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1 Einleitung

Die Andmie ist ein héufiges Problem in der Neonatologie. Vor allem friihgeborene Kinder
entwickeln aufgrund ihres noch schwachen Blutbildungssystems oftmals eine transfusions-
bediirftige chronische Anédmie (13). Dadurch zdhlen Friihgeborene zu den am héufigsten
transfundierten Patientengruppen tliberhaupt - Anfang der 1990er Jahre ergaben Schitzungen,
dass die jahrlich 30.000 Friihgeborenen in den USA zusammen mehr als 300.000
Erythrozytentransfusionen erhalten (70). Dank einer Andmieprophylaxe durch Gabe von
rekombinantem Erythropoietin (EPO) oder durch verzogerte postnatale Abnabelung konnte
die Transfusionshaufigkeit zwar stark gesenkt werden (42), dennoch erhalten in Deutschland
heute immer noch allein iliber 85% der extremely low birth weight infants (ELBW,
Neugeborenen mit einem Geburtsgewicht unter 1000g) im Laufe ihres stationdren Aufenthalts

mindestens eine Erythrozytentransfusion (41).

Bluttransfusionen sind mit nicht unerheblichen Risiken assoziiert (26), daher sollte deren
Indikation sehr eng gestellt werden. Pathophysiologische Folge der Anédmie ist eine reduzierte
Sauerstofftransportkapazitit des Blutes mit der Gefahr einer schidigenden Gewebehypoxie.
Bis heute ist es nicht moglich, das Ausmal} dieser andmieassoziierten Hypoxie zufrieden
stellend zu messen - gidngige Transfusionsrichtlinien basieren daher auf Expertenmeinungen

und nicht auf pathophysiologisch validierten Studienergebnissen.

Vascular endothelial growth factor (VEGF) ist ein sauerstoffabhingig regulierter
Wachstumsfaktor (19), der bei erwachsenen Patienten mit Andmie erhoht ist (16). In der
vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob VEGF die andmieassoziierte Gewebehypoxie
quantitativ darstellen und somit als Indikator einer Transfusionsbediirftigkeit von andmischen

Friih- und Reifgeborenen eingesetzt werden kann.



1.1 Animien in der Neonatologie

1.1.1 Definition

Der Begriff Andmie kommt aus dem Griechischen und bedeutet ,Blutarmut”. In der
klinischen Praxis wird der Begriff auf die Erythrozyten bezogen, d.h. Andmie bedeutet in
diesem Zusammenhang exakter ,,Mangel an Erythrozyten“ und damit ,Mangel an
Sauerstofftrdgern”. Durch Blutparameter, welche die Erythrozyten entweder direkt
(Erythrozytenzahl) oder indirekt (Konzentration an Himoglobin (Hb) bzw. Hédmatokrit (Hkt))

reflektieren, kann eine Animie quantifiziert werden.

Das Blutbildungssystem neugeborener Kinder unterliegt besonders in der Neonatalzeit starken
physiologischen Veridnderungen (14). Ab welchen himatologischen Grenzwerten man in
dieser Zeit per Definition von einer Andmie spricht, hdngt daher in besonderem Mafle von

Gestations- und Lebensalter ab (Tabelle 1).

Tabelle 1: Hidmatologische Grenzwerte von gesunden Neugeborenen (27) und very low birth weight infants (VLBW,
Neugeborene mit einem Geburtsgewicht < 1500 g) (49)°

NS 1.LT 3.LT 7.-14.LT 20.-26.LT 40.-45.LT
Hémoglobin (g/dl) 17,1 19,4 18,5 156" 188 144" 159 124" 12,7 106"
Hématokrit (%) 52 58 55 47° 55 44° 46 39° 37 33°
Erythrozyten (10'%/1) 4,6 53 51 42° 52 4,1° 46 39° 39 34°

NS: Nabelschnur; LT: Lebenstage; Nabelschnurwerte entsprechen dem Median, alle anderen dem Mittelwert

1.1.2 Ursachen der Animien von Neugeborenen

Prinzipiell beruhen Andmien entweder auf einer verminderten Bildung oder auf einem
verstidrkten Verbrauch bzw. Verlust von Erythrozyten. Im Neugeborenenalter gibt es
zusitzliche charakteristische Andmieursachen wie etwa die physiologische Andmie innerhalb
der ersten Lebenswochen aufgrund einer Umstellung des Hbs (Trimenonreduktion).
Besonders friihgeborene Kinder verfiigen bei Geburt noch nicht tiber ein ausreichend
leistungsstarkes Blutbildungssystem und entwickeln daher oft das Krankheitsbild der

Friihgeborenenandmie.



