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Abstrakt

Hintergrund: Kupfer (Cu) und Zink (Zn) sind essentielle Spurenelemente, die eine
wichtige Rolle fur die menschliche Gesundheit und insbesondere das Immunsystem
und eine regelrechte Entwicklung spielen. Ein Cu- und/oder Zn-Mangel haben ein
erhohtes Risiko fur Infektionskrankheiten zur Folge. Akute Infektionen fihren wiederum
zu Veranderungen im Spurenelementhaushalt bei erwachsenen Menschen und Tieren.
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der konnatalen bakteriellen Infektionen
auf die Plasma-Cu- und -Zn-Konzentrationen sowie den Cu/Zn-Koeffizienten als

potentielle diagnostische Marker untersucht.

Methodik: Es wurde eine prospektive Fall-Kontroll-Studie auf den neonatologischen
Stationen der Charité - Universitatsmedizin Berlin durchgefihrt. Ein positives Votum der
Ethikkommission lag vor. Eine Infektion wurde als das Auftreten mindestens eines
klinischen Zeichens in Verbindung mit dem laborchemischen Nachweis einer
Inflammation definiert. Fir die Messungen wurden ausschliel3lich Restblutproben aus
der Routinediagnostik verwendet. Die Plasma-Cu- und -Zn-Konzentrationen wurden
mittels Rontgenfluoreszenzspektroskopie und das Plasma-Ceruloplasmin (CP) mittels

Western Blot bestimmt.

Ergebnisse: Insgesamt wurden 21 Neugeborene mit Infektion und 23 Neugeborene
aus der Kontrollgruppe in die Auswertung eingeschlossen. Die Plasma-Cu-
Konzentration aller Neugeborenen betrug am Tag der Geburt (Tag 1) 522,8 [387,1 —
679,7] ug/L (Median [Interquartilbereich]) und die Plasma-Zn-Konzentration 1642,4 +
438,1 ug/L (Mittelwert £ Standardabweichung). In der Kontrollgruppe korrelierten Cu
und Zn signifikant positiv mit dem Gestationsalter. Dieser Zusammenhang bestand bei
Neugeborenen mit Infektion nicht. Cu und CP korrelierten signifikant positiv miteinander
an Tag 1 bei allen Neugeborenen und an Tag 3 bei Neugeborenen mit Infektion. Es
zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Plasma-Cu-Konzentration zwischen der
Infektions- und der Kontrollgruppe. Bei Neugeborenen mit Infektion zeigte sich ein
signifikanter Anstieg der Plasma-Cu-Konzentration von Tag 1 zu Tag 3. Die Plasma-Zn-
Konzentration war signifikant niedriger bei Neugeborenen mit Infektion im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Der Cu/Zn-Koeffizient war in der Infektionsgruppe signifikant héher als

in der Kontrollgruppe. Bei Neugeborenen mit Infektion zeigte sich keine Korrelation
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zwischen dem Plasma-Cu, -Zn, oder dem Cu/Zn-Koeffizienten mit dem Interleukin-6 an
Tag 1. Cu und der Cu/Zn-Koeffizient an Tag 1 und Tag 3 korrelierten signifikant positiv
mit dem C-reaktiven Protein an Tag 3.

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse der Pilotstudie weisen darauf hin, dass konnatale
bakterielle Infektionen starke Disruptoren des Spurenelementhaushaltes bei
Neugeborenen sind. CP war ein geeigneter Biomarker fir den Plasma-Cu-Status
bereits in den ersten Tagen nach der Geburt. Der niedrige Zn-Status der Neugeborenen
mit Infektion konnte sowohl ein Risikofaktor fiir Infektionserkrankungen, als auch eine
Folge der Inflammation sein. Der Cu/Zn-Koeffizient verbindet die gegensatzlichen
Veradnderungen der Spurenelemente wéahrend der Inflammation und ist ein moglicher

neuer Biomarker fir konnatale Infektionen.
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Abstract

Background: Copper (Cu) and zinc (Zn) are trace elements essential for human health,
in particular for the immune system and regular development. Deficiencies result in
higher susceptibility to infectious diseases, while acute infections lead to altered trace
element homeostasis in humans and animals. In the present work, the impact of
connatal bacterial infections on plasma Cu, Zn and the Cu/Zn ratio as potential
diagnostic markers were investigated.

Methods: A prospective observational case-control study was conducted on neonatal
wards of the Charité - Universitatsmedizin Berlin after approval from the local ethics
committee. An infection was defined as the presence of at least one clinical sign of
infection combined with laboratory evidence for inflammation. Using residual blood
volumes from routine analyses, plasma Cu and Zn concentrations were measured by
total reflection X-ray fluorescence spectroscopy and plasma ceruloplasmin (CP) by

Western blot analysis.

Results: In total, 21 infected and 23 control newborns were included for final analysis.
The plasma Cu concentration of all neonates at birth (day 1) was 522.8 [387.1 — 679.7]
Mg/l (median [interquartile range]) and the plasma Zn concentration 1642.4 + 438.1
Mg/L (mean + standard deviation). Cu and Zn were positively correlated with gestational
age in the control, but not in the infection group. Cu and CP showed a positive
correlation on day 1 in all newborns and on day 3 in infected neonates. There was no
significant difference between the plasma Cu concentrations in the infection and the
control group. In the infection group Cu increased significantly from day 1 to day 3. Zn
was significantly lower in infected than in control neonates. The Cu/Zn ratio was
significantly higher in the infection compared with the control group. In infected
neonates there was no significant correlation of the plasma Cu, Zn or the Cu/Zn ratio
with interleukin 6 on day 1. Cu and the Cu/Zn ratio on day 1 and day 3 correlated

positively with C-reactive protein on day 3.

Conclusion: The pilot study indicates that connatal bacterial infections disrupt the
newborn’s trace element homeostasis. CP may serve as a suitable biomarker of plasma

Cu status already in the first days of life. The low Zn status of infected neonates may be
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both a risk factor contributing to the infection susceptibility and a consequence of the
inflammation. The Cu/Zn ratio combines the opposite alterations of the micronutrients

upon inflammation and may constitute a possible new biomarker of connatal infections.
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1. Einleitung

1.1. Essentielle Spurenelemente

Essentielle Spurenelemente sind chemische Elemente, die nur in geringen
Konzentrationen (Massenanteil <0,01% [3]) in einem Organismus vorkommen, jedoch
fur die Erhaltung wichtiger Zellfunktionen und somit fir das Uberleben und eine
regelrechte Entwicklung unentbehrlich sind. Zu den fir den Menschen essentiellen
Spurenelementen gehdren Kupfer (Cu), Zink (Zn), Selen (Se), Eisen (Fe), lod (I),
Chrom (Cr), Cobalt (Co), Mangan (Mn), Molybdan (Mo) [3-5] und laut manchen Autoren
auch Vanadium (V) und Fluor (F) [3,6]. Das Wissen Uber die Spurenelemente stieg
dank neuer analytischer Methoden innerhalb der letzten zwei Jahrzehnte bedeutend an.
Die Forschungsergebnisse zeigten den zuvor nicht bekannten hohen Stellenwert der
Spurenelemente fir die menschliche Gesundheit sowie deren Einfluss auf die
Entwicklung von Erkrankungen mit grof3er sozioOkonomischer Bedeutung auf [4].
Sowohl eine zu geringe Zufuhr, als auch ein Uberschuss dieser Mikroelemente fiihren
zur Entstehung von Erkrankungen. In dieser Arbeit wird die Funktion von Cu und Zn fir
die menschliche Gesundheit beschrieben und deren Rolle und
Konzentrationsveranderungen in einer besonderen Population und einem bisher wenig
erforschten Kontext - bei Neugeborenen mit friher Infektion (,Early-Onset-Infektion®) -

untersucht.

1.2. Kupfer und Zink

Cu und Zn sind ubiquitar natirlich vorkommende Ubergangsmetalle [7,8], die in die 4.
Periode des Periodensystems der Elemente eingeordnet werden. Ubergangsmetalle
haben niedrige lonisierungsenergien und kommen in mehreren Oxidationszustanden

oder als positiv geladene lonen vor [7].

Die Hauptquellen von Cu und Zn sind Nahrung und Trinkwasser [6,8]. Cu ist unter
anderem in Nussen, Vollgetreide, Samen, dunkler Schokolade und Leber enthalten [6].
Zn-reiche Nahrungsquellen sind tierische Lebensmittel, wie rotes Fleisch, Gefligel,

Meeresfrichte, Milchprodukte sowie Vollkorngetreide, Hulsenfriichte und Nusse [6]. Die
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Verfugbarkeit der Spurenelemente in der Nahrung wird durch die Konzentration der
Mikroelemente im Erdboden beeinflusst, sodass in manchen geographischen Zonen
eine Supplementierung der Spurenelemente angeraten wird [6]. Der Vertrieb und die
teilweise nicht arztlich kontrollierte Supplementierung der Spurenelemente in Form von
nicht verschreibungspflichtigen Nahrungserganzungsmitteln nahm in den letzten Jahren

deutlich zu, wodurch das Risiko fir die Einnahme toxischer Dosen anstieg [9].

Die Festlegung der Grenzwerte fur die empfohlene alimentare Zufuhr der essentiellen
Spurenelemente hat eine hohe  Prioritat  und muss  sowohl die
ernahrungswissenschatftlichen Richtwerte zur Vermeidung der Defizienz, als auch die
toxikologische Risikobewertung, aber auch verschiedene Aspekte des Metabolismus
beriicksichtigen [4,9]. Die aktuellen Empfehlungen der Spurenelementzufuhr kénnen
mehreren Publikationen enthnommen werden: Fir Neugeborene und Sauglinge im Alter
von 0 bis 6 Monaten wird die Zufuhr von 0,2 mg Cu und 2 mg Zn pro Tag [3] und fur
Erwachsene die Zufuhr von 0,9 — 2,0 mg Cu [3,6,10] und 8 (fur Frauen) — 11 (fur
Manner) mg Zn pro Tag [3,6] empfohlen.

Cu ist das dritthaufigste Spurenelement im menschlichen Organismus mit einem
Gesamtkorperbestand von 80 - 150 mg beim Erwachsenen [3,6]. Die Cu-Konzentration
im Blutplasma betragt bei Erwachsenen 10 — 22 ymol/L (635,5 — 1398 ug/L) [11] und
bei Neugeborenen 4,6 — 7,2 umol/L (289,8 — 457,5 pg/L) [12-14].

Zn ist nach Fe das zweithaufigste Spurenelement beim Menschen. Der
Gesamtkorperzinkbestand betragt beim Erwachsenen 1,4 — 3,0 g [6,15]. Die normale
Zn-Konzentration im Blutplasma betragt bei Erwachsenen 12 — 18 pumol/L (784,6 —
1176,8 pg/L) [11] und bei Neugeborenen 14,2 — 19,7 umol/L (926,4 — 1288 ug/L)
[12,14,16,17].

1.2.1. Metabolismus

Die Homoostase von Cu und Zn wird durch mehrere Mechanismen reguliert.
Die Absorption aus dem Gastrointestinaltrakt hangt von der Zusammensetzung der
Nahrung ab und wird je nach Spurenelementstatus im Organismus sowie hach

physiologischem Bedarf reguliert [1,18,19].
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Die Cu-Absorption durch die intestinale Mukosa wird zum Beispiel durch die Zufuhr von
Proteinen und Prébiotika (zum Beispiel Inulin) sowie bei Cu-Defizienz gesteigert [8,18]
und durch erhohte enterale Zufuhr von Zn, Phytat und einfachen Zuckern (zum Beispiel
Fruktose) vermindert [8]. Die Aufnahme in die Enterozyten erfolgt hauptsachlich durch
das humane Kupfertransportprotein 1 (hCTR1) [18]. Auf zellularer Ebene wird die Cu-
Homoostase durch weitere membranstandige Import- und Exportproteine sowie durch
zytosolische Proteine wie Metallothioneine, Glutathion und Metallochaperone aufrecht
erhalten [8,18]. Cu wird hauptsachlich in der Leber gespeichert [8,18]. In Hepatozyten
wird Cu teilweise Uber das transmembranare ATP7B-Protein im trans-Golgi-Netzwerk in
das Ceruloplasmin inkorporiert und in das Blut oder die Galle freigesetzt [18]. Im Blut ist
Cu an Ceruloplasmin (40 — 70%), Albumin und andere Plasmaproteine gebunden [20].
Ceruloplasmin (CP) wird in der Leber synthetisiert und ist ein multifunktionales Protein.
Als das wichtigste Transportprotein fur Cu, ist CP eine zirkulierende Cu-Quelle flr
Zellen [20]. Des Weiteren ist es als eine Ferroxidase am Eisenstoffwechsel beteiligt und
tragt zum antioxidativen Abwehrsystem bei [20,21]. Aul3er im Blutplasma befindet sich
CP auch in zerebrospinalen und intestinalen Flissigkeiten, Muttermilch und
Fruchtwasser [20]. Die Konzentrationen von Cu und CP im Blutserum oder -plasma
werden als Biomarker flir den Cu-Status eines Organismus verwendet und sind als
Akute-Phase-Reaktanten bekannt [1,18,21]. Die Ausscheidung vom Uberschiissigen Cu
erfolgt Gber biliare Exkretion und den Stuhl [8,18].

Die Zn-Absorption wird durch Phosphate, Phytat sowie hohe Konzentrationen anderer
bivalenten Kationen in der Nahrung gesenkt [19]. Der Import von Zn in das intrazellulare
Zytoplasma erfolgt durch die Transporter der ZIP-Familie (ZRT-/ IRT-ahnliche Proteine,
SLC39A, 14 Isoformen) und der Export in den extrazellularen Raum durch die Proteine
der ZnT-Familie (Zn-Transporter, SLC30, 10 Isoformen) [7,22]. Die Regulation der
Transporter erfolgt unter anderem durch Phosphorylierung, Ubiquitinierung, Proteolyse
sowie auf der transkriptionellen und translationellen Ebene [22].

85% des Gesamtzinkbestandes eines Menschen befindet sich in Muskeln und Knochen
sowie 11% in der Haut und Leber [15]. Der grof3te Teil (ca. 99%) liegt intrazellular vor
[23] und wird dort durch Metallothioneine, die als ein intrazellulares Zink-Reservoir
fungieren, gebunden [7,22]. Im Blutplasma befindet sich nur ca. 1% des
Gesamtkorperbestandes von Zn [23], das dort an Albumin, a2-Makroglobulin und

andere grol3e Plasmaproteine gebunden vorliegt [15]. Nach Reduktion der Zn-Zufuhr
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bleibt die Plasma-Zn-Konzentration fiir ca. 4 — 5 Monate stabil [3]. Ein Uberschuss an
Zn resultiert in verminderter gastrointestinaler Absorption sowie erhéhter Ausscheidung
[24]. Die Zn-Exkretion erfolgt Uber die pankreatischen, bilidren und intestinalen Sekrete.
Ein grol3er Teil des endogenen intestinalen Zn wird wieder resorbiert, der Rest wird mit
dem Stuhl ausgeschieden [23,25]. Des Weiteren wird Zn tber die proximalen Tubuli der
Niere mit dem Urin sowie durch Schweil3, Desquamation der Haut und Haarverlust
ausgeschieden [23,25].

1.2.2. Funktionen im menschlichen Organismus

Cu und Zn spielen eine wichtige Rolle fiir die Differenzierung, den Metabolismus und
das Uberleben der Zellen verschiedener Organsysteme. Sie sind strukturelle,
katalytische und co-katalytische Bestandteile zahlreicher Enzyme [3,7,8].

Beide Elemente sind erforderlich fur die Zellatmung - Cu als Bestendteil der Cytochrom-
c-Oxidase und Zn als ein Teil der Carboanhydrase [7,8]. Cu und Zn sind fur die
Funktion des antioxidativen Abwehrsystems unentbehrlich. Sie sind notwendig fur die
Biosynthese der Superoxiddismutase (Cu und Zn), Katalase (Cu) und Metallothioneine
(Cu, Zn), die den Schutz gegen radikale Sauerstoffspezies gewahrleisten [8,15,21].
Beide Elemente spielen eine wichtige Rolle im zentralen Nervensystem. Cu beeinflusst
die synaptische Transmission, indem es die Funktion des GABAas- und des NMDA-
Rezeptors moduliert [26] und ist am Metabolismus von Neurotransmittern und
neuroendokrinen Peptiden (zum Beispiel Katecholaminen) beteiligt [8]. Zn hat die
Funktion eines Neurotransmitters beziehungsweise Cotransmitters und ist fur kognitive
Funktionen von groRer Bedeutung [7,15]. Die Entstehung des Bindegewebes und des
Knochens ist von einer regelrechten Cu- und Zn-Homdostase abhéngig: Cu ist am
Crosslinking von Kollagen und Elastin beteiligt (Lysyloxidase) [8] und Zn spielt eine
wichtige Rolle fir die Mineralisierung des Knochens [15].

Die regelrechte Zn-Homoostase ist kritisch fur Wachstum, DNA-Synthese, RNA-
Transkription und die Regulation der Zellapoptose [3]. Zn ist ein kritischer Bestandteil
von Zink-Finger-Proteinen, die eine groRe Familie von Nukleinsdure-bindenden
Proteinen darstellen und eine wichtige Rolle in der Regulation der Transkription sowie
fur die Struktur der Hormonrezeptoren spielen [3,15]. Der Metabolismus einiger
Hormone ist vom Zn-Status abh&ngig: das Element ist zum Beispiel fir die Funktion der

Schilddrise, die Wachstumshormon-Biosynthese in der Hypophyse und die
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Testosteron-Sekretion von Bedeutung [15]. Zn spielt eine wichtige Rolle fir die
Fruchtbarkeit und Fortpflanzung, indem es die Funktion der Prostata und die Produktion
der Samenzellen beeinflusst [15].

