiben des DA, wohingegen der
Ductusverschluss bei Mausen mit Knockout nur einer der beiden Cyclooxygenasen nicht
beeinflusst ist?*>?°?. Im DA der Maus ist eine vorwiegend perinukledre Lokalisation beider
Cyclooxygenasen festgestellt worden®, die in unseren Praparaten lediglich fir COX-2 in
allen Reifestadien bestatigt werden konnte. Dagegen lief3 sich ein Wechsel im zellularen
Expressionsmuster der COX-1 an unseren Praparaten beobachten. Inwiefern der Wandel
von einer zunachst perinuklearen Lokalisation des Enzyms im Reifestadium I, hin zu einer
cytoplasmatischen Anfarbung der COX-1 im Reifestadium IIl mit strukturellen
Veranderungen des DA in Verbindung steht, bleibt Spekulation. Unsere Untersuchungen
legen nahe, dass der EP4-Rezeptor besonders fir das Offenbleiben des humanen DA im
dritten Trimester eine SchlUsselfunktion zu haben scheint. Eine Vergleichsstudie am
Schwein hat eine deutliche EP3 und EP4 Rezeptor Expression im fetalen DA jedoch nicht
im DA neugeborener Tiere gezeigt?®. Ob dies auch auf den humanen DA {ibertragbar ist,

Iasst sich aufgrund der geringen Zahl von reif eingestuften DA Praparaten (n = 10) in
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unserer Studie nicht beantworten. Experimentelle Daten von Mausen mit Deletionen im
EP4 Rezeptor Gen sprechen fiir eine Doppelfunktion des Prostaglandin-Systems im
fotalen DA?%. Hiernach vermittelt die PGE, Rezeptor Aktivierung nicht nur das
Offenhalten des DA, sondern unterstitzt nachweislich auch die Entstehung neointimaler
Kissen. Die klinische Beobachtung steigender Inzidenzen von chirurgischen
Ductusligaturen bei Friihgeborenen mit PDA nach Tokolyse durch Indometacin spricht fiir
die Ubertragbarkeit dieser Theorie auf den Menschen?®® ?%. Als wesentlicher
Mechanismus im Hinblick auf den spateren postnatalen Ductusverschluss wird neben
dem Verlust von PG Rezeptoren eine sinkende Ansprechbarkeit der PG Rezeptoren auf
PGE, im Verlauf der Gestation angenommen2°7. In wie weit es mit wachsendem Reifealter
am humanen DA zu einer veranderten Ansprechbarkeit gegenuber Prostanoiden kommt
und wodurch diese perinatalen Veranderungen der EP4 Rezeptor Empfindlichkeit
ausgelost werden, 183t sich anhand der durchgefuhrten immunhistochemischen
Untersuchungen nicht beurteilen. Hierzu sind weiterfuhrende funktionelle Untersuchungen

erforderlich.

Die Beteiligung der VEGF-abhangigen Angiogenese am permanenten Ductusverschluss
ist aus Tierstudien bekannt, in denen die Bildung neointimaler Kissen und die
Einsprossung von vasa vasorum im Rahmen des fibrotischen GefaRumbaus als VEGF-
abhangige Prozesse identifiziert wurden®. Die Vermutung, dass VEGF in Vorbereitung
auf den baldigen postnatalen Ductusverschluss gegen Ende der Fetalzeit ansteigt und ein
ausbleibender Ductusverschluss bei einigen Friihgeborenen mit einer geringeren VEGF-
Expression zusammen hangen kdnnte, ist daher naheliegend. Entgegen dieser Annahme
zeigten die immunhistochemischen Untersuchungen am humanen DA eine perinuklear
lokalisierte und in allen GefaRschichten gleichbleibende Expression von VEGF wahrend
der gesamten Fetalzeit. Die wenigen Studien, die an anderen Saugetierarten durchgefuhrt
wurden, kamen zu tbereinstimmenden Resultaten'® ®': "% Das Expressionsmuster aller
VEGF Rezeptoren zeigte dagegen reifeabhangige Unterschiede. Unser Ergebnis einer
hdéheren VEGF-R1 Expression im Endothel des DA in den frihen Reifestadien deckt sich
mit der Erkenntnis, dass VEGF-R1 mal3geblich die Neubildung von Blutgefallen im
Rahmen der Embryogenese vermittelt, indem er die konzentrationsabhangige Wirkung
von VEGF streng reguliert’®. Im Gegensatz dazu (iberwog der VEGF-R2 in der Media
des DA der spateren Reifestadien unserer Praparate. Dies passt zu den eher
funktionellen Eigenschaften dieses Rezeptors (bspw. Regulation von
Endothelzellmigration, -proliferation und -differenzierung) und den
Untersuchungsbefunden am Lamm Modell der Forschergruppe um Clyman et al.?% 2%,

Infolge einer direkten Verabreichung von VEGF in die Ductuswand von fetalen Lammern
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konnten sie eine deutliche Zunahme von Vasa vasorum in der GefaRmedia sowie eine
Ausweitung der Neointima durch Einwanderung von Glattmuskelzellen feststellen. Obwohl
die VEGF-R2 Expression nicht von Clyman et al. untersucht wurde, ist die Vermittlung der
beobachten Veranderungen durch diesen Rezeptor hochstwahrscheinlich.
Immunhistochemische Untersuchungen erlauben zwar keine Riickschlisse bezliglich der
Aktivitat oder der Funktionalitat eines Proteins, aber die héhere Expression des VEGF-R2
in der Media des DA wahrend der spateren Reifestadien kdnnte in unseren Praparaten
dem ersten Schritt des anatomischen Ductusumbaus entsprechen. Letztlich sind sowohl
VEGF-R1 als auch VEGF-R2 flir eine normale Entwicklung des GefalRsystems essentiell,
denn die homozygote Deletion eines der beiden Rezeptoren flihrt zum intrauterinen Tod
infolge schwerer GefaRfehlbildungen?'® 2", Die Proteinexpression des VEGF-R3 blieb in
unserer Studie abgesehen von einer leichten Abnahme im Endothel der fortgeschrittenen
Reifestadien insgesamt moderat. Damit stimmen unsere Beobachtungen mit den
bekannten reifeabhdngigen Veranderungen dieses Rezeptors, der anfanglich noch von
allen embryonalen Endothelzellen exprimiert wird und wahrend der weiteren Entwicklung
dann auf das lymphatische Endothel beschrénkt bleibt, iiberein®. Inwieweit die postnatale
Exposition gegenuber hdheren Sauerstoffkonzentrationen zu Veranderungen der
Expression von VEGF und dessen Rezeptoren flhrt, lasst sich anhand unseres Modells,

das einen Querschnitt der intrauterinen Entwicklung darstellt, nicht beantworten.

Anhand der hier vorgelegten Untersuchungen am humanen Ductusgewebe konnte
erstmals die reifeabhangige differentielle Expression einiger Schllisselfaktoren des
Ductusverschlusses wie COX-1, EP4-Rezeptor sowie der VEGF Rezeptoren wahrend der
fetalen Entwicklung des Menschen bestatigt werden. Es konnte gezeigt werden, dass die
vermeintlichen Veranderungen des Expressionsprofils der untersuchten Schlisselfaktoren
eher vom morphologischen Reifegrad des DA als vom rechnerischen Reifealter der
Praparate abhangig ist. Wichtige Informationen zu den zusatzlich am Ductusverschluss
beteiligten Faktoren stammen in jingster Zeit aus Untersuchungen am neonatalen
Mausmodell der Arbeitsgruppe um Echtler®®. Durch Einsatz eines mikroskopischen
Spezialverfahrens konnten Echtler et al. an lebenden Tieren zeigen, dass Blutplattchen
eine entscheidende Rolle beim Ductusverschluss spielen. Durch
Thrombozytenaggregation im Lumen des kontrahierten Ductus kommt es zum
thrombotischen Gefallverschluss, der den nachfolgenden strukturellen Umbauprozess
des DA wesentlich unterstitzt. Zur Assoziation zwischen einer Thrombozytopenie und
dem Auftreten eines PDA bei Friihgeborenen gibt es allerdings widersprichliche klinische
Verdffentlichungen®'?2™. In Zukunft muss daher genauer untersucht werden, ob sich ein

ausbleibender Ductusverschluss tatsachlich nur auf eine numerische Erniedrigung der
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Plattchenanzahl zurtckfuhren I&sst oder ein Kausalzusammenhang mit einer

Plattchenfunktionsstérung besteht.