1.1.2.1 Physiologische Andmie des reifen Neugeborenen

Fast jedes Neugeborene macht in seinen ersten postnatalen Monaten eine physiologische
Andmie durch. Wihrend der so genannten Trimenonreduktion stellt das Blutbildungssystem
die Produktion von fetalem auf adultes Hb um. Durch die postnatal einsetzende Eigenatmung
steigt die Sauerstoffsittigung des Hb stark an und senkt dadurch die Stimulation der
Erythropoese. Abgebaute Erythrozyten werden nicht mehr nachgebildet, folglich sinkt die
Hb-Konzentration. Erst wenn diese von etwa 19 g/dl kurz nach Geburt innerhalb von 2 bis 3
Monaten auf Werte um etwa 11 g/dl gefallen ist, wird die Erythropoese wieder angeregt. Die
auf diese Weise entstandene kurzzeitig andmische Phase wird als ,,physiologische Anédmie des
reifen Neugeborenen® bezeichnet (60) - sie bedarf per Definition keiner therapeutischen
Intervention. Sinkt die Hb-Konzentration allerdings weiter, muss eine andere Ursache der

Anédmie angenommen werden.

1.1.2.2 Friihgeborenenandmie

Das Blutbildungssystem Friihgeborener ist meist noch nicht leistungsfidhig genug, um der
Trimenonreduktion ausreichend entgegenzuwirken. Kurz nach ihrer Geburt haben
Friihgeborene im Vergleich zu Reifgeborenen zwar fast identische Hb-Ausgangswerte von
etwa 19 g/dl, diese fallen im Schnitt jedoch schneller und tiefer, sodass héufig eine
Erythrozytentransfusion notwendig wird (13). Dabei besteht ein inverser Zusammenhang
zwischen Geburtsgewicht und Transfusionshdufigkeit. Bednarek et al. (6) zeigten, dass
Friihgeborene mit einem Geburtsgewicht < 750g mit 9,7 + 7,7 Transfusionen in der
postnatalen Zeit im Krankenhaus signifikant hdufiger transfundiert wurden als Friihgeborene
mit einem Geburtsgewicht von 750 bis 999¢g (5,5 = 5.0 Transfusionen) bzw. 1000 bis 1499¢g

(1,2 = 2,3 Transfusionen).

Eine wichtige Rolle in der Entstehung der Friihgeborenenanidmie spielen Blutverluste -
besonders bei schwerkranken Friihgeborenen resultieren diese meist iatrogen durch
engmaschige diagnostische Blutentnahmen (50). Zudem tragen Friihgeborene ein erhohtes
Risiko fiir geburtstraumatische Blutungen und Intraventrikuldre Hdmorrhagien (IVH) (64). Je
hoher der Schweregrad der Erkrankungen, desto héufiger erhalten die Kinder in der

postnatalen Zeit eine Erythrozytentransfusion (6).



Ein weiterer Grund scheint in der noch unzureichenden Produktion von EPO zu liegen. Trotz
niedriger Hb-Konzentrationen zeigen friihgeborene Kinder in andmischen Situationen

inadédquat niedrige EPO-Spiegel (9).

Kinder, die vor der 28. Schwangerschaftswoche (SSW) zur Welt kommen, haben zusétzlich
meist unzureichend gefiillte Eisenspeicher, da der GroBteil des Eisens erst im dritten
Trimenon von der Mutter zum Kind transportiert wird (13). Das Eisen fehlt als Grundbaustein

des Hb zum Bau der bendétigten Erythrozyten.

In der Regel fiihrt eine Kombination der genannten Faktoren zur Ausbildung der
Friihgeborenenandmie, die sich aufgrund der noch schwachen gegenregulatorischen
Moglichkeiten der Kinder oft chronisch entwickelt. Anders als die physiologische
Trimenonreduktion des reifen Neugeborenen ist die Friihgeborenenanimie ein Krankheitsbild

und bedarf in den meisten Fillen der Therapie durch Erythrozytentransfusion.

1.1.2.3 Sonstige neonatologische Andmieursachen
a) Blutungsandmien

Meist fiihrt ein schneller Blutverlust zu einer akuten Andmie. Da der Korper keine Zeit hat,
sich auf die neue Sauerstoffmangelsituation einzustellen, kommt es friith zu klinischen
Symptomen wie Tachykardie und Tachypnoe. Bluten die Kinder langsam tiber einen ldngeren

Zeitraum, entwickeln sie eine chronische Blutungsanémie.