Cu und Zn sind essentiell fur die regelrechte fetale Entwicklung, insbesondere die
Differenzierung und Reifung des Nerven- und des Immunsystems [1,15,18,21]. Die
aul3erordentlich wichtige Rolle dieser Elemente fur das menschliche Immunsystem wird
im folgenden Kapitel dargelegt.

1.2.3. Kupfer, Zink und das Immunsystem

Viele Funktionen des angeborenen und adaptiven Immunsystems sind von der
ausreichenden Zufuhr von Cu und Zn abh&ngig. Zum angeborenen Immunsystem
gehdren die unspezifischen Abwehrmechanismen: die Haut- und Schleimhautbarriere,
das Komplementsystem sowie die phagozytierenden Zellen (zum Beispiel
Monozyten/Makrophagen, Neutrophile, Eosinophile, Basophile und natirliche
Killerzellen) [27,28]. Das adaptive Immunsystem umfasst die nach Konfrontation mit
Pathogenen entstehenden, also erworbenen und spezifischen Abwehrmechanismen:
die T-Lymphozyten und die zellvermittelte Immunantwort sowie die B- Lymphozyten und
die Antikérperproduktion [27,28]. Die Interaktion der Bestandteile des angeborenen und
adaptiven Immunsystems wird durch dendritische Zellen, Zytokine (zum Beispiel
Interleukine, Interferone, koloniestimulierende Faktoren und Tumornekrosefaktoren)

und Antikérper (Immunoglobuline) vermittelt [29].

Cu spielt eine wichtige Rolle fur die Differenzierung und die Funktion von Neutrophilen
und Monozyten [30]. Eine haufige Folge der Cu-Defizienz bei Kindern und
Erwachsenen ist eine Neutropenie [27,28]. Mdgliche Ursachen der verminderten
Neutrophilenzahl bei Cu-Mangel sind eine Hemmung der Granulozytenreifung im
Knochenmark, eine reduzierte Lebensdauer der zirkulierenden Zellen oder Bildung der
Anti-Neutrophilen-Antikérper [27]. Auch die Funktion der Neutrophilen, der
Makrophagen und der natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) scheint vom Cu-Status
abhangig zu sein. Die Fahigkeit dieser Zellen, Superoxidanione zu bilden und
phagozytierte Mikroorganismen beziehungsweise pathologische Zellen zu zerstéren,
war bei Cu-defizienten Tieren reduziert [27,28]. Cu-Mangel fihrte im Tiermodell zu einer

reduzierten T-Lymphozyten-Zahl, wobei vor allem die CD4-positiven Helferzellen
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betroffen waren, sowie zu einer verminderten Produktion von Interleukin-2 (IL-2) durch
aktivierte T-Zellen, welches wiederum fur die regelrechte T-Zell-Proliferation notwendig
ist [28]. Die B-Lymphozytenzahl war in Cu-defizienten Tieren erh6ht oder unverandert
und die Antikdrperproduktion in der Milz reduziert [28].

Ahnlich wie Cu ist Zn ebenfalls fiir die Differenzierung und Funktion der Zellen sowohl
der angeborenen als auch der adaptiven Immunantwort, aber auch fir andere schnell
proliferierende Zellen von gro3er Bedeutung [7,30]. Zn spielt eine grofl3e Rolle fir die
Erhaltung der epithelialen Barrierefunktion der Haut, der Schleimhaute sowie fur die
Wundheilung [15,30]. Es stabilisiert und reguliert immunologisch relevante
Transkriptionsfaktoren [19]. Zn ist an der Reifung der Phagosomen und Endosomen
beteiligt und beeinflusst die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies durch Phagozyten
[7]. Daraus resultiert die Reduktion der Phagozytose-Aktivitdt und der Destruktion der
phagozytierten Pathogene bei Zn-Defizienz [7,19]. Zn moduliert die Differenzierung und
Zytotoxizitat der NK-Zellen [7]. Ein Zn-Mangel kann zu unspezifischer Aktivierung der
NK-Zellen fuhren, weil deren Inhibition Zn-abhangig ablauft [19]. Zn ist wichtig fur die
Biosynthese und die Signaltransduktion proinflammatorischer Zytokine (Interleukin-1p,
Interleukin-6, Tumornekrosefaktor-a und Interferon-y) [7,19]. Es moduliert die Reifung
dendritischer Zellen und die nachfolgende Aktivierung des adaptiven Immunsystems
[7,19]. Die T-Lymphozyten reagieren besonders vulnerabel auf einen Zn-Mangel. Zn ist
ein essentieller Co-Faktor fur das Hormon Thymulin, das durch das Thymus-Epithel
sezerniert wird und die T-Zell-Differenzierung und -Proliferation beeinflusst [19,30]. Das
Element ist essentiell flr die Balance zwischen den Typ 1- und Typ 2-T-Helferzellen
und viele zytokinvermittelte T-Zell-Funktionen [3,7]. Eine Zn-Defizienz fuhrt zur
Thymusatrophie, T-Zell-Lymphozytopenie und zu einer beeintrachtigten T-Zell-Funktion
[7]. Erhohte Zn-Spiegel resultieren wiederum in einer Inhibition der T-Zell-Funktion, was
eine Rolle in der Hemmung der Alloreaktivitat spielt [19]. B-Lymphozyten reagieren in
einem geringen AusmaR auf die Anderungen des Zn-Haushaltes [7]. Ein Zn-Mangel

fuhrt zu einer reduzierten B-Zell-Zahl und beeinflusst die Antikérperproduktion [7].
Insgesamt fihrt eine Cu- und Zn-Defizienz zu einer Beeintrachtigung der

Immunkompetenz und damit zu einer erhdhten Suszeptibilitdt fir infektiose
Erkrankungen [1,7,18,21,31].
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1.2.4. Kupfer- und Zink-Mangel

Eine erworbene Cu- und Zn-Defizienz ist ein haufiges und unterdiagnostiziertes
Problem in der Gesamtpopulation in einem deutlich groReren Ausmald als ein Exzess
dieser Mikroelemente [8,18]. Der Cu- und Zn-Mangel ist assoziiert mit Erkrankungen mit

grof3er soziobkonomischer Bedeutung.

Circa 25% der Population zwischen dem Adoleszenz- und dem Seniorenalter erreicht
nicht die empfohlene diatetische Cu-Zufuhr [8]. Ein Cu-Mangel ist assoziiert mit einem
verandertem Glucose-Metabolismus und Diabetes mellitus [21,28]. Dies st
moglicherweise auf die gestorte Ferroxidase-Aktivitdt und die daraus resultierende Fe-
Akkumulation im Pankreas zuriickzuftihren [21]. Veranderungen im Cu-Haushalt tragen
zur Entstehung kardiovaskularer und hamatologischer Erkrankungen bei [28]. Das Herz
und die Blutgefal3e reagieren sensibel auf einen Cu-Mangel, der zu Vergrof3erung der
Myozyten, Stérung der mitochondrialen Zellatmung, Veranderungen der Kontraktilitat
des Herzmuskels, Pathologien der Architektur der elastischen Fasern der BlutgefalRe
und verandertem Lipid-Stoffwechsel fihren kann [21]. Cu-Defizienz und eine gestétrte
Funktion der Cu-abhangigen Enzyme resultieren in hypertropher Kardiomyopathie,
Veranderungen im Elektrokardiogramm, Rissen und Ruptur der Aorta sowie
Blutdruckveranderungen [21]. Ein niedriger Cu-Status spielt eine wichtige Rolle in der
Pathogenese von Anamien, Knochenveranderungen [28] und Beeintréachtigungen
verschiedener Bestandteile des Immunsystems (siehe Abschnitt 1.2.3. Kupfer, Zink und
das Immunsystem). Ein Cu-Mangel wahrend der Schwangerschaft kann zum
embryonalem Tod, strukturellen Anomalien und bleibenden neurologischen und

immunologischen Veranderungen fihren [21].

Eine Zn-Defizienz betrifft schatzungsweise tUber 25% der Weltbevdlkerung [7]. Laut
eines Berichts der World Health Organization (WHO) aus dem Jahr 2009 stand der Zn-
Mangel auf dem zehnten Platz der Rangliste der wichtigsten Gesundheitsrisikofaktoren
in Landern mit geringem Einkommen [32]. Eine der wichtigsten Folgen einer
chronischen, schweren und unbehandelten Zn-Defizienz ist die Immunschwache (siehe
Abschnitt 1.2.3. Kupfer, Zink und das Immunsystem), die zu fatal verlaufenen
Infektionen fuhren kann [7]. Bei Kindern unter dem 5. Lebensjahr ist die Zn-Defizienz

geschatzt fur ca. 13% der Infekte des unteren Respirationstraktes, 10% der Malaria-

20



Episoden und 8% der Diarrh0-Episoden weltweit verantwortlich [32]. Ein chronischer
Zn-Mangel fuhrt auerdem zu Wachstumsstorungen, Appetitlosigkeit, Diarrho,
Gewichtsverlust, Alopezie, Dermatitis, Gerinnungsstorungen und beeintrachtigter
Wundheilung [3,7]. Weitere Folgen sind emotionale und neurosensorische
Veranderungen, beeintrachtigte kognitive Funktion und Hypogonadismus [3]. Patienten
mit Zn-Defizienz sind pradisponiert, neoplastische und autoimmune Erkrankungen zu
entwickeln [3]. Die erhdhte Biosynthese proinflammatorischer Mediatoren auf Grund
chronischer Zn-Mangelzustande fordert Autoimmunprozesse und beeinflusst damit den
Verlauf einiger inflammatorischer Erkrankungen, wie zum Beispiel der rheumatoiden
Arthritis [7]. Ein niedriger Zn-Status ist assoziiert mit erhohter Prévalenz von
Arteriosklerose, koronarer Herzkrankheit, Insulinresistenz und Diabetes mellitus [15].
Niedrige Plasma-Zn-Werte wahrend der Schwangerschaft sind mit einem erhdhten
Risiko fur Friihgeburtlichkeit und Abort verbunden [19].

1.2.5. Kupfer- und Zink-Exzess

Eine Cu-Toxizitat wird selten beobachtet. Unter normalen Bedingungen sind die Cu-
Mengen in der Nahrung und im Wasser relativ gering, sodass die Kontrollmechanismen
der Cu-Homoostase einen Cu-Exzess durch verminderte Resorption oder erhdhte
Exkretion verhindern kénnen [33]. Die Cu-Toxizitat kann jedoch aus exzessiver Zufuhr
durch Unfélle oder in suizidaler Absicht, aus Umweltverschmutzung, aus Akkumulation
in Organen durch angeborene Stdérungen des Cu-Metabolismus (Morbus Wilson,
Menkes-Syndrom) oder aus einer Nebenniereninsuffizienz resultieren [18,21,33]. Die
toxische Wirkung bei Cu-Exzess wird auf die Beteiligung des Elements an Redox-
Reaktionen und die Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) zurtickgefuhrt [8,21].
Ubersteigt die Produktion der ROS die Kompensationsmechanismen des antioxidativen
Abwehrsystems, kommt es zur Modifikation von Proteinen, Peroxidierung von Lipiden
und DNA-Schadigung, die wiederum zu Gewebeschaden und zur Entstehung von
degenerativen und malignen Erkrankungen fiihren kénnen [33]. Eine einmalige hohe
orale Dosis von Cu verursacht gastrointestinale Symptome wie Ubelkeit, Erbrechen und
Diarrhd [4,18]. Bei exzessiv hohen Dosen sind weitere Folgen wie zum Beispiel
Kopfschmerzen, Lethargie, Tachykardie, Atemstérung, hamolytische Anamie, Leber-
und Nierenfunktionsstorung sowie der Tod mdglich [21]. Ein chronischer Cu-

Uberschuss filhrt zur Leberschadigung und Entstehung einer Leberzirrhose und
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beeinflusst negativ den Zn-Status des Organismus [3,8,18]. Das am besten erforschte
Beispiel der Toxizitat durch einen schweren Cu-Exzess ist der Morbus Wilson, eine
autosomal-rezessive Erkrankung, die durch eine Mutation des ATP7B-Gens verursacht
wird [18,21]. Die Erkrankung ist durch eine Cu-Akkumulation in der Leber, im Gehirn
und in der Hornhaut (Kayser-Fleischer-Ring) sowie durch geringe Cu- und CP-Spiegel
im Blutplasma charakterisiert [18]. Die von Morbus Wilson betroffenen Personen leiden
unter einer chronischen Leber- und Nierenfunktionsstorung, neurologischen und
psychiatrischen Symptomen sowie Veranderungen des hamatologischen und
skelettalen Systems [18].

Die toxischen Wirkungen bei Zn-Uberschuss sind bisher nicht ausreichend erforscht [3].
Die akute Toxizitdt von Zn wird beim Menschen nur selten beobachtet. Die bisher
bekannten Falle resultierten aus Verzehr von Nahrungsmitteln, die in verzinkten
GefalRen aufbewahrt wurden, aus akzidenteller Einnahme exzessiver Zn-Mengen oder
aus Inhalation von Zinkoxiddampfen [24]. Wenn die Kapazitat der Kontrollmechanismen
der Zn-Homoostase Uberschritten wird, wirkt die Akkumulation der Zn-lonen durch
deren Einfluss auf das Redox-System und die Interaktion mit verschiedenen Proteinen
schadigend auf die Zellen, beeinflusst die Membranpermeabilitat und fihrt zur
Aktivierung der Apoptose [3,7,15]. Eine einmalige hohe orale Dosis von Zn verursacht
ahnlich wie bei Cu gastrointestinale Symptome [4]. Ein chronischer Zn-Uberschuss fiihrt
zur sideroblastischen Anamie, zur beeintrachtigten Immunfunktion mit Leukopenie
sowie zu Veranderungen im Lipoprotein-Metabolismus [7,24]. Bei Arbeitern der Zn-
schmelzenden Industrie wurde die Entwicklung einer Myeloneuropathie mit
Parasthesien, taktiler Allodynie und taktilen Halluzinationen beobachtet [3]. Im Rahmen
mehrerer Studien wurde die Rolle des Zn in der Entwicklung der Alzheimer-Demenz
diskutiert [3]. Des Weiteren fuhrt ein chronischer Zn-Exzess zu einer sekundaren Cu-

Defizienz und einer verminderten Aktivitat Cu-abhangiger Enzyme [4,24].
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1.2.6. Veranderungen im Spurenelementhaushalt wahrend akuter
Infektionserkrankungen

Akute Infektionserkrankungen fihren zu Veranderungen im Spurenelementhaushalt im
Rahmen der Akute-Phase-Reaktion. Cu und Zn zeigen dabei gegenlaufige
Veranderungen. Die Plasma-Cu-Konzentration steigt [18,34,35] und die Plasma-Zn-
Konzentration sinkt [11,15,21,36,37] wahrend einer akuten Inflammation bei
erwachsenen Menschen und Tieren.

Die Ursache fur die steigenden Plasma-Cu-Konzentrationen ist die erhthte CP-
Biosynthese in der Leber und dessen Freisetzung in den Blutkreislauf [34,35]. Das nicht
an CP gebundene freie Cu im Blutserum zeigte wahrend einer Inflammation bei Raten
nur geringfligige Veranderungen [34]. Bei chronischer Inflammation zeigte sich im
Tierversuch trotz der erhdhten Produktion und Freisetzung des CP in den Blutkreislauf
keine Cu-Depletion in der Leber und anderen Geweben [34].

Wahrend einer Inflammation ist die Leber ebenfalls das Hauptorgan der Zn-Regulation
[24,38]. Es kommt zur Redistribution des Zn vom Blutplasma in die Leber, die am
ehesten durch Interleukin-1 und durch Glucocorticoide vermittelt wird [38]. Es kommt
zur Induktion der Zn-Metallothioneine, die Zn mit hoher Affinitat binden und fir dessen
Speicherung und Freisetzung verantwortlich sind [24,38]. Die Senkung des Plasma-Zn
im Rahmen der negativen Akute-Phase-Reaktion fuhrt zur verminderten Verflugbarkeit
des Zn fur die Immunzellen. Auf Grund der oben beschriebenen Auswirkungen des Zn-
Mangels auf die Immunkompetenz (siehe Kapitel 1.2.3. Kupfer, Zink und das
Immunsystem), kann dies zur Entstehung eines Circulus vitiosus zwischen niedrigem
Zn-Status, der Infektsuszeptibilitat und der Infektion fihren [1] (Abbildung 1).

Die oben beschriebenen Studienergebnisse zu Verédnderungen im Spurenelement-
haushalt wahrend inflammatorischer Erkrankungen liegen bisher nur fur erwachsene
Menschen und Tiere vor. Fur Neugeborene existieren hierzu bislang kaum

wissenschaftliche Daten.
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Abbildung 1. Der Circulus vitiosus zwischen niedrigem Zink-Status, der beeintrachtigten
Immunkompetenz und der Infektion. Eine Defizienz der essentiellen Spurenelemente Kupfer (Cu) und
Zink (Zn) fuhrt zur Beeintrachtigung des angeborenen und adaptiven Immunsystems und damit zur
erhohten Infektsuszeptibilitat. Die dadurch beginstigt auftretenden Infektionen l16sen eine Akute-Phase-
Reaktion aus, die bei erwachsenen Menschen und Tieren wiederum zur Redistribution des Zn vom
Blutplasma in die Leber und somit zu sinkenden Plasma-Zn-Konzentrationen fihrt. Die dadurch
verminderte Verfigbarkeit von Zn fur die Immunzellen kann zur Entstehung eines selbstverstarkenden
Kreislaufes zwischen niedrigem Zn-Status, der beeintrachtigten Immunkompetenz und der Infektion
fihren. Neu- und Frihgeborene haben ein erhdhtes Risiko fir eine Cu- und Zn-Defizienz. Fur diese
Gruppe liegen jedoch bisher kaum Studienergebnisse zu Veradnderungen im Spurenelementhaushalt
wahrend akuter Infektionen vor.