Trotz der Vielzahl von Studien, die in den letzten vier Dekaden an verschiedenen
Tierspezies und in-vitro Modellen durchgefihrt wurden, sind der genaue Ablauf der
komplexen molekularen Mechanismen, die zur einzigartigen proliferativen Degeneration
des DA fuhren ebenso wie die molekularen Grundlagen eines fehlgeschlagenen
Ductusverschlusses bisher nicht vollstandig geklart?'®. Es scheint naheliegend, dass fiir
den reibungslosen Ablauf der beteiligten komplexen Prozesse, wie Ausbildung
endothelialer Kissen oder Migration von Glattmuskelzellen besonders differenzierte
Fahigkeiten der Glattmuskelzellen, Endothelzellen und Fibroblasten des DA erforderlich
sind. Die unlangst gelungene Etablierung einer reproduzierbaren Methode zur Isolierung
und Kultivierung organotypischer Glattmuskelzellen, Endothelzellen und Fibroblasten aus
dem fetalen DA der Ratte, kdnnte zukiinftige funktionelle und molekularbiologische
Studien erleichtern®'®. Unter Verwendung einer magnet-aktivierten Zellseparation (MACS-
Technik) kdnnen Zellkulturen des jeweiligen Zelltyps von hohem Reinheitsgrad (85-94%)
und mit guter Lebensfahigkeit gewonnen werden. Im Gegensatz zu bisherigen Studien, in
denen das gesamte Ductusgefass zur Untersuchung molekularer Prozesse
herangezogen werden musste, ermdglicht dieses Modellsystem die getrennte
Untersuchung gezielter funktioneller Fragestellungen an den unterschiedlichen Zelltypen.
Darlber hinaus konnte anhand sinkender ATP-Spiegel, verminderter intrazellularer
Calciumkonzentration und ansteigender VEGF mRNA Expression gezeigt werden, dass
die isolierten Glattmuskelzellen in Kultur bis zu 15 Tage nach Isolierung weiterhin auf
Sauerstoff reagieren, so dass auch die Untersuchung Sauerstoff abhangiger Prozesse
anhand dieses Zellkulturmodells mdglich sein wird. Zur Identifizierung weiterer am
Ductusverschluss beteiligter Gene, deren tatsdchliche Rolle es gilt, zuklinftig genauer zu
untersuchen (bspw. anhand des zuvor beschriebenen Zellkultursystems), hat eine

Chipanalyse der Arbeitsgruppe von Coceani beigetragen?'”

. Mittels dieser Analyse wurde
einerseits das Expressionsprofil zahlreicher Gene zwischen Ductus und Aorta von
unreifen Rattenfoeten (GA 19 Tage) und reifen Ratten (3 Stunden Lebensalter)
verglichen. Andererseits wurde der Einfluss von Sauerstoff, als wesentlichem Trigger fiir
den postnatalen Ductusverschluss, auf die differentielle Regulation einer Vielzahl von

verschiedenen Genen Uberprift und mittels RT-PCR flir ausgewahlte Gene bestatigt.
Die einstige Entdeckung, dass Prostaglandine fir das Offenhalten des DA wahrend der
Fetalzeit zustandig sind?'®, bildet nach wie vor die Grundlage der heutigen
pharmakologischen Therapie eines als behandlungsbedurftig eingestuften PDA. Die

beiden zur Verfugung stehenden COX Hemmer Indometacin und Ibuprofen unterscheiden
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sich bei gleicher Effektivitat hauptsachlich in ihrem Nebenwirkungsprofil'® ¥ Infolge der
deutlich schlechteren Verschlussraten eines PDA mittels Pharmakotherapie bei den sehr
kleinen Frihgeborenen und der laufenden Bestrebungen zur entsprechenden Adaptierung
des derzeitigen Dosierungsregimes ist die Beeinflussung des Bilirubinstoffwechsels durch
Ibuprofen in den Fokus des Interesses gertckt. Ibuprofen wird zu 95% an Albumin
gebunden. Aus in vitro Untersuchungen ist bekannt, dass Ibuprofen in hohen
Konzentrationen Bilirubin aus der EiweiRbindung verdrangt?'®???. Die Ibuprofentherapie
konnte folglich mit einem gesteigerten Risiko flir eine durch Bilirubin induzierte
Neurotoxizitét einhergehen. Uber eine direkte neuronale Schadigung durch Ibuprofen ist
bisher nicht berichtet worden. In unseren Experimenten mit primaren embryonalen
kortikalen Neuronenkulturen der Ratte reduzierte Ibuprofen ab einer Konzentration > 125
Mg/ml maRgeblich die Lebensfahigkeit der Zellen im MTT-Assay und steigerte die LDH-
Freisetzung im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen. Die Co-Inkubation mit 250
pg/ml Ibuprofen potenzierte die toxische Wirkung bereits geringer Konzentrationen
unkonjugierten Bilirubins (10 pM UCB:humanes Serumalbumin im molaren Verhaltnis von
3:1) und bewirkte neben einer weiteren Abnahme der Zellvitalitdt und Zunahme der LDH-
Freisetzung auch eine Caspase 3-Aktivierung und DNA-Fragmentierung. Ahnlich wie bei
anderen Autoren liel3 sich durch Vorbehandlung unserer neuronalen Zellen mit dem Pan-
Caspase Hemmer z-VAD-fmk deren Schadigung verhindern?®. Unsere Studie hat somit
gezeigt, dass die gemeinsam von Ibuprofen und UCB bewirkte Schadigung neuronaler

Zellen durch Apoptose hervorgerufen wird.

Die zellspezifische Schadigung neuronaler Zellen durch UCB wurde bereits in anderen in
vitro und in vivo Untersuchungen, unter Verwendung von Bilirubin:Albumin in
verschiedenen molaren Verhaltnissen, beschrieben?*??%_ Verglichen mit in vivo
Konzentrationen bei Frihgeborenen (= 100 uM) waren die in unserer Studie verwendeten
Bilirubinkonzentrationen (1-10 uM UCB) eher niedrig. Dagegen entsprechen die von uns
eingesetzten Ibuprofen-Konzentrationen (30-250 ug/ml) den Plasma-Konzentrationen des
Medikamentes bei behandelten Kindern. Die bisher im Durchschnitt héchsten Ibuprofen-
Plasmaspiegel (180 + 11 ug/ml; Bereich 107 — 280 ug/ml) wurden eine Stunde nach
prophylaktischer Infusion von 10 mg/kg Ibuprofen innerhalb der ersten 3 Lebensstunden
gemessen'. In den meisten klinischen Studien lagen die Ibuprofen-Konzentrationen
zwischen 10 und 70 pg/ml nach der ersten Dosis'>* 2. Dennoch kénnten unter dem
derzeit Ublichen Ibuprofen Dosierungsregime (10-5-5 mg/kg alle 24 Stunden i.v.) in
seltenen Fallen aufgrund der starken interindividuellen pharmakokinetischen
Schwankungsbreite Ibuprofen Spitzenspiegel > 100 ug/ml erreicht werden. Insbesondere

bei kranken Frihgeborenen wird die Pharmakokinetik von Ibuprofen durch den klinischen
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Zustand (bspw. Saure-Basen-Ungleichgewicht, Flissigkeitsverschiebungen, sinkende
Albuminwerte und steigende Bilirubinspiegel) und die zeitgleiche Therapie mit anderen
Medikamenten (bspw. direkte Wechselwirkung der Medikamente, Veranderung der
Albuminbindung, Beeinflussung der Ibuprofen Clearance, Induktion des hepatischen
Metabolismus) beeinflusst. In diesem Zusammenhang ist unsere Beobachtung, dass
Ibuprofen in hohen Konzentrationen unabhangig von der durch die Verdrangung des
Bilirubins aus der Albuminbindung verursachten Zellschadigung, neurotoxisch wirkte, von
groliem Interesse. Lediglich an der BV-2 Mikrogliazelllinie der Maus hat Ibuprofen in
Konzentrationen um 500 pg/ml ebenfalls eine Apoptose induziert?”®. In anderen
neuronalen Schadigungsmodellen (durch Ischamie oder Amyloidproteine im
Alzheimermodell vermittelt) wirkt Ibuprofen dagegen in Konzentrationen zwischen 200 —
1000 pg/ml neuroprotektiv?® ?*'. Der neuroprotektive Effekt von Ibuprofen scheint in
diesen Modellen durch Eliminierung von Entzindungszellen und Hemmung der
induzierbaren Stickoxidsynthese (iNOS) in aktivierten Mikrogliazellen vermittelt zu
sein?*??3 Ein Manko unserer Studie ist die fehlende Bestimmung der Konzentration des
ungebundenen Bilirubins (UB). Aufgrund der technischen Herausforderungen, die mit der
Bestimmung des UB verbundenen sind, haben die meisten in vitro Studien zur
Bilirubintoxizitat das Ausmalf der Zellschadigung bisher in Bezug auf die UCB
Konzentration analysiert. Lediglich in einer Studie wurde die Toxizitat des UB im
Kulturmedium verschiedener Zelllinien bestimmt®**. In vitro wurde an verschiedenen
Gehirnzellen eine UB Konzentration im Bereich von 0,071 - 0,77 uM als neurotoxisch
ermittelt?**. Im Serum Neugeborener haben steigende Ibuprofen Konzentrationen durch
die zunehmende Verdrangung von Bilirubin aus der Albuminbindung nachweislich zu
ansteigenden UB Konzentrationen geflihrt. Allerdings haben diese in vitro Studien keine
einheitlich schllissigen Ergebnisse geliefert. Dies mag mit der Verwendung
unterschiedlicher Methoden zur Bestimmung des UB zusammenhangen. Zuerst haben
Cooper-Peel et al. gezeigt, dass es bei Ibuprofen Konzentrationen um 155 pg/ml und
Bilirubin:Albumin im molaren Verhaltnis von 0,5 zu einem vierfachen Anstieg des UB
kommt?'®. Uber eine Verdopplung der UB Konzentration im gepoolten Plasma ikterischer
Neugeborener haben Ahlfors et al. bei Ibuprofen Konzentrationen von 200 pug/mli
berichtet?®. In einer weiteren Studie wurden unschiedliche molekulare Verhéltnisse von
Bilirubin:Albumin (0,5, 1, 1,5 und 2) mit Bilirubin Konzentrationen von 5 oder 10 mg/dl und
Ibuprofen Konzentrationen zwischen 142,5 — 285 pg/ml getestet??’. Eine wesentliche
Verdrangung von Bilirubin aus der Albuminbindung wurde lediglich bei der h6chsten
Ibuprofenkonzentration und dem hdchsten molekularen Verhaltnis von Bilirubin:Albumin

festgestellt. Kirzlich haben Soligard et al. die Verdrangungswirkung von Ibuprofen ab

105



einer Konzentration von 177 ug/ml sowie eine dosisabhangige lineare Beziehung
zwischen Ibuprofen Konzentration und Bilirubinverdrdngung bestatigt®%.
Ubereinstimmend sprechen alle bisherigen in vitro Studien dafiir, dass der
Verdrangungseffekt auf die Albuminbindung von Bilirubin erst bei Ibuprofen
Konzentrationen einsetzt, die Uber den mit der Standarddosierung zur Behandlung eines

hsPDA normalerweise erreichten Werten bei Friihgeborenen liegen.

Die vorliegenden in vitro Ergebnisse zur Beeinflussung des Bilirubinstoffwechsels durch
Ibuprofen und deren tatsachliche Bedeutung fiir die medikamentése Ductustherapie von
Frihgeborenen mit Ibuprofen, gilt es zuklnftig durch entsprechende in vivo Studien

genauer zu untersuchen.

5.2 Diskussion der klinischen Ergebnisse bei Friihgeborenen

Die friihzeitige Einschatzung eines PDA als therapiebedurftig ist in den ersten
Lebenstagen besonders schwierig. Obwohl eine Vielzahl an Parametern zur Beurteilung
der hamodynamischen Relevanz eines PDA zur Verfligung steht, fehlen klinische Zeichen
in der Regel noch und auch die echokardiographischen Kriterien sind zu diesem Zeitpunkt
umstritten. Die zusatzliche Bestimmung von Biomarkern kénnte helfen diese
diagnostische Liicke zu schliefsen und die Ermittlung des optimalen Zeitpunktes der
Ductusintervention erleichtern. Um zu testen, ob BNP geeignet ist, die Notwendigkeit
einer Ductustherapie vorherzusagen, haben wir bei 67 Frihgeborenen mit einem GA < 28
SSW Plasma BNP am zweiten Lebenstag im Rahmen einer prospektiv geblindeten Studie
bestimmt. Daruber hinaus wollten wir die Aussagekraft der BNP Konzentration mit
gangigen echokardiographischen Parametern (Ductusdurchmesser und Verhaltnis von
linkem Vorhof : Aortenwurzel) flr die Beurteilung der hamodynamischen Relevanz eines
PDA vergleichen. Entgegen anderer Studien waren unsere Kriterien zur
Indikationsstellung fir eine Ductusintervention strenger (Ductusdurchmesser > 2 mm und
kiinstliche Beatmung)''® """ 2% Bei 24 Studienkindern erfolgte eine Behandlung aufgrund
eines hsPDA (Interventionsgruppe). Die BNP Konzentration war bei diesen Kindern am
zweiten Lebenstag signifikant hoher als bei den Gbrigen 43 Patienten, die keiner
Ductusintervention bedurften (Kontrollgruppe). Der anhand unserer Studie ermittelte
Grenzwert fur BNP-Plasmaspiegel zur Vorhersage eines spater als therapiebeduirftig
eingestuften PDA liegt bei beatmeten Friihgeborenen mit einem GA < 28 SSW bei > 550
pg/ml am 2. Lebenstag (Sensitivitat 83%, Spezifitat 86%). Lediglich 8 der 24 Patienten in
der Interventionsgruppe erfiillten unsere Interventionskriterien am zweiten Lebenstag,
wohingegen der Ductus bei 16 weiteren Patienten erst im Alter zwischen 62 — 280

Lebensstunden anhand unser Kriterien als interventionsbeduirftig eingestuft wurde.
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Ruckblickend ware die Kenntnis der BNP Konzentration bei einem Drittel unserer Kinder
ndtzlich gewesen und hatte zu einer frihzeitigeren Intervention des PDA im
prasymptomatischen Stadium bei diesen Kindern beigetragen. Dartber hinaus korreliert
BNP in unserer Studie mit dem Ductusdurchmesser und dem Verhaltnis von linkem
Vorhof : Aortenwurzel. In Kombination mit einem Ductusdurchmesser > 1,5 mm hat BNP
eine noch bessere Vorhersagekraft flr einen spater als therapiebediirftig eingestuften
PDA, als BNP oder der Ductusdurchmesser allein. Im Gegensatz zu unserer Studien
haben andere Arbeitsgruppen die Wertigkeit erhdhter BNP Konzentrationen zur Diagnose
eines hsPDA erst nach dem zweiten Lebenstag bei Friihgeborenen untersucht. Choi und
Mitarbeiter haben bspw. gezeigt, dass bei Friihgeborenen mit einem GA zwischen 25 bis
34 SSW ein Plasma-BNP-Spiegel von 1110 pg/ml (Sensitivitat 100%, Spezifitat 95,3%)
am 3. Lebenstag fir die Vorhersage eines als behandlungsbediirftig eingestuften PDA
geeignet ist**’. Neben BNP eignet sich auch die Bestimmung des N-terminalen Fragments
von pro BNP (NT-proBNP) zur Diagnostik eines hsPDA. Fur Plasma NT-proBNP liegt der
Grenzwert zur Vorhersage eines als therapiebedurftig eingestuften PDA bei
Frihgeborenen mit einem GA < 33 SSW bei 10180 pg/ml am 2. Lebenstag (Sensitivitat
100%, Spezifitdt 91%)?*®. Am 3. Lebenstag zeigte sich bei Friilhgeborenen mit einem GA <
34 SSW ein Grenzwert fiir Plasma NT-proBNP von 11395 pg/ml (Sensitivitat 100%,
Spezifitdat 95%) als pradiktiv flr einen als hdmodynamisch bedeutsam eingestuften
PDA?*®. Zusammenfassend ist festzustellen, dass sich BNP und NT-proBNP bei isoliertem
Vorliegen eines PDA mittlerweile in mehreren Studien im Vergleich zur Echokardiographie
als geeignete Screeningparameter mit hoher Sensitivitat und Spezifitat zur frihen
Vorhersage (2. — 3. Lebenstag) eines spater hamodynamisch bedeutsam werdenden PDA
erwiesen haben®*?*2_ Trotzdem sind Biomarker nicht als Ersatz fiir die Echokardiographie
zur Diagnose eines PDA zu verstehen, sondern als eine niitzliche Erganzung. Gerade im
Hinblick auf die kontroverse Diskussion utber die Indikationen zur Ductusintervention und
den optimalen Therapiezeitpunkt erscheint die Bestimmung von Biomarkern sinnvoll.
Anhand von Biomarkern kénnten diejenigen Kinder, bei denen sich der Ductus nicht
spontan verschlieRt friihzeitig identifiziert werden, ohne das Risiko der Ubertherapie zu
erhdhen. Ferner konnten Biomarker helfen, eine von McNamara propagierte
individualisierte Ductustherapie anhand einer Schweregradeinteilung zu etablieren®**.
Neben der Quantifizierung der hAmodynamischen Auswirkung eines PDA kénnen BNP
und NT-proBNP auch als Verlaufsparameter zur Beurteilung eines medikamentdsen

Therapieerfolges (gekennzeichnet durch sinkende Plasmakonzentrationen) dienen.