Neugeborene und insbesondere Frihgeborene stellen eine besonders vulnerable
Gruppe dar, die durch ein erhdhtes Risiko fir die Cu- und Zn-Defizienz auf Grund des
schnellen Wachstums und des dadurch erhdéhten Bedarfes an diesen Spurenelementen
charakterisiert ist [1,12,18]. Cu akkumuliert erst kurz vor der Geburt in der kindlichen
Leber, um eine Reserve des Elements zu bilden, sodass die Cu-Defizienz bei
Frihgeborenen besonders haufig auftritt [3]. Auf Grund des oben geschilderten
Einflusses der Spurenelementhomdéostase auf das Immunsystem und die Entstehung
von Infektionen (siehe Kapitel 1.2.3. Kupfer, Zink und das Immunsystem), kénnten
diese Beobachtungen eine wichtige Rolle fur die Pathogenese, die Diagnostik und

madglicherweise auch die adjuvante Therapie der neonatalen Infektionen spielen.
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1.3. Neonatale Early-Onset-Infektionen

1.3.1. Definition und Epidemiologie

Die vorliegende Arbeit untersucht den Spurenelementhaushalt bei Neugeborenen mit
bakteriellen Early-Onset-Infektionen. Diese sind definiert als Infektionen, die innerhalb
der ersten 72 Stunden nach der Geburt symptomatisch werden [39]. Sie resultieren aus
der vertikalen Transmission von Bakterien von der Mutter auf das Kind, die durch
Aszension vom anogenitalen Trakt der Mutter mit Kontamination der Zervix, der
Amnionflussigkeit oder der Plazenta erfolgt [40,41]. Die Ubertragung der Pathogene
kann entweder wahrend des Geburtsvorganges nach dem Blasensprung oder bereits

intrauterin auf Grund einer Chorioamnionitis stattfinden [40].

Zu den Risikofaktoren fur die Entwicklung einer Early-Onset-Infektion beim
Neugeborenen zahlen eine vaginale Kolonisation der Mutter mit B-Streptokokken, ein
vorzeitiger Blasensprung (218 Stunden vor Geburt), eine Frihgeburt (<37
Gestationswochen), Fieber der Mutter wahrend der Geburt (>38°C), erhohte
Entzindungswerte der Mutter (C-reaktives Protein (CRP) > 20 mg/L, Leukozyten
>15,000 /mm?®) und eine antibiotische Behandlung der Mutter wéhrend oder im Zeitraum
von 24 h vor oder nach der Geburt [40-45].

Trotz der Einfuhrung der intrapartalen Antibiotika-Prophylaxe sind die Streptokokken
der Gruppe B noch immer die haufigste Ursache der Early-Onset-Sepsis (EOS). In
Frihgeborenen mit Sepsis ist Escherichia coli das haufigste Pathogen [41]. Die
B-Streptokokken und Escherichia coli zusammen verursachen insgesamt ca. 70% aller
EOS-Falle [40,41]. Zu den weiteren Erreger der EOS zéhlen Haemophilus influenzae,
Staphylococcus aureus, Enterokokken, Listeria monocytogenes, Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus viridans, Streptococcus pneumoniae und Pseudomonas
aeruginosa [41,46]. Polymikrobielle Infektionen sind selten (1,6% aller EOS-Falle) [46].

Die Inzidenz der EOS mit Erregernachweis im Blut oder Liquor betragt in Europa und in
den USA 0,05 bis 0,12 % aller Lebendgeburten [40,43,47,48]. Besonders geféahrdet sind
Fruhgeborene mit einem sehr niedrigem Geburtsgewicht < 1500 g (vom Englischen:

very low birth weight, abgekirzt VLBW), fir diese Gruppe betragt die Inzidenz ca. 1,5 %
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[43]. In Sudasien, Sudamerika und Subsahara-Afrika wurden im Rahmen einer
Metaanalyse im Jahr 2012 insgesamt ca. 6,9 Millionen Falle von schweren bakteriellen
Infektionen bei Neugeborenen angenommen, was einer kumulativen Inzidenz von 7,6%
entspricht [49].

1.3.2. Diagnostik

In dem aktuellen diagnostischen Algorithmus werden mutterliche und kindliche
Risikofaktoren (siehe Abschnitt 1.3.1. Definition und Epidemiologie) sowie klinische
Indizien beriicksichtigt.

Die Symptome einer Infektion bei Neugeborenen sind unspezifisch [41], sodass die
Diagnosestellung héaufig schwierig ist. Dazu gehoren: Lethargie, Futterstérungen,
Stérung der Temperaturregulation (Hypothermie, seltener Fieber), respiratorische
Symptome mit Apnoe, Tachypnoe, interkostalen Einziehungen, Nasenfligeln und
Knorksen (exspiratorischem Stohnen) sowie kardiale Symptome mit verlangerter
Rekapillarisierungszeit, arterieller Hypotonie, Bradykardie und Zyanose [40].

Zu den etablierten Laboruntersuchungen gehoren die Bestimmung des
Differentialblutbildes (insbesondere Leukozytenzahl, Neutrophilenzahl und Verhaltnis
der unreifen zu Gesamtneutrophilen), der Inflammationsmarker Interleukin-6 (IL-6) und
C-reaktives Protein (CRP) sowie die Abnahme der Blutkulturen [41,50,51]. Die
Moglichkeit der Isolation der Bakterien aus den Blutkulturen wird durch die geringen
verfugbaren Blutvolumina und die zum Teil geringe Bakteridmie limitiert [1,41,51],
sodass die Sensitivitat und Spezifitat der Blutkulturen als diagnostisches Mittel gering
sind [45]. Ein Erregernachweis ist deswegen zur Diagnosestellung einer Early-Onset-
Infektion nicht zwingend erforderlich [52]. Insgesamt erlauben die bisher zur Verfigung
stehenden diagnostischen Mittel keine ausreichende Spezifitat [51], sodass die

empirische antibiotische Therapie haufig unnétig eingeleitet werden muss.

1.3.3. Therapie

Zurzeit besteht die therapeutische Strategie aus frihzeitiger empirischer Gabe von
Antibiotika bereits bei klinischem Verdacht einer neonatalen Infektion [1,53]. Als
kalkulierte Antibiose wird haufig die Kombination von Ampicillin und Gentamicin

eingesetzt [40]. Bei der Wahl der Therapie ist jedoch immer die individuelle Anamnese
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(insbesondere die antibiotische Vorbehandlung der Mutter) sowie die aktuelle
ortsspezifische Epidemiologie zu bertucksichtigen, sodass keine einheitliche
Empfehlung ausgesprochen werden kann [43].

Einerseits kann jede Verzdgerung der Therapie und jede inaddquate Behandlung bei
vorliegender Infektion zu einer raschen Progredienz mit Entwicklung einer Meningitis
und eines septischen Schocks fuhren [43]. Andererseits fiihren die empirische Gabe
von Breitspektrum-Antibiotika sowie der Einsatz von Reserve-Antibiotika bereits bei der
kalkulierten Therapie zur Forderung der Vermehrung einiger pathogenen Bakterien- und
Pilz-Spezies sowie zur Entwicklung resistenter Keime [53]. Antibiotika beeintrachtigen
die Darmflora und damit die regelrechte Entwicklung des Immunsystems des
Neugeborenen [45]. Des Weiteren werden die meisten Antibiotika im Rahmen des Off-
Label-Use eingesetzt [1]. Es mangelt an Kklinischen Studien bezuglich der
Pharmakokinetik, Pharmakodynamik und der Therapiesicherheit bei Neugeborenen
[53]. Bezogen auf die Inzidenz der EOS (0,05 - 0,12 %) erhalten ca. zehnfach so viele
Neugeborene eine empirische und h&ufig unnétige antibiotische Therapie [48].

Zurzeit mangelt es an etablierten diagnostischen Mitteln, die eine schnelle und
zuverlassige Diagnose ermoglichen und damit unnétige Medikamentengaben
reduzieren. Als Reaktion auf dieses Problem werden in der Literatur Risikorechner fur
die neonatale Sepsis vorgeschlagen, die unndtige empirische Antibiotikagaben
theoretisch um mehr als 50% reduzieren kdnnten [48]. Ein neuer Biomarker der
neonatalen bakteriellen Infektionen mit einer hohen Spezifitit wére eine weitere
Moglichkeit, die Diagnosesicherheit zu erhéhen, sodass der Suche nach einem solchen

Parameter und seiner Identifikation eine hohe klinischer Relevanz zukommt.

1.3.4. Prognose

Trotz der antipathogenen und supportiven Behandlung sind die aktuellen
Therapieergebnisse nicht zufriedenstellend. An Infektionen sterben jahrlich weltweit ca.
1,4 Millionen Neugeborene [43]. Die EOS mit Erregernachweis ist verantwortlich fiir bis
zu 16% der gesamten Neugeborenensterblichkeit [45]. Fur die EOS wurde eine
Mortalitat von 11% aller Erkrankten und Folgeschaden bei 6,3% der Betroffenen
berichtet [46]. Zu den Spéatkomplikationen konnataler Infektionen zahlen vor allem die

Schadigung des zentralen Nervensystems und deren Folgen [1,54].
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Die Mechanismen der zellularen Dysfunktion und des Organversagens wurden bis jetzt
nicht vollstandig erforscht und werden =zurzeit selten in diagnostischen und
therapeutischen Schemata bericksichtigt. Zu den maoglichen Folgen von schweren
Infektionserkrankungen tragen unter anderem oxidative Schaden der Mitochondrien und
Dysbalancen im intrazellularen Redox-System bei [53]. Die erhaltene
Spurenelementhomdostase ist fiur den antioxidativen Schutz und die Redox-
Homoostase von grol3er Bedeutung, was auf die mdgliche Rolle von Zn und Cu fir den
Verlauf der konnatalen Infektionen hinweist.

1.4. Der Kupfer/Zink-Koeffizient als Biomarker

Veradnderungen des Cu- und Zn-Haushaltes und deren Rolle in verschiedenen
Erkrankungen wurden im Rahmen von zahlrechen Publikationen beschrieben. In
mehreren Studien zeigte sich dabei der Cu/Zn-Koeffizient als ein besserer Indikator fur
oxidativen Stress, Infektion, Inflammation, Erndhrungsstatus und Prognose von
Erkrankungen als Cu oder Zn separat betrachtet [55-57].

Bei Patienten mit peritonealer Dialyse war der Cu/Zn-Koeffizient mit erhdhtem
oxidativen Stress, Inflammation, Beeintrachtigung des Immunsystems und Malnutrition
assoziiert [55]. Bei uramischen Patienten mit Demenz war der Cu/Zn-Koeffizient hdher
im Vergleich mit dem Koeffizienten bei nicht dementen Hamodialyse-Patienten [58]. In
einer italienischen Kohorte von Uber 70-Jahrigen zeigte sich der Cu/Zn-Koeffizient als
ein Pradiktor fir die Gesamtmortalitat und war mit dem Erndhrungsstatus, den
Inflammationsmarkern sowie kardiovaskularen Erkrankungen assoziiert [59]. Bei
Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 wurde der Cu/Zn-Koeffizient als ein Marker fur
das Vorliegen kardiovaskularer Komplikationen identifiziert [56]. Der Cu/Zn-Koeffizient
wurde als hilfreich in der Differentialdiagnose bei Patienten mit tumorverdachtigen
Verschattungen in Rontgenaufnahmen des Thorax beschrieben und zeigte eine
signifikant positive Korrelation mit den Tumorstadien bei Patienten mit Lungenkarzinom
[60]. Bei Kindern mit malignen Lymphomen zeigte sich ein erhéhter Cu/Zn-Koeffizient.
Dieser korrelierte mit der Schwere und Aktivitat der Erkrankung und normalisierte sich
im Laufe einer erfolgreichen Behandlung [61]. Der Cu/Zn-Koeffizient war erhdht bei
Kindern mit Tuberkulose [62] und parasitaren Erkrankungen wie Giardiasis und

Amobenruhr [63] und normalisierte sich nach erfolgreicher Therapie, was auf die
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Qualitat des Cu/Zn-Koeffizienten als diagnostischer und prognostischer Parameter
hindeutet.

Auf Grund der beschriebenen Studienergebnisse werden die Veréanderungen im Cu-
und Zn-Haushalt wahrend konnataler bakterieller Infektionen im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht nur separat, sondern auch kombiniert in Form des Cu/Zn-

Koeffizienten analysiert.

1.5. Ziel der Studie

Die Spurenelemente Cu und Zn sind essentiell flr zahlreche Korperfunktionen.
Defizienzen stellen Risikofaktoren fir Infektionserkrankungen dar, wéahrend akute
Infektionen  zur  Disruption des Spurenelementhaushaltes fiihren.  Dieser
Zusammenhang spielt mdglicherweise eine wichtige Rolle in der bisher wenig
erforschten Pathophysiologie von akuten Infektionserkrankungen bei Neugeborenen
und konnte eine Bedeutung fir deren Management haben. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit soll der Einfluss der neonatalen Early-Onset-Infektionen auf die
Blutplasmakonzentration von Cu, CP, Zn und den Cu/Zn-Koeffizienten untersucht
werden. Es sollen potenzielle neue Biomarker mit diagnostischer, therapeutischer und
prognostischer Relevanz identifiziert werden. Insbesondere der Cu/Zn-Koeffizient zeigte
bisher in mehreren Studien vielversprechende Ergebnisse als Indikator fir Infektion,
Inflammation, und Prognose von Erkrankungen und soll in dieser Arbeit in Bezug auf
seine Qualitdten als diagnostischer Biomarker fir konnatale bakterielle Infektionen

untersucht werden.
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2. Materialien und Methoden

Vor Beginn der klinischen Studie wurde eine Genehmigung der Ethikkommission der
Charité - Universitatsmedizin Berlin eingeholt (Antragsnummer EA2/092/12). Es erfolgte
keine Intervention in den Behandlungsverlauf der teilnehmenden Neugeborenen. Fir
unsere Analysen wurden ausschlief3lich die aus den Patientenakten extrahierten Daten
sowie Restblutproben aus medizinisch indizierten Blutentnahmen nach Durchfiihrung
der vom behandelnden Arzt angeordneten Laboranalysen verwendet, sodass keines
der studienteilnehmenden Neugeborenen Risiken oder Nachteile durch die Studie
erfuhr. Vor der Durchfihrung der Analysen wurden die Eltern oder die
Sorgerechtsinhaber Uber Ziele und Ablaufe der Studie aufgeklart und um eine
schriftliche Einwilligung gebeten. Die Grundsatze und Empfehlungen der Deutschen
Forschungsgemeinschaft zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis wurden
eingehalten. Materialen und Methoden dieser Studie wurden bereits in Publikationen
beschrieben [1,2].

2.1. Studiendesign und Studiengruppen

Die Studie wurde in Form einer prospektiven Beobachtungsstudie (Fall-Kontroll-Studie)
im Zeitraum von Februar 2013 bis April 2014 auf den neonatologischen Stationen der
Charité -Universitatsmedizin Berlin (Campus CCM und CVK, Stationen 107i, 108i, 32i,
40i und 62) durchgefuhrt. Es wurden zwei Studiengruppen definiert: Neugeborene mit
einer Early-Onset-Infektion (zusammengefasst als ,Infektionsgruppe®) sowie eine
Kontrollgruppe, in der keine Infektionserkrankung vorlag. Im Rahmen meines
Promotionsvorhabens wurden die Gruppen in Bezug auf den Spurenelementstatus (Cu,
Zn und Cu/Zn-Koeffizient) sowie auf die Plasma-CP-Werte unter Berucksichtigung
moglicher Confounder miteinander verglichen. Es wurde der Einfluss des
Gestationsalters, des Geburtsgewichtes sowie des Geschlechts auf den
Spurenelementstaus von Neugeborenen untersucht. Der Cu/Zn-Koeffizient wurde in
Bezug auf seine Qualitaten als Biomarker flr konnatale bakterielle Infektionen

analysiert.
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2.2. Ein-und Ausschlusskriterien

Die Ein- und Ausschlusskriterien fur beide Studiengruppen wurden in Anlehnung an den
aktuellen Literaturstand zu diagnostischen Kriterien und Therapiealgorithmen bei
neonatalen Infektionen festgelegt [52,64-66]. Die zum  Zeitpunkt der
Studienvorbereitung noch nicht aktualisierte Leitlinie der Gesellschaft flir Neonatologie
und Padiatrische Intensivmedizin (GNPI), der Deutschen Gesellschaft fir Padiatrische
Infektiologie (DGPI), der Deutschen Gesellschaft fur Kinder- und Jugendmedizin
(DGKJ) und der Deutschen Gesellschatft fir Gynakologie und Geburtshilfe (DGGG) zum
Thema ,Bakterielle Infektionen bei Neugeborenen® wurde am 30. April 2018 in
Uberarbeiteter Form veréffentlicht [43].