Die friihe, gezielte Intervention eines klinisch wie echokardiographisch als hsPDA

beurteilten Ductus entspricht derzeit der bevorzugten Therapiestrategie. Durch dieses
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Vorgehen erhofft man sich einerseits, eine Ubertherapie von Kindern, bei denen sich der
Ductus spontan verschliel3t, zu vermeiden und andererseits, dass sich die
Nebenwirkungen der beiden eingesetzten COX Hemmer mit den mdglichen Vorteilen
einer Intervention die Waage halten. Vor diesem Hintergrund wurden bislang
hauptsachlich verschiedene Echoparameter bezlglich ihrer Eignung zur frihen
Vorhersage eines spater behandlungsbediirftig erachteten PDA und fiir dessen
Einstufung als hdmodynamisch relevant tGiberpriift®”: 17 118.121.244.245 7,1 \/eranderung von
Echoparametern wahrend der pharmakologischen Ductusintervention gibt es dagegen
kaum Untersuchungen. Ein Ziel unserer longitudinalen Studie war es daher, das
Verschlussmuster von hsPDA wahrend des ersten Ibuprofen Behandlungszyklus bei
Frihgeborenen mit einem GA < 28 SSW echokardiographisch zu beobachten. Vorrangig
sollte anhand unserer Messungen geklart werden, ob ein erfolgreicher Ductusverschluss
aufgrund der Veranderung bestimmter Echoparameter im Rahmen der initialen Ibuprofen
Therapie vorherzusagen ist. Unsere Studie bestand nur aus einer kleinen Anzahl von
Patienten, da die serielle Untersuchung von Friihgeborenen mittels Echokardiographie
eine logistische Herausforderung darstellt. Von 29 Kindern, die im Alter zwischen 24 — 72
Lebensstunden auf das Vorliegen eines hsPDA wiederholt mittels Echokardiographie
untersucht wurden, erhielten 15 Kinder mit hsPDA (Verhaltnis von linkem Vorhof :
Aortenwurzel > 1,4; Resistance Index der Arteria cerebri anterior > 0,8; Sauerstoffbedarf >
35%) eine intravendse Ibuprofen Standardtherapie im mittleren Lebensalter von 31
Stunden. Auf die Ibuprofen Startdosis sprachen alle 15 Kinder in Form einer Abnahme
des Ductusdurchmessers oder einer Zunahme der maximalen Flussgeschwindigkeit tiber
dem Ductus (PDA V) an. 7 (47%) von 15 Kindern zeigten ein andauerndes Ansprechen
auf die Ibuprofen Erhaltungstherapie und hatten 24 Stunden nach Ende des ersten Zyklus
einen geschlossenen Ductus. Von den 8 Non-Respondern erhielten 7 einen zweiten
Ibuprofen Zyklus, auf den lediglich 2 Kinder ansprachen (29%). Bei den restlichen 5
Kindern erfolgte eine Ductusligatur. Interessanterweise hatten alle 5 Non-Responder des
zweiten Ibuprofen Zyklus eine PDA V,,ox < 180 cm/s und ansteigende Ductusdurchmesser
nach der dritten Ibuprofen Dosis des ersten Behandlungszyklus. Keines unserer Kinder
entwickelte unter der friihen Ibuprofen Therapie eine pulmonale Hypertension, die
mehrfach als Komplikation nach prophylaktischer Anwendung von Ibuprofen beschrieben
wurde?® 2’ Abgesehen von der starkeren Beeintrachtigung der Atmung mit gehaufter
Notwendigkeit einer Surfactant Substitution (3 Responder versus alle Non-Responder),
gab es keinen klinischen Parameter, der geeignet war, ein Ansprechen oder Versagen auf
die Ibuprofen Therapie bei unseren Kindern vorherzusagen. Auch die Plasmaspiegel der

S(+) und R(-) Ibuprofen Enantiomere waren bei allen Kindern vergleichbar. Die Ursache
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fur ein Versagen der Ibuprofen Therapie in einem Drittel der Falle scheint daher am
ehesten in der Erhaltungsdosierung von nur 5 mg/dl Ibuprofen begriindet zu sein, zumal
auch bei den spateren Non-Respondern zunachst eine Abnahme des ductalen
Shuntausmales nach der Startdosis von 10 mg/dl Ibuprofen zu beobachten war. Im Jahr
2003 regten Keller et al. an, dass bei allen Friihgeborenen mit einem GA < 28 SSW, die
nicht auf den ersten Indometacin Behandlungszyklus ansprechen aufgrund der geringen
Erfolgsaussichten eines zweiten Indometacin Zyklus eine Ductusligatur erfolgen sollte?*®.
Bedenkt man die bekannten Risiken einer Ductusligatur, so scheint ein zweiter Ibuprofen
Zyklus zumindest fiir einige Kinder die Therapie der Wahl zu sein. Richards et al.
dagegen haben kirzlich tber eine vergleichbare Effektivitdt des ersten und zweiten
Ibuprofen Zyklus berichtet und empfehlen dieses Vorgehen anstelle der friihzeitigen
Ductusligatur bei allen Frithgeborenen < 1000 g GG**°. Die kumulative Verschlussrate von
65% glich unserer, wenngleich in der Studie von Richards keine echokardiographische
Erfolgskontrolle stattfand. In einer beziglich des GA nahezu identischen
Patientenpopulation hat die Arbeitsgruppe von Dani Uber eine Verschlussrate von 50%
nach dem ersten Ibuprofen Zyklus berichtet?. Im Einklang mit anderen Arbeitsgruppen
halten Dani und Mitarbeiter das GA der Frihgeborenen fur den einzig unabhangigen
Faktor, der fiir den Erfolg der medikamentdsen Ductusintervention entscheidend ist®®".
Verglichen mit unserer Studie war die von Dani et al. beobachtete Verschlussrate nach
dem zweiten Ibuprofen Zyklus deutlich héher (7 von 9 Kindern), was am ehesten mit einer
hoéheren und verlangerten Dosierung zusammenhéngen mag®? 2%, Wir konnten einen
erfolgreichen Ductusverschluss durch einen zweiten Ibuprofen Zyklus nur bei denjenigen
Kindern beobachten, die einen Ductusdurchmesser < 1,8 mm und eine PDA Vax > 180
cm/s nach dem ersten Ibuprofen Zyklus hatten. Unsere bisherigen Studienergebnisse
legen daher nahe, dass es anhand der Bestimmung von PDA V.x und dem
Ductusdurchmesser bereits am Ende des ersten Ibuprofenzyklus maoglich ist, zwischen
Respondern und Non-Respondern weiterer Ibuprofen Behandlungszyklen zu
unterscheiden. Hierdurch kénnte zukiinftig die individualisierte Therapieplanung eines
hsPDA bei extrem kleinen Frihgeborenen erleichtert werden, indem gezielt diejenigen
Kinder identifiziert werden, bei denen ein zweiter COX Hemmer Zyklus
erfolgversprechend ist, wohingegen ein zeitnaher chirurgischer Ductusverschluss bei den
anderen Kindern sinnvoller sein kdnnte.

Durch den weltweiten Einsatz von Indometacin seit 1976 existieren langjahrige klinische
und wissenschaftlich fundierte Erfahrungen zur prophylaktischen und therapeutischen
Anwendung dieses COX Hemmers bei hsPDA. Seit 1995 wird in Europa zunehmend

Ibuprofen zur medikamentdsen Induktion des Ductusverschlusses eingesetzt. Dieser
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Wandel hat sich aufgrund der geringeren Einschrankung der zerebralen, renalen und
mesenterialen Durchblutung bei vergleichbarer Wirksamkeit der Ibuprofentherapie
vollzogen'"" "5, Eine mégliche Nebenwirkung von Ibuprofen ist die Erniedrigung der
Albuminbindungskapazitat fur Bilirubin mit einer infolgedessen erhéhten Neurotoxizitat
des Bilirubins. Obwohl Indometacin ebenfalls stark an Albumin gebunden wird, verdrangt