Wie im Abschnitt Einleitung bereits ausfuhrlich beschrieben, ist die Diagnose einer
Early-Onset-Infektion bei Neugeborenen und somit die sichere Zuordnung zur
Infektionsgruppe durch mehrere Faktoren wie unspezifische Symptome und das
geringe fur Laboranalysen und Blutkultur zur Verfigung stehende Blutvolumen
erschwert und damit nicht mit der gleichen Sicherheit wie bei Infektionserkrankungen
des Erwachsenen moglich. Die Ein- und Ausschlusskriterien sind in der Tabelle 1.

dargestellt und wurden bereits publiziert [2].
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Tabelle 1. Ein- und Ausschlusskriterien (modifiziert aus Table 1 in [2])

Infektionsgruppe

Kontrollgruppe

Einschlusskriterien

Gestationsalter 230 Schwangerschaftswoche

Geburtsgewicht = 1000 g

Mindestens eins der folgenden klinischen

Zeichen:

1. Atemstorung:

* Tachypnoe (>50/min)

+ Dyspnoe (interkostale Einziehungen,
Nasenfligeln, Knorksen)

* Respiratorische Insuffizienz (Einsatz von

CPAP, High-Flow-Atemunterstitzung oder

konventioneller Beatmung)

Kardiovaskulare Dysfunktion:

Rekapillarisierungszeit >2 Sekunden

Arterielle Hypotonie (systolischer Blutdruck

<65mmHg)

Temperaturregulationsstérung:

Temperatur >38,5°C oder <36°C

Neurologische Auffalligkeiten

muskulare Hypotonie

Trinkschwéche

Gerinnungsstérung

* INR>2

* Thrombozytopenie (<80/nL)

co:bo_oo

o

Laborchemischer Nachweis einer Inflammation:
e |L-6 >100 pg/mL oder CRP >10 mg/L am Tag
der Geburt

Blutentnahme aus medizinischer Indikation im

Rahmen der Routinediagnostik und kein

laborchemischer Nachweis einer Inflammation

* |L-6 <100 pg/mL und CRP <10 mg/L 48 h vor
oder nach der Entnahme der in der Studie
verwendeten Blutprobe

Antibiotische Behandlung flr mindestens 3 Tage

Keine antibiotische Behandlung zum Zeitpunkt
der Blutenthahme

Zweite Blutentnahme 48 h nach
Diagnosestellung (Zeitpunkt der Routinekontrolle
des Gentamicinspiegels im Blut)

220ul Restblutplasma zu beiden
Entnahmezeitpunkten

(Tag der Geburt / Zeitpunkt der Diagnosestellung
und 48h nach der Diagnosestellung)

220ul Restblutplasma (vom Tag der Geburt)

Geburt an der Charité - Universitdtsmedizin Berlin und Aufnahme des Patienten auf eine der
neonatologischen Stationen an den Campi CCM und CVK (107i, 108i, 32i, 40i, 62)

Ausschlusskriterien

Gestationsalter <30 Schwangerschaftswochen
Geburtsgewicht <1000 g
Genetische Erkrankung
Schwere kongenitale Fehlbildung
Parenterale Zufuhr von Spurenelementen
Geburt au3erhalb der Charité - Universitatsmedizin Berlin
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2.3. Klinische Ablaufe und Patientenrekrutierung

Die elektronischen und papierbasierten Patientenakten der oben genannten
neonatologischen Stationen wurden in Bezug auf die Erfullung der Ein- und
Ausschlusskriterien studiert und bei Vorliegen aller Anforderungen sowie der
schriftlichen Einwilligung der Sorgerechtsinhaber den Studiengruppen zugeordnet.

Bei Neugeborenen mit klinischen Zeichen einer Early-Onset-Infektion (siehe Tabelle 1)
wurde unabhangig von der Studie durch den betreuenden Arzt eine Blutentnahme
durchgefiihrt. Bei laborchemischem Nachweis einer Inflammation wurde eine Blutkultur
angesetzt (BacT/ALERT, Organon Teknika, Eppelheim) und die Neugeborenen wurden
antibiotisch mit Ampicillin und Gentamicin intravends behandelt. 48 h nach der
Diagnosestellung wurde eine zweite Routine-Blutentnahme zur Bestimmung des CRP
sowie des Gentamicin-Talspiegels durchgefuhrt, sodass jeweils zwei Restblutproben
(Tag der Geburt - entsprechend Tag 1 - sowie Tag 3 nach der Geburt) vorlagen. Die

antibiotische Behandlung wurde fir mindestens drei Tage fortgefthrt.

Neugeborene aus der Kontrollgruppe erhielten eine Blutentnahme aus medizinischer
Indikation am Tag der Geburt und es zeigte sich kein laborchemischer Nachweis einer
Inflammation, sodass keine systemische antibiotische Behandlung und keine zweite

Blutabnahme an Tag 3 erfolgte.

Keines der studienteilinehmenden Neugeborenen erhielt eine parenterale Zufuhr von
Spurenelementen. Die Neugeborenen wurden mit Muttermilch ernahrt. Bei zu geringer
Zufuhr von Muttermilch (unter 30 ml/kg Kérpergewicht pro Tag) wurden sie zusatzlich
mit kommerzieller Sauglingsnahrung (Pre-HA, Milupa GmbH, Bad Homburg,
Deutschland) mit einem Gehalt von 0,04 mg Kupfer und 0,5 mg Zink pro 100 mg

ernahrt.

2.4. Gewinnung und Prozessierung der Blutproben

Die Restblutproben wurden nach Durchfihrung der durch den behandelnden Arzt

angeordneten Analysen im Labor Berlin aufbewahrt. Sie wurden innerhalb von einem
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bis vier Tagen nach Blutenthahme zur weiteren Prozessierung und Analyse zu
Studienzwecken abgeholt. Die Vollblutproben wurden mit 2000 Umdrehungen pro
Minute fur 10 Minuten zentrifugiert und Plasma wurde gewonnen. Alle

Blutplasmaproben wurden bis zur Durchfuhrung der Analysen bei -80°C eingefroren.

2.5. Laboranalysen

2.5.1. Spurenelemente

Die Cu- und Zn-Konzentration im Blutplasma wurde mittels der Totalreflexions-
Rontgenfluoreszenz-Spektroskopie (TXRF, abgekirzt aus dem Englischen: total
reflection X-ray fluorescence) bestimmt. Die Methode wurde bereits ausfihrlich in der
Publikation von Stosnach [67] beschrieben. Zusammengefasst wurden 10 pl von jeder
Plasmaprobe mit 10 pl einer Gallium-Standardlésung (mit einer Konzentration von
550 pg Gallium/L, Sigma-Aldrich, Steinheim) verdinnt. 8 ul von jeder so vorbereiteten
Probe wurden auf einen Quarzglastrager pipettiert. Dies wurde im Rahmen einer
Zweifachbestimmung fir jede Probe wiederholt. Die Proben wurden bei 37°C
getrocknet und in Zweifachbestimmung mithilfe eines TXRF-Spektrometers (S2
PICOFOX, Brukernano GmbH, Berlin) vermessen. Der intra-assay Variationskoeffizient
(CV, abgekurzt aus dem Englischen: Coefficient of variation) betrug in der Studie fur
alle Proben <15% und der inter-assay CV <10% [1]. Die fur eine genaue und
zuverlassige Messung bendétigten Probenvolumina sind fur TXRF sehr gering, was
insbesondere fir Neugeborene als Studienpopulation in der vorliegenden Arbeit von
besonderer Bedeutung ist. Des Weiteren erlaubt TXRF eine rasche Ergebnisermittlung
und eignet sich deswegen zur Bestimmung eines potenziellen neuen Biomarkers flr
konnatale Infektionen, der bei Verdacht auf Vorliegen dieser Erkrankung zur
Unterstitzung einer sicheren Diagnosestellung und Therapieentscheidung zlgig
vorliegen muss [1]. Uberdies liefert die TXRF neben Cu und Zn eine Reihe weiterer
Metallkonzentrationen, Uber die eine Gulteabschatzung der Einzelmessung und

Plausibilitatsbetrachtung der gewonnenen Messwerte ermoglicht wird.

34



2.5.2. Ceruloplasmin

Das Plasma-CP wurde mithilfe von Western Blots (WB) analysiert. Es wurden
insgesamt vier WB durchgefuhrt: drei davon mit Plasmaproben von Neugeborenen
sowohl aus der Kontrollgruppe (Tag 1), als auch aus der Infektionsgruppe (Tag 1 und
Tag 3) sowie ein WB mit Plasmaproben ausschlie3lich aus der Infektionsgruppe (Tag
3), die anhand der jeweiligen CRP-Werte ausgewahlt wurden.

Die Proben (jeweils 0,2 pL Plasma) wurden mit zweifach destilliertem Wasser
(Biochrom AG, Berlin) sowie 4x Pufferldsung (200 mM Tris-HCI, pH 7,5; 50% Glycerin;
4% SDS; 0,04% Bromphenolblau und 125 mM DTT) verdiinnt. Die Polypeptide der so
vorbereiteten Proben wurden mittels einer Natrium-Dodecylsulfat(SDS)-Polyacrylamid-
Gel-Elektrophorese nach GrofRe aufgetrennt und im weiteren Schritt auf eine
Nitrozellulose-Membran (Optitran, Schleicher & Schuell, Dassel) Ubertragen. Die
Membran wurde zur Verminderung unspezifischer Antikorperbindungen fir 60 min
mithilfe einer Milchproteinldsung blockiert und nachfolgend fir 60 min mit dem Anti-
Ceruloplasmin-Antikérper (Verdiinnung 1:2000, Abcam, Cambridge, England) inkubiert.
Die nicht gebundenen Antikdrper wurden in drei Waschschritten mit einem TBS-T-
Puffer (Pufferlosung mit Tris als Puffersubstanz, Natriumchlorid und Triton X-100,
abgekirzt aus dem Englischen: Tris-buffered saline with Triton X-100) entfernt. Die
Membran wurde nachfolgend mit dem an eine Peroxidase gekoppelten
Sekundarantikdrper fur 60 min inkubiert und anschlieRend in drei Waschschritten mit
dem TBS-T-Puffer gespullt. Die gebundenen Sekundarantikorper wurden mittels
Chemilumineszenz unter Verwendung des WesternBright Chemilumineszenz-Substrats
Sirius (Peroxidasesubstrat; Biozym Scientific, Oldendorf) und des Fluor Chem FC2-
Detektionssystems (Biozym Scientific, Oldendorf) visualisiert. Die WB-Signale wurden

mithilfe von ImageJ (NIH, USA) quantifiziert.

2.5.3. Interleukin-6 und C-reaktives Protein

Die Konzentrationen von IL-6 und CRP wurden aus den elektronischen Patientenakten
extrahiert. Diese wurden vom Labor Berlin - Charité Vivantes GmbH bestimmt. Die IL-6-
Konzentration wurde mittels eines elektrochemischen Lumineszenz-Immunoassay
(COBAS 8000, Roche Diagnostics, Mannheim) und die CRP-Konzentration mithilfe
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eines turbidimetrischen Immunoassays (COBAS 6000, Roche Diagnostics, Mannheim)

ermittelt.

2.6. Statistische Auswertung

Die erfassten Daten wurden pseudonymisiert und in Microsoft Excel 2007 gespeichert.
Fur die Durchfuhrung statistischer Analysen wurde IBM SPSS Statistics 21 verwendet.
Die Daten wurden bezlglich Normalverteilung mithilfe des Shapiro-Wilk- Tests
evaluiert. Bei Vorliegen einer Normalverteilung wurde zum Mittelwertvergleich der
zweiseitige T-Test fur abhangige und unabhéngige Stichproben verwendet, die
Ergebnisse wurden als Mittelwert £ Standardabweichung (SD, abgekirzt aus dem
Englischen: standard deviation) dargestellt. Zur Prufung der Korrelationen wurde der
Korrelationskoeffizient nach Pearson berechnet. Fir nicht normalverteilte Daten sowie
fur alle quantifizierten WB-Ergebnisse wurde zum Vergleich der zentralen Tendenzen
fur unabhangige Stichproben der Mann-Whitney-U-Test und fur abhangige Stichproben
der Wilcoxon-Test verwendet, die Ergebnisse wurden als Median [Interquartilbereich
(IQR, abgekirzt aus dem Englischen: interquartile range)] dargestellt. Zur Prifung der
Korrelationen wurde der Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman berechnet.

Zwecks genauerer Untersuchung der Korrelationen wurden lineare
Regressionskoeffizienten (auch als Beta-Werte bezeichnet) berechnet. Um den Einfluss
von mdoglichen Confoundern auf die Ergebnisse zu untersuchen, wurden univariate
Analysen und multinomiale logistische Regressionen durchgefihrt.

Die Grafiken wurden mithilfe von GraphPad Prism 5, Microsoft PowerPoint 2007 und
IBM SPSS Statistics 21 und die Tabellen mittels Microsoft Word 2007 erstellt.
Ergebnisse mit einem p-Wert von niedriger als 0,05 wurden als statistisch signifikant
bezeichnet und wie folgt gekennzeichnet: p<0,05 (*), p<0,01 (**) und p< 0,001 (***). Zur

Berechnung der p-Werte wurden zweiseitige Tests verwendet.
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3. Ergebnisse

Teile der im Folgenden dargestellten Ergebnisse dieser Studie wurden bereits in
Publikationen beschrieben [1,2].

3.1. Studienpopulation

Basierend auf dem klinischen Erscheinungsbild wurden Patientenakten von insgesamt
108 Neugeborenen hinsichtlich der Erfillung der oben genannten Ein- und
Ausschlusskriterien tberpraft. Fur die Studienteilnahme qualifizierten sich hiervon 72
Neugeborene. Die jeweiligen Sorgerechtsinhaber erteilten eine schriftliche
Einwilligungserklarung zur Teilnahme an der Studie fur 44 dieser Neugeborenen, von
denen 21 in die Infektionsgruppe und 23 in die Kontrollgruppe eingeschlossen wurden.

Die Studiengruppen unterschieden sich signifikant beziglich des durchschnittlichen
Gestationsalters und Geburtsgewichtes (Tabelle 2). In der Infektionsgruppe waren 62%
der Teilnehmenden Reifgeborene, in der Kontrollgruppe betrug dieser Anteil 26%. Des
Weiteren wiesen die Studiengruppen eine unterschiedliche Geschlechtsverteilung auf:
in der Infektionsgruppe waren 29% der Neugeborenen weiblich, in der Kontrollgruppe
betrug dieser Anteil 60%. In der Kontrollgruppe kamen mehr Neugeborene durch eine
Kaisergeburt zur Welt (70%), als in der Infektionsgruppe (52%). Die klinischen und
laborchemischen Eigenschaften der gesamten Studienpopulation sind in der Tabelle 2

dargestellt.
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Tabelle 2. Eigenschaften der Studienpopulation (modifiziert aus Table 1 in [1]).

Kontrollgruppe Infektionsgruppe (zweispe-i\t,ivge; Test)
Studienteilnehmer n=23 n=21 -
Weiblich n=15 n=6 -
msgfie%r]‘sa”er 34,9 [33,9 - 37,1] 38,4 [35,1 — 39,8] 0,003
Reifgeborene n=6 n=13 -
Frihgeborene n=17 n=8 -
Geburtsgewicht [g] 2452,3 + 694,1 3119,7 + 733,7 0,003
Vaginale Geburt n=7 n=10 -
Zwillinge n=7 n=1 -
APGAR 1 min 9,0[6,0-9,0] 8,0 [4,5-9,0] 0,505
APGAR 5 min 9,0 [8,0—10,0] 9,0[7,5-10,0] 0,951
Rﬂ;g’g’@ghnurane”e 7,25 (7.2 —7,29] 7,23 (7,19 — 7,3] 0,655
pH-Wert bei Aufnahme 7,33 [7,27 — 7,38] 7,33 [7,26 — 7,37] 0,673
iﬁfﬁ;‘#ﬁ’g“h“ss bel | 5 15[(-3.75)= (-0,9)] | -2.8 [(-5,32) — (-1,28)] 0,283
IL-6 [pg/mL], Tag 1 5,8[4,2 -17,0] 498,5 [203,6 — 2523,0] <0,001

Angegeben sind der Mittelwert + Standardabweichung oder Median [Interquartilbereich] oder die
Gesamtanzahl (n).

Frihgeborene: <37 Gestationswochen.

APGAR: Score zur standardisierten Beurteilung des klinischen Zustandes eines Neugeborenes (in der
Tabelle 1 min und 5 min nach der Geburt) anhand 5 Kategorien: Atmung, Puls, Grundtonus, Aussehen
und Reflexe; maximal erreichbare Punktzahl: 10 Punkte.

pH-Wert / Basentberschuss: bei Aufnahme auf die neonatologische Station.

IL-6: Interleukin-6.

In der Infektionsgruppe waren die Atemstdorung (43%) und die kardiovaskulare
Dysfunktion (29%) die haufigsten Kklinischen Auffalligkeiten. Neurologische
Auffalligkeiten kamen in 14% und eine Temperaturregulationsstérung in 10% der Falle
vor. Eine Gerinnungsstérung wurde bei keinem der Studienteilnehmer festgestellt. Die
durchschnittliche IL-6-Konzentration an Tag 1 und die mittlere CRP-Konzentration an
Tag 3 lagen deutlich oberhalb des Referenzbereiches (Tabelle 3). Die durchschnittliche
Dauer der antibiotischen Behandlung betrug 5 Tage. Bei keinem der Neugeborenen war

das Ergebnis der Blutkultur positiv. Alle Neugeborenen uberlebten. Die klinischen und
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laborchemischen Eigenschaften der Infektionsgruppe sind in

zusammengefasst.

Tabelle 3. Eigenschaften der Infektionsgruppe (modifiziert aus Table 2 in [1]).