es Bilirubin nicht aus der EiweiRbindung®*

. Vor dem Hintergrund, dass auf vielen
Neugeborenenintensivstationen die Therapie einer Hyperbilirubindmie und eines hsPDA
zeitlich in der ersten Lebenswoche zusammenfallen, bedarf dieser Zusammenhang der
genauen Klarung. Die Hyperbilirubinamie des Neugeborenen ist ein voribergehender
Zustand, der in der Regel als unkritisch erachtet werden kann. Durch verbesserte
Therapiemdglichkeiten der Hyperbilirubindmie (bspw. Phototherapie und
Austauschtransfusion) ist die Inzidenz einer Bilirubinenzephalopathie insbesondere bei
Reifgeborenen stark gesunken. Obwohl ein Kernikterus auch bei Frihgeborenen selten
ist, gibt es immer wieder Berichte Uber Bilirubin induzierte Hirnschadigungen in dieser
Population. Einige Studien haben sogar das Auftreten eines Kernikterus bei
Friihgeborenen mit TBC beobachtet, die zuvor als unbedenklich eingestuft wurden®® 2%
Darlber hinaus haben Oh et al. nach Bereinigung um verschiedene demographische und
klinische Risikofaktoren einen deutlichen Zusammenhang zwischen Spitzen TBC (140 *
43 uM) und Tod oder beeintrachtigter neurologischer Entwicklung und eingeschranktem
Hoérvermdgen bei Friihgeborenen mit einem GG < 1000g gefunden®’. Diese Berichte
haben zusammen mit in vitro Daten zu Bedenken tber die mdgliche Neurotoxizitat von
Bilirubin bei Frihgeborenen mit gleichzeitiger Ibuprofentherapie gefiihrt. In unserer
Vorarbeit an der Zellkultur konnte gezeigt werden, dass Ibuprofen die toxische Wirkung
von UCB auf neuronale Zellen verstarkt und durch Aktivierung von Apoptose den Zelltod
triggert?®®. Diese Beobachtungen fiihrten dazu, dass wir in unserer klinischen Studie
neben dem Ausmal} der Hyperbilirubinamie auch die entwicklungsneurologischen Daten
im korrigierten Alter von 2 Jahren von 178 VLBW Friihgeborenen, die aufgrund eines
hsPDA mit einem COX Hemmer behandelt wurden (87 Indometacin, Januar 1998 — Marz
2001; 91 Ibuprofen, April 2001 — Dezember 2003), berlicksichtigt haben. Der Vergleich
der mit Ibuprofen oder Indometacin behandelten Kinder ergab, abgesehen von einer
héheren Inzidenz klinisch und laborchemisch gesicherter Infektionen in der Indometacin
Gruppe, keinen Unterschied hinsichtlich des klinischen Ausgangsprofils beider Gruppen.
Bei allen Kindern lag die nachgewiesene TBC oberhalb der Behandlungsgrenze und es
erfolgte eine entsprechende Phototherapie®®. Keines der Kinder hatte einen
hamolytischen |kterus oder erhielt eine Austauschtransfusion. Bei 70 Kindern (80 %) in

der Indometacin Gruppe und bei 74 Kindern (81 %) in der Ibuprofen Gruppe Uberlappte
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sich die Behandlung der Hyperbilirubindmie und des hsPDA. Die mittlere Spitzen TBC war
in der Ibuprofen Gruppe (10,2 mg/dl) signifikant héher als in der Indometacin Gruppe (8,5
mg/dl). Vollstandige Entwicklungsdaten konnten bei 71 Kindern aus der der Indometacin
Gruppe und bei 70 Kindern aus der Ibuprofen Gruppe erhoben werden. Die
entwicklungsneurologische Nachuntersuchung unserer Patienten wurde gemeinsam von
einem Neonatologen mit Erfahrung in der Entwicklungstestung von Friihgeborenen und
einer Kinderpsychologin durchgefiihrt. Bis Dezember 2003 erfolgte die Nachuntersuchung
anhand der Griffiths Entwicklungsskalen und wurde dann gemaf der nationalen
Richtlinien auf den Bayley Il Test umgestellt?®® ?®". Die Umstellung der
Entwicklungstestung wahrend unseres Studienzeitraums schrankt die
Rahmenbedingungen unserer Studie ein. Eine Vergleichsstudie beider Testmethoden bei
Frihgeborenen existiert bislang nicht, an anderen Patientenpopulationen konnte gezeigt
werden, dass beide Testungen austauschbar eingesetzt werden kénnen?? 2%, Zudem
wurden in der Ubergagsperiode von Januar 2004 und Marz 2005 11 Kinder unserer
Kohorte anhand beider Testmethoden nachuntersucht und deren Entwicklung
Ubereinstimmend entweder als normal (7 Kinder) oder schlecht (4 Kinder) eingestuft. Dies
und die Tatsache, dass alle Untersuchungen von denselben Personen durchgefuhrt
wurden, sprechen fur die Verlasslichkeit unserer Entwicklungsdaten trotz Verwendung
zweier unterschiedlicher Testverfahren. Trotz der héheren TBC in der Ibuprofen Gruppe
fanden wir im korrigierten Alter von 2 Jahren keinen Unterschied im
entwicklungsneurologischen Testergebnis, im Hor- und Sehvermdgen sowie im freien
Laufen zwischen beiden COX Hemmer Gruppen. Allerdings wurden anhand einer
Einzelfallanalyse 4 Kinder mit beeintrachtigtem entwicklungsneurologischem Ergebnis bei
ansonsten unkompliziertem klinischen Verlauf in der Ibuprofen Gruppe identifiziert. Die
Diskussion der Zusammenhange zwischen Ibuprofen, UCB, UB Konzentration und
Zellschadigung, ist bereits im Rahmen der in vitro Ergebnisse erfolgt (siehe Punkt 5.1), so
dass nachfolgend die Diskussion der klinischen Datenlage im Mittelpunkt steht. Als
geeigneter Parameter zur Quantifizierung des Risikos einer Bilirubin induzierten
Hirnschadigung steht neben TBC und dem molaren Verhaltnis von Bilirubin:Albumin auch
das UB zur Debatte. Proportional zur UB Konzentration kann UB die Blut-Hirn-Schranke
Uberwinden und folglich einen Messwert fur die mogliche Bilirubinbelastung des Gehirns

darstellen®%

. Allerdings wird die neurotoxische Wirkung des Bilirubins nicht nur von der
UB Konzentration bestimmt, sondern hangt u.a. vom Ausmalf der Schadigung der Blut-
Hirn-Schranke, der Expositionsdauer und der Empfindlichkeit der Zellen des ZNS fir eine
durch Bilirubin vermittelte Zellschadigung ab®®®. Klinische Studien haben bei ikterischen

Neugeborenen eine Zunahme pathologischer auditorischer Hirnstammpotentiale in
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Zusammenhang mit steigenden UB Konzentrationen festgestellt, nicht jedoch infolge
steigender TBC?®®. Aranda und seine Mitarbeiter sind bisher die einzigen, die iber
deutlich héhere UB Konzentrationen bei 113 mit Ibuprofen behandelten Frihgeborenen
berichtet haben. Allerdings gab es keine Korrelation zwischen den Ibuprofen und den UB
Konzentrationen®’. Im Rahmen kontrollierter klinischer Studien mit kleiner Fallzahl haben
die Arbeitsgruppen von Van Overmeire und Desfrére keine bedeutsamen Veranderungen
von UB unter Ibuprofen Behandlung in Standarddosierung und zeitgleicher TBC < 10
mg/dl (171 pmol/l) gefunden'® 2% 2%° Keine der beiden Studien liefert Informationen tiber
den Einfluss von Ibuprofen auf UB bei Vorliegen héherer TBC. Dies ware jedoch
insbesondere im Hinblick auf die Tatsache, dass in unserer Untersuchung Spitzen TBC
bis 15 mg/dl in beiden Therapiegruppen und bei mehr als der Halfte der Kinder in der
Ibuprofen Gruppe TBC > 10 mg/dl auftraten, interessant. Die Bestimmung des UB ist
technisch anspruchsvoll und steht bisher zur Routineanwendung in der Klinik nicht zur
Verfugung. In unserer Studie konnten wir daher lediglich die TBC berlcksichtigen, die
adaquat mit UB korreliert, sofern keine weiteren Substanzen um die Bilirubin-Albumin
Bindung konkurrieren und die Bindungskapazitat von Albumin nicht durch andere
Einflussfaktoren herabgesetzt ist?’®?". Legt man die von Ahlfors et al. verdffentlichte
TBC:UB Korrelationskurve zugrunde, so wurden bei einer maximalen TBC von 14,6 mg/dl
in unserer Ibuprofen Gruppe UB Werte zwischen 0,25 — 0,6 ug/dl erreicht?°.
Therapeutische Ibuprofen Plasmaspiegel kénnen in vitro zu einem 1,2 — 3-fachen Anstieg
von UB fuhren. Demzufolge hatten in Abhangigkeit von den individuellen Ibuprofen
Plasmaspiegeln relevante UB Werte im Bereich von ungefahr 0,3 — 1,8 pg/dl in unserer
Studienpopulation auftreten kénnen. Bereits UB Schwellenwerte ab 0,9 ug/dl waren bei
Kindern mit dem Auftreten eines Kernikterus assoziiert?’®. ?**. Theoretisch miisste ein
aufgrund der Verdrangung durch Ibuprofen erhéhtes UB mit sinkenden TBC einhergehen.
Tatsachlich konnte dieser Effekt aber durch die kompetitive Hemmung der Bilirubin
Glucuronidierung in den Lebermikrosomen durch zirkulierendes Ibuprofen aufgehoben

werden?’*

. Auch wenn wir keinen Unterschied im entwicklungsneurologischen Ergebnis
zwischen beiden COX Hemmer Gruppen in unserer Studie finden konnten, so lasst sich
ein durch die Ibuprofen Behandlung in der (blichen Standarddosierung bedingter
unerwunschter Einfluss hoherer Spitzen TBC nicht vollstdndig ausschliel3en. Die
Population der sehr kleinen Frilhgeborenen, bei denen eine PDA Intervention erforderlich
war, zeigt haufig ein beeintrachtigtes Ergebnis. Daher ist es bei diesen Kindern besonders
schwer Ursache und Wirkung einzelner Faktoren unabhangig voneinander zu betrachten,
zumal durch das Auftreten anderer gravierender Probleme wie einer IVH, BPD, ROP oder

CP subtile Effekte bspw. infolge verstarkter Bilirubinexposition leicht verschleiert werden

112



kdnnen. Interessanterweise haben mittlerweile auch andere Arbeitsgruppen von erhéhten
TBC infolge der Ibuprofen Behandlung von Frithgeborenen mit PDA berichtet?”®. Zur
vollstdndigen Klarung des Zusammenhangs zwischen Ibuprofen Therapie,
Bilirubinstoffwechsel und entwicklungsneurologischem Ergebnis sollten zukinftige
klinische Untersuchungen die serielle simultane Messung der Ibuprofenspiegel, des
neurotoxischen UB und des TBC berticksichtigen und Kinder mit einer IVH ausschlie3en.
Dies ist vor allem im Hinblick auf die gewlinschte Effizienzsteigerung der Ibuprofen

Therapie unter Verwendung héherer Ibuprofen Dosierungen unabdingbar.

Insbesondere bei sehr kleinen Friihgeborenen, bei denen eine schonende und minimal
invasive Behandlung im Vordergrund steht, missen vor einer Therapieentscheidung alle
Vor- und Nachteile der Behandlung kritisch gegeneinander abgewogen werden. In diesem
Zusammenhang werden die Auswirkungen einer Ductusligatur fur Friihgeborene seit
einiger Zeit kritisch diskutiert. Dies hat uns motiviert, die mit der Indometacin Behandlung
und der chirurgischen Ductusintervention einhergehenden kurzfristigen Komplikationen
anhand einer retrospektiven Datenerhebung iber einen Zeitraum von 12 Jahren von 1987
— 1998 am eigenen Patientenkollektiv zu analysieren. Im Studienzeitraum erfolgte bei 156
Frihgeborenen < 1500g GG eine Ductusintervention aufgrund eines hsPDA. 101 Kinder
wurden primar mit Indometacin behandelt, wobei in 34 Fallen (34%) nach erfolgloser
pharmakologischer Therapie ein sekundarer chirurgischer Ductusverschluss durchgefihrt
wurde. Das restliche Drittel der Kinder erhielt eine primar chirurgische Ductusintervention.
Bei 40% der Kinder haben wir transiente renale Nebenwirkungen unter der
Indometacintherapie beobachtet. Diese Rate ist deutlich hdher als in den grof3en
Metaanalysen, die in ca. 12 — 20% der Falle renale Nebenwirkungen festgestellt
haben'*?"**_ Als haufigste Komplikation trat nach chirurgischer Ductustherapie ein
Pneumothorax auf (6 von insgesamt 89 ligierten Kindern), der in 2 Fallen mit
Spannungspneumothorax zum Tod flhrte. Intraoperative Blutungen (2 Kinder),
Pneumoperitoneum (1 Kind), linksseitige N. phrenicus Parese (1 Kind) und
Wundinfektionen (2 Kinder) wurden von uns als seltenere Komplikationen der
chirurgischen Ductustherapie identifiziert. In jingster Zeit haufen sich aufgrund der
bronchoskopischen Nachuntersuchung von Friihgeborenen nach Ductusligatur die
Berichte liber mechanische Schadigungen des linksseitigen N. recurrens durch diesen
Eingriff (Inzidenz 1,7 — 11,5% in allen Altersgruppen, 40 — 67% bei extrem unreifen
Friihgeborenen)'®® '®°_Die Folgen einer einseitigen transienten oder dauerhaften
Stimmbandparese sind eine Mikroaspirationsneigung, sowie die verzdégerte Entwéhnung

170

von der Magensonde und der mechanischen Beatmung . Wir haben unsere

ductusligierten Friihgeborenen seinerzeit nicht systematisch auf diese mogliche
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Komplikation hin untersucht. Wahrend des gesamten Studienzeitraums wurde die
Ductusligatur auf unserer Intensivstation von zwei gelibten Kardiochirurgen in einer
durchschnittlichen Operationszeit von 20-30 Minuten durchgefiihrt. Durch dieses
Vorgehen wurden transportassoziierte Komplikationen vermieden und eine kontinuierliche
intensivmedizinische Betreuung der Kinder mit Konstanthaltung der Kérpertemperatur
gewabhrleistet. Die konstanten Rahmenbedingungen garantieren die Verlasslichkeit
unserer Analyse trotz ihres riickblickenden Charakters. Zwar haben retrospektive
Analysen nie die gleiche Aussagekraft wie prospektiv randomisierte Studien, aber die aus
ihnen gewonnen Erkenntnisse haben dazu beigetragen, den primaren Einsatz der
Ductusligatur kritisch zu Gberdenken und therapeutische Alternativen in Betracht zu
ziehen. Infolgedessen hat sich an unserem Haus ein Paradigmenwechsel im Algorithmus
der Ductustherapie vollzogen. Erfolgten im Zeitraum 1987 — 1998 noch priméare
Ductusligaturen bei 55 Friihgeborenen, so wurde dieser komplikationstrachtige Eingriff
lediglich noch bei 4 Kindern im Folgezeitraum bis 2003 durchgefuhrt. Heutzutage wird die
Ductusligatur bei uns ausschlielich als ,Notbehandlung® nach erfolgloser

medikamentoser Ductustherapie bei beatmeten Frihgeborenen vollzogen.

Die Gruppe der sehr kleinen Frihgeborenen unter 1000 g GG hat ein besonders hohes
Risiko fiir die Entwicklung motorischer und kognitiver Defizite® **. Fortschritte im
Verstandnis der fetalen Physiologie haben die Uberlebensraten sehr kleiner
Friihgeborener deutlich gesteigert?’®. Eine aktuelle prospektive Studie an 4446
Frihgeborenen mit einem GA zwischen 22 — 25 SSW hat gezeigt, dass die Gabe
antenataler Kortikosteroide zur Lungenreifung, weibliches Geschlecht, Einlingsgeburten
und ein héheres GG (pro 100 g Zuwachsrate) jeweils mit einer Abnahme des Risikos fur
Tod und des Auftretens einer entwicklungsneurologischen Beeintrachtigung im
korrigierten Alter von 18 — 22 Monaten einhergehen'®. Dennoch ist das Risiko, eine
zerebrale Schadigung zu entwickeln, in dieser Patientenpopulation hoch?’” 278,
Wesentliche Grinde fir neurologische Folgeerkrankungen im unreifen Gehirn sind
Hyperoxie, Hirnblutungen, Trauma, Infektionen, metabolische Stérungen, Intoxikationen
und Fehlbildungen. Die Ergebnisse der grol3en randomisierten Studien zur
prophylaktischen Anwendung von Indometacin sind in diesem Zusammenhang von
Interesse. Diese haben gezeigt, dass sich hierdurch insbesondere die Rate schwerer

Hirnblutungen signifikant senken I&sst®

. Allerdings hat die Senkung der Hirnblutungsrate
nicht zu einer verbesserten neurologischen Langzeitentwicklung gefiihrt'®® 279282 Einzig
bei mannlichen Frilhgeborenen hat die Post-hoc Analyse der Nachsorgedaten der
Indometacin Prophylaxe Studie von Laura Ment eine bessere sprachliche

Ausdrucksfahigkeit im Alter zwischen 3 bis 8 Jahren ergeben?®®. Der dieser Beobachtung
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zugrunde liegende Mechanismus ist bislang nicht geklart. Eine mogliche Erklarung ware,
dass die anti-entziindliche Wirkung von Indometacin insbesondere am Gehirn mannlicher