Tabelle 3

Infektionsgruppe

Anzahl der Studienteilnehmer n=21
Atemstorung n=9
Kardiovaskulare Dysfunktion n=6
Temperaturregulationsstdrung n=2
Neurologische Auffalligkeiten n=3
Gerinnungsstdrung n=0

IL-6 [pg/mL], Tag 1

498,5 [203,6 — 2523,0]

CRP [mg/L], Tag 3 12,1+7,8
Positive Blutkultur n=0
Dauer der antibiotischen Behandlung 5,0[3,0 — 5,0]

[Tage]

Angegeben sind der Mittelwert +
Gesamtanzahl (n).

Standardabweichung oder Median [Interquartilbereich] oder die

IL-6: Interleukin-6, oberer Referenzbereich fir Neugeborene (Tag der Geburt): 20 bis 100 pg/mL

[64,68,69].

CRP: C-reaktives Protein, oberer Referenzbereich fir Neugeborene: 6 bis 10 mg/L [64,70-73].

3.2. Kupfer und Ceruloplasmin

3.2.1. Korrelation zwischen Kupfer und Ceruloplasmin

Die mediane Plasma-Cu-Konzentration aller

in die Studie eingeschlossenen

Neugeborenen betrug an Tag 1 522,8 [387,1 — 679,7] ug/L (Median [IQR]). Es zeigte

sich eine signifikant positive Korrelation zwischen der Cu-Konzentration und dem CP im

Blutplasma an Tag 1. Die Korrelation wurde in separaten Analysen von drei CP-WB
bestatigt (WB 1: p=0,976, p<0,001, =0,956; WB 2: p=0,741, p=0,047, 3=0,903; WB 3:
p=0,964, p<0,001, =0,918; Abbildung 2A-D). In der Infektionsgruppe konnte ebenfalls
an Tag 3 eine signifikant positive Korrelation zwischen Cu und CP gezeigt werden
(p=0,944, p<0,001, B=0,901; Abbildung 2E).

39



N R
& &
& N NN N 5 NN NN s NN
Q'
< AR P AP @ P P PP P PP P P
S : ‘é 4 AR & N2 s AN, SN N A S N
2 P (,\\@ «© s\é{s\ ;\e‘}"\\ (\,@ &?3{'\\ ‘@\\ (,\\@ @gg ‘@\\ &o\ @ig @{5\
6{0 %\'D E © & E S S E S S E S
Ponceau
—_—— m— - - — - CP
% O B L R ™ S X NoA o) 2 % N X Cu[pg/L]
< N K N b s e 0y s N (<} 97 Qv N\ N+
A SOEIPAN SRS AIE LAE SN ES N GRS S
B Western Blot 1 C Western Blot 2
— —
o 120001 o 120001
[ [
S 9000 S 9000
D D
[7] )
[} ()
S 60001 o S 6000
) 7 ]
¢ o °
2= 30001 2 30001
© ©
£ ° e go
T 0 , , , . ° 0 2 , , .
O 0 400 800 1200 1600 o 0 400 800 1200 1600
Cu [ug/L], Tag 1 Cu [pg/L], Tag 1
D E
Western Blot 3 Western Blot 4
— [92]
2 12000- E: 120001
= X o
S 90004 S 90004
o ? o
I o
S 60004 g 6000 o
X x
w Ll
(0] ()
2 3000~ % 3000~ ©
[
2 g o
o 0 T T T 1 o 0 T T T 1
3) 0 400 800 1200 1600 @) 0 400 800 1200 1600
Cu [ug/L], Tag 1 Cu [pg/L], Tag 3

Abbildung 2. Die Korrelation zwischen der Kupferkonzentration (Cu) und dem Ceruloplasmin (CP)
im Blutplasma am Tag der Geburt (Tag 1) und Tag 3 nach der Geburt. Teile modifiziert aus Figure 3
in [1]. Wie in dem reprasentativen Western Blot (WB) 1 (A) dargestellt, entspricht die optische Dichte im
CP-WB den gemessenen Plasma-Cu-Werten. Es zeigt sich ein Anstieg der optischen Dichte der CP-
Banden in der Infektionsgruppe von Tag 1 zu Tag 3. In (B - D) ist die Korrelation zwischen der Cu-
Konzentration und den quantifizierten CP-Signalen an Tag 1 in der Kontroll- und Infektionsgruppe aus
drei separat analysierten WB dargestellt: (B) WB 1 (siehe A): p=0,976***, 3=0,956, (C) WB 2: p=0,741*,
=0,903, (D) WB 3: p=0,964***, 3=0,918. In (E) ist die Korrelation zwischen der Cu-Konzentration und
den quantifizierten CP-Signalen an Tag 3 (nur Infektionsgruppe) dargestellt: p=0,944*** [=0,901.
Relative Expression: quantifizierte WB-Signale p: Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman,
B: standardisierter Regressionskoeffizient, p<0,05 (*), p<0,001 (***).
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3.2.2. Infektions- und Kontrollgruppe im Vergleich

Die mediane Plasma-Cu-Konzentration war in der Kontrollgruppe (489,7 [386,2 — 627,3]
Mg/L) niedriger als in der Infektionsgruppe (644,9 [371,6 — 843,8] pg/L), dieser
Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test: U=184;
Z= -1,351; p=0,177; Abbildung 3A). Es zeigte sich ebenfalls kein signifikanter
Unterschied zwischen dem Plasma-CP in der Kontroll- und der Infektionsgruppe (Mann-
Whitney-U-Test: WB 1. U=5,0; Z= -0,866; p=0,386; WB 2: U=4,0; Z= -1,155; p=0,248,
WB 3: U=4,0; Z=-0,707; p=0,48).

3.2.3. Dynamik des Plasma-Kupfers und -Ceruloplasmins vom Tag der
Geburt (Tag 1) zu Tag 3 nach der Geburt

In der Infektionsgruppe zeigte sich ein signifikanter Anstieg des Plasma-Cu von Tag 1
(627,9 = 282,5 ug/L (Mittelwert + SD)) zu Tag 3 (777,1 = 270,2 ug/L) (p<0,001;
Abbildung 3B). Im CP-WB wurde korrespondierend dazu ein Anstieg der optischen
Dichte der CP-Banden in der Infektionsgruppe von Tag 1 zu Tag 3 beobachtet
(Abbildung 2A). Fur die Kontrollgruppe konnte keine Analyse der Dynamik des Plasma-
Cu und -CP von Tag 1 zu Tag 3 durchgefuhrt werden, weil fir diese Gruppe keine

Blutplasmaproben von Tag 3 zur Verfligung standen.
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Abbildung 3. Die Plasmakupferkonzentration (Cu) in der Kontroll- und der Infektionsgruppe am
Tag der Geburt (Tag 1) und Tag 3 nach der Geburt. Modifiziert aus Figure 1 und 4 in [1]. (A) Es zeigte
sich kein signifikanter Unterschied der Cu-Werte zwischen den Gruppen an Tag 1 (Mann-Whitney-U-
Test: U=184; Z= -1,351; p=0,177). Box-and-Whisker-Plot nach Tukey. (B) Die mittlere Plasma-Cu-
Konzentration in der Infektionsgruppe ist von Tag 1 zu Tag 3 signifikant angestiegen (Tag 1: 627,9 *
282,5 yg/L, Tag 3: 777,1 £ 270,2 pg/L). n.s.: nicht signifikant, p<0,001 (***).
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3.2.4. Korrelation mit den Inflammationsmarkern IL-6 und CRP

In der Infektionsgruppe zeigte sich keine Korrelation der Plasma-Cu-Konzentration an
Tag 1 mit dem frihen Inflammationsmarker IL-6 (p= -0,020, p=0,935, B= -0,117;
Abbildung 4A). Das Plasma-Cu an Tag 1 (r=0,720, p<0,001, p=0,720) und an Tag 3
(r=0,765, p<0,001, B=0,765) korrelierte jedoch mit dem spaten Inflammationsmarker
CRP an Tag 3 (Abbildung 4B-C). Im CP-WB mit Plasmaproben aus der
Infektionsgruppe von Tag 3 zeigte sich ein korrespondierendes Ergebnis. Die optische
Dichte der CP-Banden war hoher fir Proben mit einer mittleren oder hohen CRP-
Konzentration als fir Proben mit einer geringen CRP-Konzentration (Abbildung 4E). Die
Analyse nach Quantifizierung der Banden ergab eine signifikant positive Korrelation
zwischen CP und CRP an Tag 3 (p=0,650, p=0,022, 3=0,586; Abbildung 4D).

3.2.5. Korrelation mit Gestationsalter, Geburtsgewicht und Geschlecht

Zur Detektion von moglichen Confoundern wurde eine univariate Analyse durchgefihrt.
Diese ergab, dass sowohl das Gestationsalter als auch das Geschlecht einen
signifikanten Einfluss auf die Plasma-Cu-Konzentration haben (Tabelle 4).

Die signifikant positive Korrelation des Plasma-Cu mit dem Gestationsalter in der
gesamten Studienpopulation an Tag 1 (p=0,495, p=0,001, $=0,505) ist in der Abbildung
5A dargestellt. Nach der separaten Analyse der Studiengruppen zeigte sich diese
Korrelation in der Kontrollgruppe (p=0,568, p=0,005, f=0,560; Abbildung 5C), aber nicht
in der Infektionsgruppe (r=0,409, p=0,066, 3=0,409; Abbildung 5D). Die Plasma-Cu-
Werte waren an Tag 1 bei Frihgeborenen (<37 Gestationswochen; 461,4 + 160,5 ug/L)
signifikant niedriger als bei termingerecht Geborenen (=37 Gestationswochen; 715,8
254,0 ug/L) der gesamten Studienpopulation (p=0,001; Abbildung 5B).

Bei der Analyse der gesamten Studienpopulation zeigte sich eine signifikante
Korrelation des Plasma-Cu mit dem Geburtsgewicht an Tag 1 (p=0,355, p=0,018,
=0,292). Bei der separaten Analyse der Studiengruppen zeigte sich diese Korrelation
jedoch weder in der Kontrollgruppe (p=0,352, p=0,1, B=0,356), noch in der
Infektionsgruppe (r=0,135, p=0,56, =0,135).

Die Cu-Konzentration an Tag 1 betrug bei weiblichen Neugeborenen der gesamten
Studienpopulation 492,5 + 155,1 pg/L und bei mannlichen Neugeborenen 643,2 + 281,9

Mg/L. Der Unterschied war statistisch signifikant (p=0,033). Bei der Interpretation dieser
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Ergebnisse muss jedoch die unterschiedliche Geschlechtsverteilung in den
Studiengruppen bertcksichtigt werden (siehe Kapitel 3.1. Studienpopulation). Nach der
separaten Analyse der Studiengruppen zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der
Plasma-Cu-Konzentration weder in der Kontrollgruppe an Tag 1 (weiblich: 491,6 +
1441 ug/L, mannlich: 572,0 £ 247,5 pg/L, p=0,332) noch in der Infektionsgruppe an
Tag 1 (weiblich: 494,8 + 195,1 ug/L, mannlich: 681,1 £ 195,1 ug/L, p=0,178) oder an
Tag 3 (weiblich: 688,86 + 231,51 pg/L, mannlich: 812,4 + 283,71 ug/L, p=0,357).

Tabelle 4. Univariate Analyse fur Kupfer als abhéangige Variable.

Parameter df Qu'\;allgtr;tiwsecrrtler F Signifikanz
Infektion/Kontrolle 1 46621,520 1,182 0,284
Gestationsalter 1 628838,353 15,943 <0,001
Geschlecht 1 280559,029 7,113 0,011
Infektion/Kontrolle*Geschlecht 1 51041,072 1,294 0,262
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Abbildung 4. Die Korrelation zwischen Kupfer (Cu), Ceruloplasmin (CP) und den

Inflammationsmarkern. Modifiziert aus Figure 4 in [1]. Wie in (A) dargestellt, zeigte sich keine
signifikante Korrelation zwischen dem Plasma-Cu und dem IL-6 am Tag der Geburt (Tag 1): p= -0,020,
p=0,935, B= -0,117. Die Cu-Konzentration an Tag 1 korrelierte jedoch signifikant mit der CRP-
Konzentration an Tag 3 nach der Geburt (B: r=0,720***, 3=0,720). Das Plasma-Cu an Tag 3 korrelierte
ebenfalls signifikant mit dem CRP an Tag 3 (C: r=0,765***, 3=0,765). Die Abbildung (E) zeigt einen CP-
Western Blot (WB) mit Plasmaproben aus der Infektionsgruppe von Tag 3. Die optische Dichte der CP-
Banden ist fur Proben mit einer mittleren oder hohen CRP-Konzentration hoher als fur Proben mit einer
niedrigen CRP-Konzentration. CRP <5mg/L = niedrig, 10-15mg/L = mittel, > 20mg/L = hoch. Die
signifikante Korrelation der quantifizierten CP-Signale aus diesem WB (E) mit den CRP-Werten an Tag 3
wird in Abbildung (D) dargestellt: p=0,650* [=0,586. Relative Expression: quantifizierte WB-Signale,
r: Korrelationskoeffizient nach Pearson, p: Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman, B: standar-
disierter Regressionskoeffizient, p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***).
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Abbildung 5. Die Korrelation des Plasma-Kupfers (Cu) mit dem Gestationsalter. Modifiziert aus
Figure 2 in [1]. In der gesamten Studienpopulation zeigte sich eine signifikante Korrelation des Plasma-
Cu mit dem Gestationsalter (A: p=0,495**, f=0,505). Wie in (B) dargestellt, war die Cu-Konzentration bei
termingerecht Geborenen (=37 Gestationswochen) signifikant héher im Vergleich zu Frilhgeborenen (<37
Gestationswochen) der gesamten Studienpopulation. Box-and-Whisker-Plot nach Tukey. Bei der
separaten Analyse der Studiengruppen war die signifikante Korrelation des Plasma-Cu mit dem
Gestationsalter in der Kontrollgruppe vorhanden (C: p=0,568**, 3=0,560), sie bestand jedoch nicht in der
Infektionsgruppe (D: r=0,409, p=0,066, [(=0,409). r: Korrelationskoeffizient nach Pearson,
p: Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman, B: standardisierter Regressionskoeffizient, p<0,01 (**).
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3.3.  Zink
3.3.1. Infektions- und Kontrollgruppe im Vergleich

Die mittlere Plasma-Zn-Konzentration am Tag der Geburt (Tag 1) in der gesamten
Studienpopulation betrug 1642,4 + 438,1 ug/L (Mittelwert = SD). In der Infektionsgruppe
war das Plasma-Zn an Tag 1 (1464,8 + 439,3 ug/L) signifikant niedriger als in der
Kontrollgruppe (1804,6 £ 377,0 ug/L) (p=0,009; Abbildung 6A).

3.3.2. Dynamik des Plasma-Zinks von Tag 1 zu Tag 3

In der Infektionsgruppe zeigte sich keine signifikante Veradnderung der Plasma-Zn-

Konzentration von Tag 1 (1464,8 + 439,3 pg/L) zu Tag 3 (1311,6 + 279,0 pg/L)
(p=0,181; Abbildung 6B).
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Abbildung 6. Die Plasmazinkkonzentration (Zn) in der Kontroll- und der Infektionsgruppe am Tag
der Geburt (Tag 1) und Tag 3 nach der Geburt. Teile modifiziert aus Figure 1 in [1]. (A) Die mittlere Zn-
Konzentration war in der Kontrollgruppe signifikant hdher als in der Infektionsgruppe. Box-and-Whisker-
Plot nach Tukey. (B) In der Infektionsgruppe zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der

mittleren Zn-Konzentration an Tag 1 (1464,8+ 439,3 ug/L) und Tag 3 (1311,6 + 279,0 ug/L). n.s.: nicht
signifikant. p<0,01 (**).
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3.3.3. Korrelation mit den Inflammationsmarkern IL-6 und CRP

In der Infektionsgruppe korrelierte die Plasma-Zn-Konzentration an Tag 1 nicht mit dem
IL-6 an Tag 1 (p= -0,192, p=0,416, 3= -0,174; Abbildung 7A) oder dem CRP an Tag 3
(r= -0,164, p=0,477, B= -0,164; Abbildung 7B). Auch das Plasma-Zn an Tag 3
korrelierte nicht mit dem CRP an Tag 3 (r=0,036, p=0,875, f=0,036; Abbildung 7C).
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Abbildung 7. Die Korrelation des Plasma-Zinks (Zn) mit den Inflammationsmarkern. Teile
modifiziert aus Figure 5 in [1]. Die Zn-Konzentration am Tag der Geburt korrelierte weder mit dem IL-6
am Tag der Geburt (Tag 1, A: p=-0,192, p=0,416, 3= -0,174), noch mit dem CRP an Tag 3 (B: r=-0,164,
p=0,477, B= -0,164). Es zeigte sich keine Korrelation zwischen dem Plasma-Zn an Tag 3 und dem CRP
an Tag 3 (C: r=0,036, p=0,875, p=0,036). p: Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman,
r: Korrelationskoeffizient nach Pearson, B: standardisierter Regressionskoeffizient.

3.3.4. Korrelation mit Gestationsalter, Geburtsgewicht und Geschlecht

Die univariate Analyse zeigte keinen Einfluss des Gestationsalters oder des
Geschlechtes auf die Plasma-Zn-Konzentration (Tabelle 5).

Bei der Analyse der gesamten Studienpopulation zeigte sich keine Korrelation des
Plasma-Zn mit dem Gestationsalter (p= -0,167, p=0,279, B= -0,121) oder dem
Geburtsgewicht (r= -0,081, p=0,602, p= -0,081) an Tag 1. Bei der separaten
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Betrachtung der Studiengruppen korrelierte die Zn-Konzentration an Tag 1 in der
Kontrollgruppe signifikant positiv sowohl mit dem Gestationsalter (r=0,418, p=0,047,
[3=0,418; Abbildung 8B) als auch mit dem Geburtsgewicht (r=0,584, p=0,003, =0,584;
Abbildung 8D). In der Infektionsgruppe bestand diese Korrelation weder fur das
Gestationsalter (r= -0,253, p=0,268, B= -0,253, Abbildung 8C) noch fir das Geburts-
gewicht (r= -0,320, p=0,157, p= -0,320, Abbildung 8E). Die Plasma-Zn-Konzentration
war zwischen den Frihgeborenen (1661,8 + 404,2 ug/L) und den termingerecht
Geborenen (1616,9 = 489,4 ug/L) der gesamten Studienpopulation an Tag 1 nicht
signifikant unterschiedlich (p=0,740; Abbildung 8A).

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Plasma-Zn-Konzentration bei
weiblichen (1616,4 + 351,3 ug/L) und mannlichen (1666,2 + 511,6 pug/L) Neugeborenen
der gesamten Studienpopulation an Tag 1 (p=0,711). Auch bei der separaten Analyse
der Studiengruppen zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der Plasma-Zn-
Konzentration zwischen den Geschlechtern weder in der Kontrollgruppe an Tag 1
(weiblich: 1739,4 + 316,2 ug/L, mannlich: 1926,8 + 469,7 ug/L, p=0,266) noch in der
Infektionsgruppe an Tag 1 (weiblich: 1308,9 + 234,3 pg/L, mannlich: 1527,2 + 491,4
Mg/L, p=0,316) oder an Tag 3 (weiblich: 1375,61 + 260,41 ug/L, mannlich: 1286,06 +
290,71 ug/L, p=0,520).

Tabelle 5. Univariate Analyse fir Zink als abhangige Variable

Parameter df Qu'\ilidttrglt\i\?grr:er F Signifikanz
Infektion/Kontrolle 1 1567095,748 9,364 0,004
Gestationsalter 1 71675,440 0,428 0,517
Geschlecht 1 431629,822 2,579 0,116
Infektion/Kontrolle*Geschlecht 1 4732,764 0,028 0,867
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Abbildung 8. Die Korrelation des Plasma-Zinks (Zn) mit dem Gestationsalter und dem
Geburtsgewicht. Teile modifiziert aus Figure 5 in [1]. (A) Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in
der Zn-Konzentration zwischen den termingerecht Geborenen (=37 Gestationswochen) und den
Frihgeborenen (<37 Gestationswochen) der gesamten Studienpopulation am Tag der Geburt (Tag 1,
p=0,740). Box-and-Whisker-Plot nach Tukey. In der Kontrollgruppe zeigte sich an Tag 1 eine signifikante
Korrelation des Plasma-Zn mit dem Gestationsalter (B: r=0,418* p=0,418) und dem Geburtsgewicht
(D: r=0,584**, [=0,584). In der Infektionsgruppe bestand eine solche Korrelation weder fir das
Gestationsalter (C: r= -0,253, p=0,268, B= -0,253) noch fir das Geburtsgewicht (E: r= -0,320, p=0,157,

B= -0,320). r: Korrelationskoeffizient nach Pearson, B: standardisierter Regressionskoeffizient, p<0,05 (*),
p<0,01 (**).
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3.4. Kupfer/Zink-Koeffizient

3.4.1. Assoziation der Spurenelemente Kupfer und Zink miteinander

Das Plasma-Zn und das Plasma-Cu waren an Tag 1 weder in der Kontrollgruppe
(p=0,196, p=0,371), noch in der Infektionsgruppe (r= -0,084, p=0,718) miteinander
korreliert. Es zeigte sich jedoch eine signifikant positive Korrelation dieser
Spurenelemente in der Infektionsgruppe an Tag 3 (r= 0,550, p=0,007).

3.4.2. Infektions- und Kontrollgruppe im Vergleich

Der Cu/Zn-Koeffizient war in der Infektionsgruppe (0,48 [0,30-0,61], Median [IQR])
signifikant hoher als in der Kontrollgruppe (0,28 [0,23-0,34]) (Mann-Whitney-U-Test:
U=118; Z=-2,902; p=0,004, Abbildung 9A).

3.4.3. Dynamik des Kupfer/Zink-Koeffizienten von Tag 1 zu Tag 3

In der Infektionsgruppe zeigte sich ein signifikanter Anstieg des Cu/Zn-Koeffizienten von
Tag 1 (0,46 = 0,22, Mittelwert £ SD) zu Tag 3 (0,62 + 0,27), p=0,002, (Abbildung 9B).
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Abbildung 9. Der Kupfer/Zink (Cu/zn) - Koeffizient in der Kontroll- und der Infektionsgruppe am
Tag der Geburt (Tag 1) und Tag 3 nach der Geburt. (A) modifiziert aus Figure 6 in [1]. Der Cu/Zn-
Koeffizient war in der Kontrollgruppe signifikant niedriger als in der Infektionsgruppe. Box-Whisker-Plot
nach Tukey. (B) In der Infektionsgruppe zeigte sich ein signifikanter Anstieg des mittleren Cu/Zn-
Koeffizienten von Tag 1 (0,46 £ 0,22) zu Tag 3 (0,62 + 0,27). p<0,01 (**).
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3.4.4. Korrelation mit den Inflammationsmarkern IL-6 und CRP

In der Infektionsgruppe zeigte sich keine Korrelation des Cu/Zn-Koeffizienten an Tag 1
mit dem IL-6 (p= -0,039, p=0,870, B=0,073, Abbildung 10A). Der Cu/Zn-Koeffizient an
Tag 1 war jedoch mit dem CRP an Tag 3 signifikant positiv korreliert (r=0,643**,
p=0,002, 3=0,643, Abbildung 10B). Der Cu/Zn-Koeffizient an Tag 3 korrelierte ebenfalls
signifikant positiv mit dem CRP an Tag 3 nach der Geburt (r=0,612, p= 0,003, =0,612,
Abbildung 10C).
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Abbildung 10. Die Korrelation des Kupfer/Zink (Cu/zn) - Koeffizienten am Tag der Geburt (Tag 1)
und Tag 3 nach der Geburt mit den Inflammationsmarkern in der Infektionsgruppe. Maodifiziert aus
Figure 6 in [1]. Der Cu/Zn-Koeffizient an Tag 1 korrelierte nicht mit dem IL-6 an Tag 1 (A: p= -0,039,
p=0,870, 3=0,073), jedoch zeigte sich eine signifikante Korrelation mit dem CRP an Tag 3 (B: r=0,643**,
=0,643). Der Cu/Zn-Koeffizient an Tag 3 korrelierte ebenfalls signifikant positiv mit dem CRP an Tag 3
(C: r=0,612**, B=0,612). p: Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman, r: Korrelationskoeffizient nach
Pearson, B: standardisierter Regressionskoeffizient, p<0,01 (**).
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3.4.5. Korrelation mit Gestationsalter, Geburtsgewicht und Geschlecht

In der gesamten Studienpopulation zeigte sich eine signifikant positive Korrelation des
Cu/Zn-Koeffizienten an Tag 1 mit dem Gestationsalter (p=0,502, p=0,001, 3=0,443) und
dem Geburtsgewicht (p=0,387, p=0,01, p=0,271). Der Cu/Zn-Koeffizient war bei
Frihgeborenen (<37 Gestationswochen; 0,25 [0,17]) signifikant niedriger als bei
termingerecht Geborenen (237 Gestationswochen; 0,46 [0,20]) der gesamten
Studienpopulation (Mann-Whitney-U-Test: U=101,0; Z=-3,23; p=0,001, Abbildung 11A).
Bei der separaten Analyse der Studiengruppen war in der Kontrollgruppe die
Assoziation des Cu/Zn-Koeffizienten mit dem Gestationsalter vorhanden (p=0,417,
p=0,048, B=0,275, Abbildung 11B), nicht jedoch mit dem Geburtsgewicht (p=0,105,
p=0,634, B=-0,122, Abbildung 11D). In der Infektionsgruppe zeigte sich an Tag 1 weder
eine Korrelation des Cu/Zn-Koeffizienten mit dem Gestationsalter (r=0,332, p=0,141,
=0,332, Abbildung 11C) noch mit dem Geburtsgewicht (r=0,181, p=0,431, $=0,181,
Abbildung 11E). An Tag 3 zeigte sich in der Infektionsgruppe ebenfalls keine
signifikante Korrelation zwischen dem Cu/Zn-Koeffizienten und dem Gestationsalter
(r= 0,293, p=0,198, 3=0,293) oder dem Geburtsgewicht (r= 0,159, p=0,492, 3=0,159).
Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen dem Cu/Zn-Koeffizienten bei
weiblichen (0,31 [0,14]) und mannlichen (0,45 [0,34]) Neugeborenen der gesamten
Studienpopulation (Mann-Whitney-U-Test: U=170,0; Z=-1,68; p=0,093). Auch bei der
separaten Analyse der Studiengruppen zeigte sich weder ein signifikanter Unterschied
des Cu/zZn-Koeffizienten zwischen den Geschlechtern in der Kontrollgruppe an Tag 1
(weiblich: 0,28 + 0,06, mannlich: 0,31 £ 0,14, p=0,552) noch in der Infektionsgruppe an
Tag 1 (weiblich: 0,4 + 0,18, méannlich: 0,5 + 0,23, p=0,368) oder Tag 3 (weiblich: 0,51 +
0,2, mannlich: 0,67 + 0,29, p=0,265).
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Abbildung 11. Die Korrelation des Kupfer/Zink (Cu/zn) - Koeffizienten am Tag der Geburt (Tag 1)
mit dem Gestationsalter und dem Geburtsgewicht. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied
zwischen dem medianen Cu/Zn-Koeffizienten bei termingerecht Geborenen (=237 Gestationswochen) und
Friihgeborenen (<37 Gestationswochen) der gesamten Studienpopulation an Tag 1 (A: Mann-Whitney-U-
Test: U=101,0; Z=-3,23). In der Kontrollgruppe korrelierte der Cu/Zn-Koeffizient signifikant mit dem
Gestationsalter (B: p=0,417*, =0,275), nicht jedoch mit dem Geburtsgewicht (C: p=0,105, p=0,634,
B= -0,122). In der Infektionsgruppe zeigte sich keine Korrelation des Cu/Zn-Koeffizienten mit dem
Gestationsalter (D: r=0,332, p=0,141, $=0,332) oder mit dem Geburtsgewicht (E: r=0,181, p=0,431,
B=0,181). p: Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman, r: Korrelationskoeffizient nach Pearson,
B: standardisierter Regressionskoeffizient, p<0,05 (*), p<0,001 (***).
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3.4.6. Eigenschaften des Cu/Zn-Koeffizienten als Biomarker

3.4.6.1. Confounder (Konfundierungseffekt)

Auf Grund der unterschiedlichen Verteilung des Gestationsalters in den Studiengruppen
und der Korrelation des Cu/Zn-Koeffizienten mit dem Gestationsalter in der
Kontrollgruppe wurde in Hinsicht auf einen mdglichen konfundierenden Effekt die
multinomiale logistische Regression mit Gestationsalter als Kovariate durchgefiihrt. Das
Gestationsalter zeigte dabei keinen signifikanten Effekt (p=0,079) auf die Assoziation
eines erhohten Cu/Zn-Koeffizienten mit der Infektion (p=0,034) (Tabelle 6).

Tabelle 6. Multinomiale logistische Regression zur Prifung der Assoziation des erhdhten Kupfer/Zink-
Koeffizienten und der Infektion mit dem Gestationsalter als Kovariate. Modifiziert aus Table 3. in [1]. KI:
Konfidenzintervall.

Parameter Signifikanz Odds Ratio 95% K
Gestationsalter 0,079 1,310 0,969 - 1,770
Cu/Zn-Koeffizient 0,034 164,224 1,457 — 18506,693

3.4.6.2. ROC-Kurve

Um die Qualitat des Cu/zZn-Koeffizienten als Biomarker zu untersuchen, wurde die
Grenzwertoptimierungskurve (ROC-Kurve, abgekirzt aus dem Englischen: Receiver
Operating Characteristic) berechnet (Abbildung 12). Es zeigte sich ein statistisch
signifikantes Ergebnis mit einer Flache unter der Kurve von 0,756. Anhand der
Koordinaten der ROC-Kurve (Tabelle 7) kann ein Grenzwert fir den Cu/Zn-
Koeffizienten von 20,37 (positiv beziehungsweise auffallig, wenn 20,37) festgelegt

werden. FUr diesen Wert betragt die Sensitivitat 0,762 und die Spezifitat 0,913.
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Abbildung 12. Die ROC-Kurve fiur den Kupfer/Zink (Cu/zn) - Koeffizienten als Biomarker fur
konnatale bakterielle Infektionen. Die rote Linie stellt die Referenz-Diagonale dar (entsprechend einer
Zufallswahrscheinlichkeit). Die blaue Linie entspricht der ROC-Kurve fir den Cu/Zn-Koeffizienten. Flache
unter der Kurve: 0,756, Standardfehler: 0,087, asymptotische Signifikanz: 0,004, asymptotisches 95%
Konfidenzintervall: 0,585 — 0,926.

Tabelle 7. Koordinaten der ROC-Kurve (siehe Abbildung 12) fir den Kupfer/Zink (Cu/zZn) - Koeffizienten
als Biomarker fur konnatale bakterielle Infektionen. Markiert ist der ausgewahlte Grenzwert flr den
Cu/zn-Koeffizienten mit der dazugehérigen Sensitivitat und Spezifitat.

g%srist(ie\;,(;ltvjee?gleich Sensitivitat 1 - Spezifitat
0,0000 1,000 1,000
0,1153 0,952 1,000
0,1302 0,905 1,000
0,1544 0,857 1,000
0,1713 0,857 0,957
0,1765 0,857 0,913
0,1814 0,857 0,870
0,1940 0,810 0,870
0,2053 0,810 0,826
0,2173 0,810 0,783
0,2284 0,810 0,739
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0,2303 0,762 0,739
0,2388 0,762 0,696
0,2460 0,762 0,652
0,2624 0,762 0,609
0,2793 0,762 0,565
0,2821 0,762 0,522
0,2941 0,762 0,478
0,3050 0,762 0,435
0,3070 0,762 0,391
0,3133 0,762 0,348
0,3237 0,762 0,304
0,3332 0,762 0,261
0,3455 0,762 0,217
0,3545 0,762 0,174
0,3641 0,762 0,130
0,3745 0,762 0,087
0,3852 0,714 0,087
0,3986 0,667 0,087
0,4194 0,667 0,043
0,4470 0,619 0,043
0,4606 0,571 0,043
0,4711 0,524 0,043
0,4832 0,476 0,043
0,5005 0,429 0,043
0,5251 0,381 0,043
0,5478 0,333 0,043
0,5731 0,286 0,043
0,5884 0,286 0,000
0,6137 0,238 0,000
0,6524 0,190 0,000
0,6842 0,143 0,000
0,7520 0,095 0,000
0,8295 0,048 0,000
1,0000 0,000 0,000
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3.4.6.3. 0Odds Ratio

Zur Berechnung des Quotenverhaltnisses (Odds Ratio, abgekirzt OR) wurden
Kreuztabellenanalysen durchgefiihrt. In der ersten Kreuztabellenanalyse (Tabelle 8)
wurden anhand des Cu/Zn-Koeffizienten zwei Gruppen gebildet: die erste mit einem
Cu/Zn-Koeffizienten >50. Perzentile (definiert als hoch, entsprechend einem Cu/Zn-
Koeffizienten ab 0,34) sowie die zweite mit einem Cu/Zn-Koeffizienten <50. Perzentile
(definiert als niedrig, entsprechend einem Cu/Zn-Koeffizienten bis einschlief3lich 0,33).
Anhand dieser Tabelle wurde ein OR von 9,067 berechnet:

_16+6
"5 =17

OR = 9,067

Das 95%-Konfidenzintervall betragt dabei 2,306 — 35,650. Demnach bedeutet ein hoher
Cu/zZn-Koeffizient (>50. Perzentile) eine hohere Chance fiir das Vorliegen einer

Infektion als ein niedriger Cu/Zn-Koeffizient (<50. Perzentile).

Tabelle 8. Kreuztabellenanalyse: hoher bzw. niedriger Kupfer/Zink (Cu/zn) - Koeffizient in Abhangigkeit
vom Vorliegen einer Infektion.

Hoher Niedriger
Cu/zZn-Koeffizient Cu/zZn-Koeffizient n
(>50. Percentile) (<50.Percentile)
Infektion 16 (72,7%) 5 (22,7%) 21
Keine Infektion (Kontrolle) 6 (27,3%) 17 (77,3%) 23
n 22 (100%) 22 (100%) 44

In der zweiten Kreuztabellenanalyse (Tabelle 9) wurden die Gruppen anhand des in der
ROC-Analyse festgelegten Grenzwertes fir den Cu/Zn-Koeffizienten gebildet: die erste
Gruppe mit einem Cu/Zn-Koeffizienten 20,37 sowie die zweite mit einem Cu/Zn-

Koeffizienten <0,37. Anhand dieser Tabelle wurde ein OR von 21,3 berechnet:

R_16+3_213
T 5+=20 7
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Das 95%-Konfidenzintervall betragt dabei 4,416 — 103,066. Ein Cu/Zn-Koeffizient 20,37

bedeutet demnach eine héhere Chance fir das Vorliegen einer Infektion.

Tabelle 9. Kreuztabellenanalyse:
Vorliegen einer Infektion.