Friihgeborener neuroprotektive Einfliisse vermittelt?*

. Ob die im Vergleich zu Indometacin
glnstigeren biochemischen und physiologischen Eigenschaften von Ibuprofen
irgendwelche langfristigen Vorteile fir die neurologische Entwicklung Friihgeborener
vermitteln ist nicht bekannt. Zumal bisher fur keinen der beiden Cox Hemmer Daten zum
entwicklungsneurologischen Langzeitergebnis nach therapeutischer Anwendung
vorliegen. Dieser Umstand war flir uns Anlass, herauszufinden, ob es in der eigenen
Patientenpopulation Unterschiede im entwicklungsneurologischen Ergebnis zwischen
Frihgeborenen gibt, bei denen eine Ductusintervention entweder mit Indometacin oder
mit Ibuprofen durchgefiihrt wurde. In einer retrospektiven Studie haben wir die
Verschlussraten, die kurzfristigen Ergebnisse und das entwicklungsneurologische
Ergebnis im korrigierten Alter von 2 Jahren bei 182 VLBW Fruhgeborenen, die in der
Klinik fur Neonatologie am Campus Virchow Klinikum der Charité aufgrund eines hsPDA
mit einem COX Hemmer behandelt wurden (89 Indometacin, Januar 1998 — Marz 2001;
93 Ibuprofen, April 2001 — Dezember 2003), untersucht. Die Ublichen Nachteile und
Schwachen der retrospektiven Datenerhebung aus einer historischen Stichprobe werden
in unserer Studie durch gleichbleibende Therapiestandards (bspw. unveranderter
Algorithmus zur Einstufung eines PDA als hamodynamisch relevant und
therapiebedurftig), konstantes medizinisches Betreuungspersonal wahrend des
Studienzeitraums und eine hohe Nachuntersuchungsrate teilweise kompensiert. Der
Vergleich der mit Ibuprofen oder Indometacin behandelten Kinder ergab, abgesehen von
einer hoheren Rate von weiblichen Friihgeborenen in der Indometacin Gruppe, keinen
Unterschied zwischen beiden Gruppen hinsichtlich des klinischen Ausgangsprofils, der
perinatalen Daten oder der frihen und spaten Morbiditatskriterien. Die Verschlussraten
des Ductus waren in beiden COX Hemmer Gruppen vergleichbar (73% Indometacin, 68%
Ibuprofen). Unsere Erfolgsrate der medikamentésen Ductusintervention von ca. 70% ist
steigerungsbediirftig, zumal eine hohere Erfolgsquote durch Senkung der Ligaturrate zur
Verbesserung der langfristigen Ergebnisse dieser Kinder beitragen konnte. In diesem
Zusammenhang wurden unlangst die Wirksamkeit einer Verlangerung der COX Hemmer
Therapie sowie von eskalierenden Dosierungsregimen untersucht und diskutiert?>® 28% 286,
Das in unserer Klinik angewandte verlangerte Indometacin Protokoll (3 Gaben von 0,2
mg/kg im Abstand von 12 Stunden, gefolgt von taglichen Erhaltungsdosen von 0,1 mg/kg
fur maximal 6 Tage) hat laut unserer Studie jedoch nicht zu einer Steigerung der Rate
erfolgreich verschlossener Ductus im Vergleich zur Ibuprofen Gruppe gefiihrt, die mittels

der Ublichen Standard Dosierung (10-5-5 mg/kg im Abstand von 24 Stunden) therapiert
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wurde. Daten zum entwicklungsneurologischen Ergebnis im korrigierten Alter von 2
Jahren lagen bei 141 der 182 VLBW Fruhgeborenen mit primar pharmakologischer
Ductusintervention vor. In Bezug auf die Mortalitat und die Haufigkeit eines schwer
beeintrachtigten Ergebnisses fanden wir zwischen den mit Indometacin und den mit
Ibuprofen behandelten Kindern keine Unterschiede. Somit lasst sich zumindest flir unsere
Studienpopulation schlussfolgern, dass die verschiedenen pharmakologischen
Eigenschaften und das unterschiedliche Nebenwirkungsprofil beider COX Hemmer keinen
nennenswerten Einfluss auf das entwicklungsneurologische Ergebnis im korrigierten Alter
von 2 Jahren zu haben scheinen. Dagegen wird der mogliche Einfluss der Ductusligatur
auf das langfristige Ergebnis von Frihgeborenen zunehmend kontrovers diskutiert. Neben
den unmittelbaren Komplikationen durch den chirurgischen Eingriff ist die Ductusligatur
auch gehauft mit dem Auftreten typischer Erkrankungen von Frihgeborenen, wie BPD
und ROP assoziiert®” 2. Unléngst haben retrospektive Analysen von Daten aus der
multizentrischen TIPP Studie (Trial of Indomethacin Prophylaxis in Preterm Infants)
gezeigt, dass die chirurgische Ductusintervention bei Friihgeborenen < 1000 g GG mit
einem beeintrachtigten entwicklungsneurologischen Ergebnis im korrigierten Alter von 18

Monaten einhergeht'”

. Mit der detaillierten Datenanalyse unserer hsPDA Patienten
haben wir versucht einen Beitrag zu dieser anhaltenden Diskussion zu leisten. Die
primare Ductusintervention mit COX Hemmern war in 30% unserer Falle (54 Kinder; 24
nach Indometacin und 30 nach Ibuprofen Therapie) nicht erfolgreich. Abgesehen von 2
Fallen, in denen die Patienten noch vor der Ductusligatur verstarben, erfolgte bei den
Ubrigen Kindern ein operativer Ductusverschluss. Verglichen mit den pharmakologisch
erfolgreich therapierten Kindern, waren die sekundar ligierten Kinder wesentlich unreifer,
hatten ein geringeres GG, eine héhere CRIB Punktzahl (Clinical Risk Index for Babies)
und ein héheres Risiko innerhalb der ersten 24 Lebensmonate zu versterben. Aulerdem
hatten diejenigen Kinder, bei denen medikamentds kein Ductusverschluss zu erzielen
war, haufiger eine BPD und eine ROP und waren langer hospitalisiert. Unsere
echokardiographischen Daten sprechen fiir eine gleichwertige hamodynamische
Belastung durch den PDA (maximaler Ductusdurchmesser, Anzahl der Kinder mit einem
Ductusdurchmesser > 1,5 mm, einer LA:Ao Ratio = 1,4 und/oder einem Resistenzindex =
0,85) vor Therapiebeginn bei den Respondern und Non-Respondern der
pharmakologischen Ductusintervention. Aufgrund der offenkundigen Unterschiede
bezuglich der klinischen Parameter und der Kurzzeitergebnisse zwischen beiden Gruppen
liegt die Vermutung nahe, dass sich das entwicklungsneurologische Ergebnis ebenfalls
unterscheidet. Uberraschenderweise konnten wir im korrigierten Alter von 2 Jahren keine

Unterschiede in den entwicklungsneurologischen Testresultaten und der Fahigkeit, frei zu
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laufen, zwischen den Uberlebenden mit erfolgreichem pharmakologischen
Ductusverschluss und den Uberlebenden nach Ductusligatur feststellen. Daran dnderte
auch der Einschluss des Kriteriums ,Tod“ in eine zusammengesetzte Variable zum
»Schlechten Langzeitergebnis” nichts, obwohl die Therapieversager der
pharmakologischen Ductusintervention zum Zeitpunkt der Geburt durch ein niedrigeres
GG und eine héhere CRIB Punktzahl gekennzeichnet waren. Unsere Beobachtungen
decken sich mit anderen Berichten, die dem GG und der CRIB Punktzahl eine bessere
Vorhersagekraft flir die Morbiditat und die Mortalitat Neugeborener als flir deren
entwicklungsneurologisches Ergebnis zuschreiben®’. Die Arbeitsgruppen von Schmidt
und Clyman haben aus prospektiven Studien Daten zum Langzeitergebnis von
Friihgeborenen nach Ductusligatur erhoben'’? ", Die perinatalen Daten ihrer und unserer
Studien haben Ubereinstimmend gezeigt, dass eine Ductusligatur nach erfolgloser
pharmakologischer Ductusintervention in der Regel die kleinsten und unreifsten Kinder
betrifft. In einer retrospektiven Studie fand die Arbeitsgruppe um Noori eine erhéhte
Mortalitat bei sehr kleinen Frihgeborenen nach frustraner pharmakologischer
Ductusintervention®. Ein fehlgeschlagener Ductusverschluss geht auch in unserer
Studienpopulation mit einer héheren Morbiditat (bspw. gekennzeichnet durch eine langere
Hospitalisationsdauer) und gesteigerten Mortalitat einher. Die Arbeitsgruppe von Barbara
Schmidt hat einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer BPD, einer ROP und
einer entwicklungsneurologischen Beeintrachtigung im korrigierten Alter von 18 Monaten
bei ELBW Kindern mit Ductusligatur entdeckt und diesen ursachlich der Ligatur
zugeschrieben'®. Dagegen hat die Metaanalyse von Fowlie und Davis trotz deutlicher
Senkung der Ligaturrate bei ELBW Kindern nach prophylaktischer Indometacin Therapie
kein verbessertes entwicklungsneurologisches Ergebnis ergeben®. Bei unseren Kindern,
die nach erfolgloser pharmakologischer Ductusintervention eine Ductusligatur erhielten,
wurde ebenfalls deutlich haufiger eine BPD oder ROP festgestellt. An ihrer im Vergleich
zu unserer doppelt so grolten Studienpopulation konnte die Arbeitsgruppe von Clyman
zwar keine Auswirkung der Ductusligatur auf das spatere neurologische Ergebnis finden,
hat jedoch ein unabhangiges Risiko flir das Auftreten einer chronischen

Lungenerkrankung aufgezeigt'’2

. Ob sich eine Ductusligatur tatsachlich negativ auf die
langfristige Entwicklung auswirkt I&sst sich jedoch nur anhand prospektiver Studien
klaren®'. Aufgrund des Fehlens von Langzeitdaten aus den bisherigen groen
prospektiven Therapiestudien und des Verzichtes auf eine unbehandelte Kontrollgruppe,
sind die neuropathologischen Konsequenzen eines hsPDA und dessen Therapie fur das
sich entwickelnde Gehirn bisher insgesamt unklar. Die Erhebung der langfristigen

Ergebnisse, vorzugsweise bis zum Schulalter, stellt daher ein ,Muss* fur alle zukunftigen
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prospektiven kontrollierten Studien zur Ductusintervention dar.