Kupfer/Zink (Cu/Zn) - Koeffizient 20,37 bzw. <0,37 in Abhangigkeit vom

Infektion 16 (76,2%) 5 (23,8%) 21
Keine Infektion (Kontrolle) 3 (13%) 20 (87%) 23
n 19 (43,2%) 25 (56,8%) 44
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4. Diskussion

Die Pilotstudie verschafft neue Einblicke in den Spurenelementstatus des
Neugeborenen sowie in die Pathophysiologie der Early-Onset-Infektion in Bezug auf die
Mikroelementhomdostase und die Veranderung der Statusbiomarker. Es wird ein neuer
Biomarker der konnatalen bakteriellen Infektion als Erganzung des bisherigen
diagnostischen Algorithmus mit hoher Klinischer Relevanz identifiziert und
vorgeschlagen.

4.1. Schwachen der Studie

Zu den Schwéchen der Studie gehoren die geringe Fallzahl sowie die signifikant
unterschiedliche  Verteilung des  durchschnittichen  Gestationsalters, des
Geburtsgewichts sowie des Geschlechts zwischen den Gruppen. Fir die Studie wurden
ausschlie8lich Restblutproben verwendet, was einen wichtigen Einfluss auf die
Rekrutierung ausibte. Fiur die Kontrollgruppe konnte eine begrenzte Anzahl gesunder
Reifgeborener rekrutiert werden, weil bei diesen nur selten eine routinemaRige
Blutentnahme erfolgt. Dies bedingt den hoheren Anteil Frihgeborener in der
Kontrollgruppe, bei denen Laboranalysen insgesamt haufiger nétig werden. Ebenfalls
auf Grund der Verwendung von ausschlieBlich Restblutproben lagen fur die
Kontrollgruppe keine Blutproben von Tag 3 nach der Geburt zur Analyse vor, sodass
die Dynamik des Spurenelementhaushaltes in den ersten Tagen des Lebens zwischen

der Kontroll- und der Infektionsgruppe nicht verglichen werden konnte.

4.2. Der Spurenelementstatus des Neugeborenen

Bis jetzt wurden nur wenige Publikationen Uber die Referenzwerte flr Spurenelemente
bei Neugeborenen veroffentlicht. Die Kenntnis des Cu- und Zn-Status des
Neugeborenen ist von groRer Relevanz, da diese Mikroelemente unter anderem
essentiell fir Wachstum und die Entwicklung des zentralen Nervensystems sind [12].
Insbesondere bei Fruhgeborenen ist auf Grund der inadaguaten Spurenelement-

Speicher zum Zeitpunkt der Geburt das Risiko fur Defizienzen erhdht, sodass eine
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frihzeitige Diagnose und héufig eine nutritive Intervention notwendig sind, um die
Folgen eines Mangels an essentiellen Spurenelementen zu vermeiden [74,75].

Im Vergleich zu den bisher publizierten Plasma-Cu-Werten (Tabelle 10) und Plasma-
Zn-Werten (Tabelle 11) bei
insbesondere in der Infektionsgruppe und bei Reifgeborenen hohe Plasma-Cu-

Geburt zeigten sich in der vorliegenden Studie
Konzentrationen und insbesondere in der Kontrollgruppe und bei Reifgeborenen hohe
Plasma-Zn-Konzentrationen. Diese Unterschiede kdonnten durch die unterschiedlichen
Messmethoden bedingt sein. Im Vergleich zu den Referenzwerten fir Erwachsene (Cu:
10 — 22 pmol/L = 635,5 — 1398,0 ug/L; Zn: 12 — 18 pmol/L = 784,6 — 1176,84 ug/L [11]),
waren die Plasma-Cu-Werte bei Neugeborenen in der vorliegenden Arbeit niedriger und
die Plasma-Zn-Konzentrationen hoher [1]. Dies stimmt mit den bislang publizierten

Forschungsergebnissen tberein [13,14].

Tabelle 10. Literaturvergleich: Kupfer-Konzentration im Blutplasma / Blutserum am Tag der Geburt

Studie (Jahr): CrelEe el :
Messmethode Studien- Gesamt Frihgeborene Reifgeborene
population
VZ;S(”Z'SXV;"[’;]‘?‘ Kontrolle: 23 | 519,5+ 1850 pg/L | 457,1+118,8 g/l | 696,5 + 233,8 pg/L
IXRE Infektion: 21 627,9 £ 282,5 yg/L | 470,5+236,5pug/L | 724,7 +271,5 ug/L
Finch et al. Review, 30 — 40 pg/dL 9 — 46 pg/dL
(2015) [74] Referenzbereich (300 — 400 pg/L) (90 — 460 pg/L)
. 4,5 + 2,0 umol/L
Galinier et a..|. 197 (286 + 127.1 pglL)
A 6,7 + 2,1 umol/L
F-AAS 245 /2,1 umo
(425,8 = 133,4 pg/L)
25,7 £ 13,9 ug/dL
Perveen et al. 9(34-37GW) (257 + 139 pg/L)
(20(,36\2,2\g7]; 36,0 £ 7,7 pg/dL
11 (360 + 77 ug/L)
Lombeck et al.
(1994) [12]; 129 32,1 J_r+2,2 umol/l_/
GF-AAS (387,6 +139,8 pg/L)
Higashi et al. 21 0,34 + 0,07 pg/mL
(1982) [14]; (340 + 70 pg/L)
AAS 20 0,37 + 0,09 pg/mL
(370 + 90 ug/L)

TXRF: Totalreflexions-Réntgenfluoreszenz-Spektroskopie

AAS: Atomabsorptionsspektrometrie

F-AAS: Flammen-Atomabsorptionsspektrometrie
GF-AAS: AAS mit Graphitrohrtechnik

GW: Gestationswochen
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Tabelle 11. Literaturvergleich: Zink-Konzentration im Blutplasma / Blutserum am Tag der Geburt

: : GroRe der
I\S/InggIr?l((a‘gﬁga)é Studien- Gesamt Friihgeborene Reifgeborene
population
Wisniewskaet |  Kontrolle: 23 1804,6 + 17282 +311,6 ug/L | 2021,0 + 488,7 pg/L
al. (2017) [1]; 336(4)1 *égiL
TXRF Infektion: 21 439,3 g/l 1520,8 £ 552,1 pg/L 1430,3 + 374,7 pg/L
. Review,
gr(l)irsl)e[gil]' Empfehlung fur (774%__1136659@LL)
Referenzbereich
- 20,4 + 3,8 umol/L
Coner el 202 (1333,8 + 248,4 pg/L)
(2009) L761; o10 18,9 + 3,1umol/L
(1235,7 + 202,7 pg/L)
89,4 + 14,9 pg/dL
Perveen et al. 9(34-37GW) (894 + 149 pg/L)
(200A2&g7]; 87,0 + 9,5 pg/dL
11 (870 + 95 pg/L)
L?Ea%i():lflezt] al. 129 14,2 + 3,1 pmol/L
GE-AAS (928,4 + 202,6 ug/L)
I 1,10 + 0,048 pg/mL
(l’ég'ﬁ 1""7'1_ 14 (1100 48 pg/L)
ELAAS ’ 14 1,05 + 0,038 pug/mL
(1050 + 38 pg/L)
. . 0,95 £+ 0,19 pg/mL
Higashi et al. 21 (950 + 190 L:l%/L)
(1982) [14]; 1,07 + 0,23 pg/mL
AAS 20 o

(1070 £ 230 pg/L)

TXRF: Totalreflexions-Réntgenfluoreszenz-Spektroskopie

AAS: Atomabsorptionsspektrometrie
F-AAS: Flammen-Atomabsorptionsspektrometrie

GF-AAS: AAS mit Graphitrohrtechnik

GW: Gestationswochen

In der Kontrollgruppe zeigte sich am Tag der Geburt keine Korrelation zwischen den

Konzentrationen von Plasma-Cu und -Zn, was mit bisherigen Forschungsergebnissen

bei Friihgeborenen ohne Infektionszeichen [78] beziehungsweise bei gesunden Frih-

und Reifgeborenen [77] Ubereinstimmt. In der Infektionsgruppe korrelierten Cu und Zn

signifikant positiv miteinander an Tag 3 nach der Geburt. Eine Literaturrecherche ergab

hierzu keine vergleichbaren Forschungsergebnisse.
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In der vorliegenden Studie zeigte sich eine signifikant positive Korrelation der Plasma-
Cu-Konzentration mit dem Gestationsalter in der Kontrollgruppe sowie signifikant
niedrigere Cu-Werte bei Fruhgeborenen im Vergleich zu Reifgeborenen. Dies ist im
Einklang mit den bisher publizierten Daten [74,76]. Intrauterin ist ein Fetus vom
mutterlichen Cu-Status abhangig, und ein Grol3teil der intrauterinen Cu-Akkumulation

findet erst im dritten Trimenon statt [74].

In der Kontrollgruppe waren die Plasma-Zn-Werte ebenfalls signifikant positiv mit dem
Gestationsalter  korreliert. Laut Finch et al. werden zwei Drittel des
Gesamtzinkbestandes eines Reifgeborenen innerhalb der letzten 10 bis 12
Schwangerschaftswochen von der Mutter in den kindlichen Organismus Ubertragen
[74], was die positive Korrelation des kindlichen Zn mit dem Gestationsalter in der
vorliegenden Arbeit erklaren kénnte. In der Literatur wurden jedoch auch gegenteilige
Ergebnisse mit signifikant negativer Korrelation der Serum-Zn-Konzentration mit dem
Gestationsalter beschrieben [76-78]. Mdglicherweise unterscheidet sich die Dynamik
der Zn-Konzentration im Blutplasma in einzelnen spezifischen Gestationsstadien. In der
Arbeit von Galinier et al. zeigte sich beispielsweise ein biphasischer Verlauf der Zn-
Werte mit signifikant negativer Korrelation mit dem Gestationsalter zwischen der 26.
und 34. Gestationswoche und fehlender Korrelation in hoheren Gestationsstadien [76].
In der Kontrollgruppe der vorliegenden Arbeit wurden Blutproben von Neugeborenen

zwischen der 31. und der 40. Gestationswoche untersucht.

Das Geschlecht zeigte nach separater Analyse der Studiengruppen keine Korrelation
mit den Plasma-Cu- und -Zn-Werten. Dies stimmt mit bisherigen Ergebnissen bei
gesunden Reifgeborenen Uberein [12]. In der Literatur wurden erst fir altere Kinder und
fur  Erwachsene geschlechtsspezifische Unterschiede der  Spurenelement-
Konzentrationen im Blut beschrieben. In der Analyse von Liu et al. zeigten sich bei
Kindern im Alter von 1 Monat bis 12 Jahren signifikante geschlechtsspezifische
Unterschiede mit héheren Cu- und Zn-Werten im Blut bei Jungen im Vergleich zu
Madchen [79]. Laut Milne et al. weisen erwachsene Frauen hoéhere Plasma-Cu-Werte
als Manner auf und die Cu-Konzentration im Blutplasma wird durch orale Ostrogen-
Zufuhr erhéht [10]. Es gibt wenige systematische Ubersichtarbeiten tiber den Verlauf
der Geschlechtshormonkonzentration im Blut bei Neugeborenen in den ersten Tagen

nach der Geburt. In der Ubersichtsarbeit von Kuijper et al. wird eine hohe Konzentration
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von Ostrogenen im Nabelschnurblut beschrieben, die jedoch rasch nach der Geburt
sinkt [80]. Die Daten zu geschlechtsspezifischen Unterschieden sind widersprichlich,
zeigen jedoch insgesamt nur fur Ostriol (schwache estrogene Wirkung) signifikante
Unterschiede mit hoheren Werten bei weiblichen als bei mannlichen Neugeborenen
[80]. Die Daten zur Konzentration von Testosteron im Nabelschnurblut zeigten enorme
Abweichungen, sodass mogliche Unterschiede zwischen den Geschlechtern nicht
abschlieRend beurteilt werden kénnen [80]. Bei méannlichen Neugeborenen waren die
Konzentrationen von Inhibin B (Marker der Sertoli-Zell-Funktion) am Tag der Geburt
gering Uber oder am oberen Referenzbereich der Werte, die bei 5 bis 10 Jahre alten
Jungen beobachtet werden [81]. Ab dem 2. Lebenstag bis zum 6. Lebensmonat zeigten
sich signifikant hohere Testosteron-Konzentrationen bei Jungen im Vergleich zu
Méadchen [80]. Wahrend die Testosteron-Konzentration bei Madchen in den ersten
Monaten nach der Geburt relativ konstant blieb, zeigte sich bei Jungen zwischen dem
ersten und dritten Lebensmonat ein voribergehender Anstieg der Testosteron-
Konzentration auf pubertdre Konzentrationen [80,82]. Der Einfluss der
Geschlechtshormone auf die Spurenelementhoméostase in den ersten Tagen und

Monaten nach der Geburt bleibt ungeklart.

4.2.1. Ceruloplasmin als Biomarker fur den Plasma-Kupfer-Status bereits
am Tag der Geburt

Plasma-Cu und -CP korrelierten am Tag der Geburt signifikant positiv miteinander. Dies
ist mit den bisher publizierten Ergebnissen bei Neugeborenen [12] sowie bei gesunden
Individuen und wéahrend inflammatorischer Prozesse bei erwachsenen Menschen und
Tieren in Einklang [34]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit implizieren die
Moglichkeit, CP als geeigneten Biomarker fur den Plasma-Cu-Status bereits am Tag
der Geburt zu bestimmen. Dies ware mittels eines Bedside-Tests mit Hilfe
immunologischer Verfahren wie zum Beispiel mit dem Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA) mdglich [1]. Damit kdnnte ein wichtiger, fur alle Kérperzellen verflgbarer
Cu-Anteil ermittelt werden, der beim Neugeborenen jedoch den Gesamtkdrperbestand
an Cu weniger prazise als beim Erwachsenen widerspiegelt. Dies ist in der
unterschiedlichen Verteilung des Cu beim Neugeborenen und bei Erwachsenen

begrindet. Wahrend sich beim Erwachsenen ca. 15% des Gesamtkorperbestandes an
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Cu in der Leber befinden [83], betragt dieser Anteil zum Zeitpunkt der Geburt ca. 50%
[12,14]. Die Fahigkeit der fetalen Leber, Cu in Apoceruloplasmin zu integrieren, ist im
Vergleich zur hepatischen Funktion des Erwachsenen stark eingeschrankt [13]. Nach
der Geburt sinkt die Cu-Konzentration in der Leber und die Cu- und CP-Werte im
Blutserum steigen [14]. Der hepatische Cu-Speicher scheint Reifgeborenen zu
ermdglichen, die Plasma-Cu-Konzentration postnatal unabhangig von der Cu-Zufuhr
adaquat zu regulierten [14].

Um den metabolisch aktiven Cu-Anteil sowie die Cu-Speicher des Organismus genauer
bestimmen zu kdnnen, wird in der Literatur die Aktivitat kupferabhangiger Enzyme als
Biomarker des Cu-Status diskutiert. In der Arbeit von Milne et al. wird die Cytochrom-c-
Oxidase als sensitiver Marker fur die Cu-Speicher vorgeschlagen [10]. Im Tierversuch
zeigte sich eine Korrelation zwischen der Aktivitdt des Enzyms in Thrombozyten und
der Cu-Konzentration in der Leber [10]. De Romana et al. diskutieren die Aktivitat
kupferabhéangiger Enzyme (Superoxiddismutase in Erythrozyten, Cytochrom-c-Oxidase
in Thrombozyten, Diaminoxidase im Blutplasma) als besseren Cu-Biomarker wahrend
inflammatorischer Prozesse, da die Veradnderung der Cu-Konzentration im Blut im
Rahmen der Akute-Phase-Reaktion eine Cu-Defizienz bei der Bestimmung der Plasma-
Cu-Werte alleine maskieren konnte [18]. Die Bestimmung der Enzymaktivitat ist jedoch
aufwendig und nur bei niedrigem Cu-Status sinnvoll, wobei Cut-off-Werte bei schwerer
Cu-Defizienz (zum Beispiel fur die Aktivitdt der Superoxiddismutase in Erythrozyten)
noch nicht etabliert sind [35]. Bei hohem Cu-Angebot ist die Aktivitat kupferabhangiger

Enzyme als Cu-Biomarker nicht geeignet [35].

4.3. Konnatale Infektionen als Disruptoren des
Spurenelementhaushaltes bei Neugeborenen

Am Tag der Geburt zeigte sich in der Kontrollgruppe eine signifikante Korrelation der
Plasma-Cu- und -Zn-Konzentration mit dem Gestationsalter. Diese Korrelation war in
der Infektionsgruppe nicht vorhanden, was darauf schlielen lasst, dass konnatale
bakterielle Infektionen Disruptoren des Spurenelementhaushaltes bei Neugeborenen

sind.
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4.3.1. Kupfer

Die Plasma-Cu-Werte am Tag der Geburt zeigten keinen signifikanten Unterschied
zwischen der Kontroll- und der Infektionsgruppe. Im Gegensatz dazu zeigten bisherige
Studien bei erwachsenen Menschen und Tieren eine signifikant positive Assoziation
des Serum- oder Plasma-Cu mit Inflammation [34]. Ein Anstieg der Plasma-Cu-
Konzentration wahrend akuter Infektionserkrankungen erscheint biologisch sinnvoll, da
ein Cu-Exzess direkte bakterizide Eigenschaften besitzt [84]. In der vorliegenden Arbeit
hatte die Ungleichverteilung des Gestationsalters einen signifikanten Effekt auf die Cu-
Werte in den Studiengruppen, was bei der Bewertung der Ergebnisse bertcksichtigt
werden muss. Die eingeschrankte Inkorporation von Cu in das CP-Apoenzym in der
fetalen Leber [13] (siehe Kapitel 4.2.1. Ceruloplasmin als Biomarker fir den Plasma-
Kupfer-Status bereits am Tag der Geburt) kdonnte ebenfalls ein Grund fir den
geringeren Anstieg der Plasma-Cu-Werte wahrend einer Inflammation zum Zeitpunkt
der Geburt im Vergleich zum Erwachsenenalter sein. Ob die Zunahme der Plasma-Cu-
Konzentration und der CP-Werte in der Infektionsgruppe von Tag 1 zu Tag 3 nach der
Geburt allein auf Grund der steigenden Leberfunktion oder im Rahmen einer spaten
Akute-Phase-Reaktion stattfindet, kann im Rahmen der vorliegenden Studie nicht
abschlieRend beantwortet werden. Ein Vergleich mit dem Verlauf der Cu- und CP-Werte
in der Kontrollgruppe ist auf Grund der fehlenden Blutproben von Tag 3 in dieser
Studiengruppe nicht moglich. Bisherige Studien berichten einen signifikanten Anstieg
der Plasma-Cu- und -CP-Konzentrationen innerhalb der ersten 4 Monate des Lebens
[12]. Der physiologische Verlauf der Spurenelement-Werte im Blut innerhalb der ersten
Tage nach der Geburt ist bisher nicht ausreichend erforscht und es bedarf weiterer
Studien, um dies zu untersuchen.