Seit einiger Zeit steht die genetische Beteiligung am Auftreten eines PDA bei
Frihgeborenen im Fokus der Forschung mehrerer Arbeitsgruppen. Die Erkenntnis, dass
ein PDA bei Friihgeborenen Zwillingspaaren haufiger beide Geschwister betrifft, spricht
fiir den EinfluR genetischer Faktoren®®. Studien bei Frithgeborenen mit PDA haben ein
gehauftes Auftreten von Polymorphismen im TFAP2B Gen ergeben®®® 2®°, Mutationen
dieses Gens werden beim Char Syndrom beobachtet, das durch die Symptomentrias aus
PDA, Gesichtsdysmorphien und anatomischen Anomalien der Hande charakterisiert ist.
Darlber hinaus wurden Sequenzpolymorphismen in verschiedenen anderen Genen bei
Frihgeborenen mit PDA gefunden. In diesem Zusammenhang ist auch von Bedeutung,
dass genetische Polymorphismen derjenigen zwei Subfamilien des CYP 450 Systems
(CYP2C8 und CYP2C9), die hauptsachlich Ibuprofen metabolisieren, fir eine
interindividuell stark schwankende Ibuprofen Clearance verantwortlich sind®®'. Auch in
meiner Arbeitsgruppe beschaftigen wir uns derzeit mit dem Nachweis von
Polymorphismen im COX, CYP und VEGF Gen. Zukiinftig kdnnte insbesondere die
Genotypisierung pharmakokinetischer Faktoren helfen, eine erfolgreiche
pharmakologische Ductusintervention vorherzusagen und weitere therapeutische
Entscheidungen zu beeinflussen bzw. zu einer individuellen Optimierung der

Ductustherapie eines jeden Friihgeborenen beitragen.

118



6. ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel moderner perinataler Intensivmedizin ist die Verbesserung des Uberlebens von
kleinsten Friihgeborenen bei gleichzeitiger Vermeidung einer Behinderung in dieser
Hochrisikopopulation. Daher ist es entscheidend Faktoren zu identifizieren, die das
Langzeitergebnis dieser Kinder beeinflussen. In diesem Zusammenhang ist der potentielle
Beitrag eines hsPDA und dessen Therapie fur ein beeintrachtigtes Langzeitergebnis von
Interesse. Die Einzigartigkeit der foetalen Struktur des DA wurde bereits in der Medizin
des Altertums von Galen beschrieben. Dennoch dauert die Erforschung der am
postnatalen Ductusverschluss beteiligten komplexen molekularen Mechanismen bis heute
an. Die Kenntnis der genauen Ablaufe der physiologischen Reifeprozesse bis hin zum
Ductusverschluss ist jedoch notwendig, um verbesserte Therapiestrategien eines hsPDA
zu entwickeln. Motivation der vorgelegten kumulativen Arbeit war es daher, den
Erkenntnisgewinn zu verschiedenen Teilaspekten des Ductusverschlusses Frihgeborener
anhand von experimentellen und klinischen Untersuchungen zu steigern. Es ist bekannt,
dass die programmierte proliferative Degeneration des DA bereits wahrend der Fetalzeit
beginnt, grof3en entwicklungsabhangigen Schwankungen unterliegt und nicht streng mit
dem rechnerischen Reifealter korreliert. Daher kann ein verzégerter Spontanverschluss
des DA oder ein als therapiebediftig eingestufter PDA, der in ca. 50% der sehr
untergewichtigen Friihgeborenen auftritt, nur zum Teil durch Unreife erklart werden. Die
wesentliche Voraussetzung fiir den endglltigen Ductusverschluss scheint vielmehr das
ungestorte Zusammenspiel zweier grundlegender Prozesse zu sein: des funktionellen
Ductusverschlusses durch Kontraktion und der proliferativen GefalRobliteration. Die zuvor
nur im Tiermodell beschriebene reifeabhangige differentielle Expression einiger
Schlusselfaktoren des Ductusverschlusses hat sich anhand der hier vorgelegten
Untersuchungen auch am humanen Ductusgewebe bestatigen lassen. Die
Veranderungen des Expressionsprofils von COX-1, EP4 Rezeptor sowie den VEGF
Rezeptoren sind eher vom morphologischen Reifegrad des DA als vom rechnerischen
Reifealter abhangig. Die Interaktion der untersuchten Schllsselfaktoren miteinander
sowie mit anderen vermeintlich am Ductusverschluss beteiligten Faktoren muss in
weiterfuhrenden Studien aufgeklart werden. Der klinische Teil der Arbeiten hat sich
unterschiedlichen diagnostischen und therapeutischen Fragestellungen gewidmet, die
malfdgeblich durch das Fehlen von Daten zur Pharmakokinetik, zum Nebenwirkungsprofil
und Langzeitergebnis der Ibuprofentherapie motiviert wurden. Unsere prospektiven
klinischen Studien haben gezeigt, dass neben bestimmten echokardiographischen
Parametern auch der Biomarker BNP zur Steuerung der Ductustherapie bei

Frihgeborenen geeignet ist. Insbesondere bei der weiteren Therapieplanung nach einem
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ersten erfolglosen COX Hemmer Zyklus, d.h. der Entscheidung zwischen einem zweiten
medikamentdsen Therapieversuch oder der chirurgischen Intervention kénnten sich diese
Parameter zukunftig als hilfreich erweisen. Anhand der in vitro Untersuchungen am
neuronalen Zellkulturmodell haben wir den apoptotischen Schadigungsmechanismus
hoher Ibuprofendosen naher charakterisiert. Die Auswertung klinischer Daten hat eine
Erhéhung der Serumkonzentration des Gesamtbilirubins unter Ibuprofentherapie ergeben
und somit die potentielle Nebenwirkung dieses Medikamentes auf den
Bilirubinstoffwechsel in vivo verdeutlicht. Die genaue Analyse der Komplikationen der
medikamentdsen und chirurgischen Ductusintervention am eigenen Patientenkollektiv
sehr untergewichtiger Frihgeborener Uber einen Zeitraum von mehr als 10 Jahren hat zu
einem Paradigmenwechsel im Therapiealgorithmus eines PDA an unserer Klinik gefiihrt.
Folglich wird bei extrem friihgeborenen Kindern eine chirurgische Ductusligatur nicht mehr
als primare Therapieoption durchgeflihrt, sondern nur bei beatmeten Kindern nach
erfolgloser medikamentdser Ductusintervention. Die Untersuchung der
Langzeitentwicklung des eigenen Patientenkollektivs hat hinsichtlich der beiden
verwendeten COX Hemmer keine Unterschiede im korrigierten Alter von zwei Jahren
ergeben. Eine negative Auswirkung der chirurgischen Ductusligatur auf das

Langzeitergebnis konnte jedoch nicht vollstandig ausgeraumt werden.

Zusammenfassend haben die in dieser kumulativen Habilitationsschrift aufgeflhrten
Arbeiten verschiedene Aspekte des Ductusverschlusses Frihgeborener in
unterschiedlichen experimentellen und klinischen Modellen beleuchtet. Dartiber hinaus
haben diese Veroéffentlichungen weiterflihrende Fragestellungen aufgezeigt, die es
zuklnftig zu bearbeiten gilt. Dies wird dazu beitragen, die Griinde fiir ein Versagen des
Ductusverschluss bei einigen dieser sehr unreifen Friihgeborenen besser zu verstehen
und die bisherigen Therapiestrategien entsprechend zu modifizieren. In der
ibergeordneten Zielsetzung, die langfristige Uberlebensqualitat sehr unreifer
Frihgeborener zu verbessern, kdnnte sich die optimierte Therapie eines hsPDA somit als
ein moglicher Baustein erweisen, Langzeitprobleme Friihgeborener zu senken. Um dies
sicher herauszufinden, sollte in allen zukunftigen klinischen Studien eine nicht therapierte
Kontrollgruppe eingeschlossen werden und die Langzeitentwicklung der Frihgeborenen

evaluiert werden.
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