Bei der Analyse des Zusammenhanges der Plasma-Cu- und der -CP-Konzentration mit
etablierten Inflammationsmarkern zeigte sich an Tag 1 und Tag 3 eine signifikant
positive Korrelation mit dem CRP an Tag 3. Dies stimmt mit den bisherigen
Studienergebnissen bei hospitalisierten Neugeborenen Uberein [85]. Das Ergebnis lasst
einen pradiktiven Wert der Plasma-Cu- und CP-Konzentration zum Zeitpunkt der Geburt
fur den Verlauf der Erkrankung sowie deren Bedeutung als klinische Verlaufsparameter

in den folgenden Tagen vermuten.
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4.3.2. Zink

In der Infektionsgruppe zeigten sich niedrigere Plasma-Zn-Werte im Vergleich zur
Kontrollgruppe, was mit friheren Erkenntnissen bei Kindern, Erwachsenen und Tieren
mit akuten inflammatorischen und kritischen Erkrankungen Ubereinstimmt
[7,11,19,36,86]. Die Reduktion des Plasma-Zn wahrend bakterieller Infektionen
erscheint biologisch sinnvoll, da Zn nicht nur fir die menschlichen Zellen, sondern auch
fur die Proliferation der Pathogene essentiell ist [19].

Die Zn-Werte korrelierten weder am Tag der Geburt noch an Tag 3 nach der Geburt mit
den etablierten Inflammationsmarkern IL-6 und CRP. Studien bei Erwachsenen zeigten
im Gegensatz dazu eine signifikant negative Assoziation des Plasma-Zn mit den
Inflammationsmarker IL-6 [87] und CRP [11,88,89]. Moglicherweise unterscheidet sich
die Pathophysiologie der Zn-Veranderungen wahrend einer Inflammation in den ersten
Tagen des Lebens von derjenigen im Erwachsenenalter und folgt bei Neugeborenen
dem Alles-oder-Nichts-Prinzip, ohne die Schwere des entzindlichen Prozesses
widerzuspiegeln [1]. Eine andere mdgliche Erklarung fur das Ergebnis waére, dass ein
niedriger Zn-Status am Tag der Geburt keine Konsequenz, sondern ein Risikofaktor ist,
der durch die Verschlechterung der Immunfunktion zur Entstehung der Infektion

beigetragen hat [1,31].

4.4. Potenzielle neue Biomarker bei konnatalen bakteriellen
Infektionen

4.4.1. Kupfer, Ceruloplasmin und Zink

Plasma-Cu, -CP und -Zn zeigten in der vorliegenden Arbeit separat betrachtet keine
ausreichende Eignung als Biomarker einer Early-Onset-Infektion. Die Ergebnisse
lassen zwar fir Plasma-Cu und -CP einen pradiktiven Wert sowie eine Bedeutung als
klinische Verlaufsparameter vermuten, die Cu-Werte waren jedoch zwischen der
Kontroll- und der Infektionsgruppe nicht signifikant unterschiedlich, was den Parameter
als geeigneten Biomarker fur konnatale bakterielle Infektionen ausschlie3t. Die Plasma-
Zn-Konzentration in der Infektionsgruppe war signifikant niedriger im Vergleich zur
Kontrollgruppe, es zeigte sich jedoch keine Korrelation mit etablierten

Inflammationsmarkern. Die unterschiedlichen Qualitdten und die gegenlaufigen
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Veradnderungen beider Spurenelemente kommen in Form des Cu/Zn-Koeffizienten

zusammen, deren Eigenschaften als Biomarker im Folgenden dargestellt werden.

4.4.2. Kupfer/Zink-Koeffizient

Der Cu/Zn-Koeffizient war signifikant unterschiedlich zwischen den Studiengruppen. In
der Infektionsgruppe korrelierte der Koeffizient zum Zeitpunkt der Geburt zwar nicht mit
dem IL-6 an Tag 1, es zeigte sich jedoch eine signifikante Korrelation mit dem CRP an
Tag 3, was einen pradiktiven Wert des Cu/Zn-Koeffizienten fur den Verlauf der
Erkrankung vermuten lasst [1]. Auch der Cu/Zn-Koeffizient an Tag 3 korrelierte mit dem
CRP an Tag 3, was fur dessen Eignung als klinischer Verlaufsparameter spricht.
Bisherige Studien in Erwachsenen zeigten eine Korrelation des Cu/Zn-Koeffizienten mit
dem CRP bei Frauen und Mannern nach der Korrektur fir Alter sowie eine Korrelation
mit dem IL-6 nur bei Mannern [59].

Im Rahmen der ROC-Kurven-Analyse zeigte sich bei einer Flache unter der Kurve von
0,756 eine mittlere Qualitdt des Tests. Es wurde ein Grenzwert fur den Cu/Zn-
Koeffizienten von 0,37 festgelegt, unter dessen Annahme zwar eine geringe Sensitivitat,
jedoch eine hohe Spezifitat fur den Test berechnet wurde. Damit wéare der Cu/Zn-
Koeffizient eine gute Erganzung des bisherigen diagnostischen Algorithmus bei
Verdacht auf das Vorliegen einer neonatalen Infektion, der sich durch eine hohe
Sensitivitat, aber eine unzureichende Spezifitdt auszeichnet. Die Etablierung eines
solchen Biomarkers hat eine hohe klinische Relevanz, da eine sichere Vermeidung
unndétiger antibiotischer Behandlungen bei Neugeborenen zur Reduktion mdglicher
Medikamentennebenwirkungen und der Antibiotikaresistenzentwicklung beitragen

wirde.

Die unterschiedliche Verteilung des Gestationsalters in den Studiengruppen zeigte in
der multinomialen logistischen Analyse keinen signifikanten konfundierenden Effekt auf
die Assoziation des Cu/Zn-Koeffizienten mit der Infektion. Da jedoch eine Korrelation
der Cu/Zn-Koeffizienten mit dem Gestationsalter in der gesamten Studienpopulation
sowie in der Kontrollgruppe vorliegt, ware eine Definition von altersspezifischen
Referenzbereichen fur den Koeffizienten notwendig. Dies ist im Rahmen der

vorliegenden Pilotstudie auf Grund der zu kleinen Studienpopulation nicht mdglich.
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Bisherige Studien bei Erwachsenen beschrieben ebenfalls eine signifikante Assoziation
des Cu/Zn-Koeffizienten mit dem Alter [59]. Das Geschlecht des Neugeborenen hatte in
der vorliegenden Arbeit keinen Einfluss auf den Cu/Zn-Koeffizienten. Dies stimmt mit
bisherigen Ergebnissen zur Korrelation von Cu und Zn einzeln betrachtet mit dem
Gestationsalter bei Neugeborenen tberein [12] (siehe Kapitel 4.2. Der Spurenelement-
stauts des Neugeborenen). Bei Erwachsenen sind im Gegensatz dazu auf Grund der
hormonellen Einflisse geschlechtsspezifische Unterschiede des Cu/Zn-Koeffizienten zu
erwarten. In der Arbeit von Malavolta et al. zeigte sich dementsprechend ein deutlicher
Zusammenhang des Cu/Zn-Koeffizienten mit dem Geschlecht bei erwachsenen
Menschen mit hoheren Werten bei Frauen als bei Mannern [59].

Insgesamt zeigte sich der Cu/Zn-Koeffizient als ein vielversprechender neuer Biomarker
fur neonatale Early-Onset-Infektion. Grof3ere Studien sind nétig, um dieses Ergebnis zu

verifizieren.

4.5. Exkurs: mogliche adjuvante Therapiestrategien bei konnatalen
bakteriellen Infektionen

In der vorliegenden Arbeit zeigten sich bei Neugeborenen mit Early-Onset-Infektionen
signifikant niedrigere Plasma-Zn-Konzentrationen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Wie
bereits beschrieben, fihrt eine Zn-Defizienz zur Beeintrachtigung der Immunfunktion
[7]. Infektionserkrankungen konnen wiederum eine Reduktion der Plasma-Zn-
Konzentration verursachen [7,31]. Die Unterbrechung dieses Circulus vitiosus oder ein
Ausgleich des Spurenelementdefizites bereits bevor die Infektion auftritt stellen
plausible Strategien zur adjuvanten Behandlung und Préavention konnataler Infektionen
dar. Zn entfaltet eine direkte bakterizide Wirkung, indem es die Aufnahme anderer fur
die Pathogene essentieller Elemente verhindert und die Aktivitat von Schlisselenzymen
der Bakterienzelle hemmt [84]. Frihere Studien zeigten eine signifikante Reduktion der
Haufigkeit von postnatalen Infektionen bei Neugeborenen mit niedrigem
Geburtsgewicht, deren Mutter Zn-Supplemente wahren der Schwangerschaft erhielten
[31,90]. Bei Neugeborenen, die als small for gestational age (SGA; aus dem
Englischen: zu klein bezogen auf das Gestationsalter) eingeordnet wurden, zeigte sich

eine Reduktion der Infektsuszeptibilitat durch postnatale Zn-Supplementierung
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[31,91,92]. Eine randomisierte und Placebo-kontrollierte Studie ergab, dass die orale
Zn-Supplementierung bei 2 bis 23 Monate alten Kindern mit schwerer Pneumonie zur
Beschleunigung der Genesung und Verkurzung der Hospitalisierung fuhrte [93]. Eine
weitere Supplementierungsstudie bei 2 bis 24 Monate alten Kindern mit Pneumonie
zeigte keine Vorteile der adjuvanten oralen Therapie mit Zn in der gesamten
Studienpopulation. Die Autoren berichten jedoch von einer moglichen Reduktion der
Krankheitsdauer in einer Subgruppe mit sehr schwerer Pneumonie [94]. Eine Cochrane-
Metaanalyse ergab, dass die Zn-Supplementierung das Mortalitatsrisiko auf Grund von
Infektionen des Respirationstraktes und Malaria sowie das allgemeine Mortalitatsrisiko
bei 6 bis 12 Jahre alten Kindern reduziert [95].

Nach der Analyse der beschriebenen Studienergebnisse scheint eine Zn-
Supplementierung eine vielversprechende Strategie zur Verbesserung der
Immunfunktion zu sein. Bei Neugeborenen mit Early-Onset-Infektionen kénnte diese
nicht nur einen positiven Einfluss auf die Immunfunktion austben, sondern auch zur
Reduktion des oxidativen Stresses fuhren. Die perinatale Phase ist fir die Entwicklung
des Nervensystems kritisch [15]. Die Disruption der Zn-Homoostase durch eine
Infektion in dieser vulnerablen Phase kann die neuronale Apoptose triggern und
bleibende Beeintrachtigungen des Nervensystems nach sich ziehen [15,96]. Weitere
Studien sind noétig, um mogliche Vorteile einer Zn-Supplementierung in den ersten
Tagen des Lebens bei Neugeborenen mit konnatalen bakteriellen Infektionen zu
evaluieren. Sowohl eine Zn-Defizienz, als auch ein Zn-Uberschuss kann zu Schadigung
der Gesundheit flihren, sodass besondere Vorsicht und Berilcksichtigung von
potenziellen Nebenwirkungen von groRer Bedeutung sind. Bei oraler Zn-
Supplementierung bei Kindern (6 Monate bis 12 Jahre alt) wurde Erbrechen als
Nebenwirkung berichtet [95]. Eine intravendse Gabe von ZnSO,in einer Dosierung bis
zu 750 pg/kg/Tag durch einen zentralen Venenzugang in kritisch erkrankten
padiatrischen Patienten verursachte keine Nebenwirkungen [86]. In Studien mit
erwachsenen Teilnehmern waren Nebenwirkungen bei Zn-Gabe in der empfohlenen
Dosierung selten. Zu diesen zahlten: abdominale Schmerzen, Erbrechen, Diarrho,
Abfall des Serum-Cu, Anamie, Neutropenie und beeintrachtigte Immunantwort [37].
Erhohte Zn-Konzentrationen im Blut resultieren in einer Inhibition der T-Zell-Funktion,

was im gesunden Organismus eine Rolle in der Hemmung der Alloreaktivitat spielt [19],
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wahrend bakterieller Infektionen jedoch einen negativen Einfluss auf den

Krankheitsverlauf haben kdnnte.

Obwohl ein adaquater Cu-Status ebenfalls eine wichtige Rolle fir das Immunsystem
spielt und eine Supplementierung bei Cu-Defizienz zur Erholung der Funktion der
Immunzellen fuhrt [84], ist eine Cu-Supplementierung wéhrend akuter bakterieller
Infektionen bei Neugeborenen sehr kritisch zu betrachten. Laut Bo et al. ist eine Cu-
Supplementierung trotz positiver metabolischer Effekte (im Tiermodell und bei
erwachsenen Menschen) auf Grund des Zusammenhanges von Cu mit Inflammation,

oxidativem Stress und erh6htem kardiovaskularen Risiko nicht erwtinscht [35].

4.6. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass konnatale bakterielle Infektionen Disruptoren des
Spurenelementhaushaltes eines Neugeborenen sind.

Die Plasma-Cu-Konzentration zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen der
Kontroll- und der Infektionsgruppe. Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg des Plasma-
Cu vom Tag der Geburt bis zum Tag 3 nach der Geburt in der Infektionsgruppe, was
durch eine spate Akute-Phase-Reaktion oder durch die steigende Leberfunktion
verursacht sein konnte. Das CP im Blutplasma scheint ein geeigneter Biomarker fur den
Plasma-Cu-Status bereits in den ersten Tagen des Lebens zu sein, da sich eine starke
Korrelation der CP-Werte mit der Cu-Konzentration an Tag 1 und Tag 3 zeigte. Des
Weiteren korrelierte CP mit dem CRP an Tag 3 nach der Geburt, sodass CP
moglicherweise als Indikator des klinischen Verlaufes fungieren kdnnte.

Neugeborene mit Early-Onset-Infektionen wiesen im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant niedrigere Plasma-Zn-Konzentrationen am Tag der Geburt auf. Dies kénnte
ein Risikofaktor fir die Infektsuszeptibilitit darstellen und/oder eine Folge der
Inflammation sein.

In der Studie wurde der Cu/Zn-Koeffizient als ein vielversprechender Biomarker fir
Early-Onset-Infektionen identifiziert. Auf Grund der hohen Sensitivitat konnte der
Parameter eine wertvolle Erganzung des aktuellen diagnostischen Algorithmus
darstellen. Der Cu/Zn-Koeffizient scheint einen pradiktiven Wert sowie Qualitaten eines

klinischen Verlaufsparameters zu besitzen.
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Die pathophysiologischen Zusammenhénge zwischen dem Spurenelement-Status, der
Infektsuszeptibilitat und der Infektion lassen die Schlussfolgerung zu, dass die Zn-
Supplementierung eine plausible adjuvante Therapiemdglichkeit zur Verbesserung der
Immunfunktion sowie Reduktion der oxidativen Schaden darstellen kénnte. Es bedarf
weiterer klinischer Studien zur Evaluierung der Vorteile einer Supplementierung, der

moglichen Nebenwirkungen sowie der optimalen Dosierung.

Immun- Infektion Klinische
—_— —_—
kompetenz | Symptome
Cu- und Zn- Akute-Phase- : IL-6 ™
Defizienz Reaktion CRP
e : Plasma-Zn |, |:|‘}- Plasma-Cu () s | =—> s
- Substitution? | Koeffizient 1
:]

Abbildung 13. Die Rolle der Spurenelemente Kupfer (Cu) und Zink (Zn) bei konnatalen bakteriellen
Infektionen schematisch zusammengefasst. Eine Cu- und Zn-Defizienz filhren zur Beeintrachtigung
der Immunkompetenz und beglnstigen somit das Auftreten von Infektionen. Im Rahmen der Akute-
Phase-Reaktion bei einer Infektion kommt es wiederum zu Veradnderungen der Plasma-Cu- und Zn-
Konzentrationen (Ergebnis fir Cu in der vorliegenden Arbeit nicht signifikant (n.s.)). Zum einen haben
diese Veranderungen beider Spurenelemente in Form des Cu/Zn-Koeffizienten einen diagnostischen
Wert und kdnnen den aktuell etablierten diagnostischen Algorithmus ergédnzen und damit die
Therapieentscheidung unterstiitzen. Zum anderen beeinflusst die reduzierte Plasma-Zn-Konzentration
die Immunkompetenz, sodass eine Zn-Substitution eine denkbare prophylaktische und adjuvante
Therapiestrategie bei Early-Onset-Infektionen darstellt.
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