Wichtige Ursachen perinataler Blutungsandmien sind fetale Blutungen durch Plazenta- oder
NabelgefidBBverletzungen, fetale Transfusionssyndrome, wiederholte Blutabnahmen bei

langem stationdrem Aufenthalt sowie Blutverluste durch Geburtstraumen und Operationen.

b) Hdmolytische Andmien

Haufigste hédmolytische Ursache einer neonatalen Anédmie ist die Blutgruppenin-
kompatibilitdt, bei der kindliche Erythrozyten nach Kontakt mit miitterlichen AntikOrpern
verstidrkt hdmolysiert werden. Seltener ist die Ausbildung einer himolytischen Anédmie durch
hereditdre Sphirozytose oder Hidmoglobinopathien wie Sichelzellandmie und Thalassdmie.
Ebenfalls selten ist eine Hémolyse durch infektiose Erreger (z.B. Plasmodien,

Enterohdmorrhagische E. Coli, Staphylococcus aureus).



c) Hypoplastische Andmien

Den hypoplastischen Andmien liegt eine angeborene oder erworbene Bildungsstorung der
Erythrozyten im Knochenmark zugrunde. Sehr seltene Ursachen im neonatalen Alter sind die
Diamond-Blackfan-Andmie (kongenitale hypoplastische Anidmie) und die Infektion mit dem

Parvovirus B19.

1.1.3 Pathophysiologische Konsequenzen der Animie

Die Gefédhrlichkeit einer Andmie liegt aufgrund der reduzierten Sauerstofftransportkapazitt
in einer Hypoxie auf zelluldrer Ebene. Der Organismus verfiigt liber Mechanismen, um
wichtige Organe vor hypoxischen Schidden zu schiitzen - so wird beispielsweise der zerebrale
Blutfluss in Sauerstoffmangelsituationen stark gesteigert, um dem Gehirn eine
Grundversorgung mit Sauerstoff zu garantieren. Wihrend bei einer akuten Hypoxie meist
keine Adaptation moglich ist, kann der Organismus eine chronische Hypoxie besser und
léanger tolerieren. Erreichen die Kompensationsmechanismen jedoch ihre Grenzen, beginnt
auch eine chronische Hypoxie den Korper zu schéddigen - es kommt zu zerebralen
morphologischen Verdnderungen mit neurologischen Auswirkungen. So zeigten neugeborene
Ratten, die in ihren ersten Lebenstagen einer chronischen Hypoxie ausgesetzt waren, im
Vergleich mit Kontrollen signifikant weniger Neurone und niedrigere zerebrale Volumina
(61), sowie eine fortschreitende Ventrikulomegalie (45). Vergleichbare Daten vom Menschen
existieren nicht — mehrere Studien berichten jedoch von einem ungiinstigeren motorischen
und kognitiven Outcome als zerebrale Auswirkung einer chronischen Hypoxie. In einem
Review fanden Bass et al. (5) in 40 von mehr als 50 untersuchten Studien eine schlechtere
neurokognitive Leistungsfihigkeit bei Kindern, die einer chronischen Hypoxie ausgesetzt
waren. So zeigten Patienten mit reduzierten Sauerstoffsdttigungswerten durch angeborene
Herzfehler eine verzogerte motorische Entwicklung (2) und niedrigere Intelligenzquotienten
(IQ) (18). Kinder mit néchtlichen hypoxischen Episoden durch schlaftbezogene
Atemstorungen erbrachten bei standardisierten neurokognitiven Tests signifikant schlechtere
Leistungen als Kontrollen (8). In einer weiteren Studie fand sich ein Zusammenhang
zwischen dem Grad des Leitungsdefizits und der Tiefe der néchtlichen

Sauerstoffsittigungsabfille (76).

Durch eine Andmie sinkt die absolute Sauerstofftransportkapazitit des Blutes, damit steigt das

Risiko einer Hypoxie. Untersuchungen an Zwillingen mit feto-fetalem Transfusionssyndrom



zeigten signifikant niedrigere 1Q-Werte der intrauterin andmischen Kinder (15). In einer
weiteren Studie berichteten Lozoff et al. (38) von schlechteren standardisierten
neurokognitiven Leistungstests bei Sjidhrigen Kindern mit postnataler Eisenmangelandmie und

damaligen Hb-Konzentrationen von unter 10 g/dl.

Wihrend die Kompensationsmoglichkeiten bei einer akuten Andmie begrenzt sind, kann sich
der Korper bei einem chronisch andmischen Verlauf besser an die Sauerstoffmangelsituation
anpassen und deutlich niedrigere Hb-Konzentrationen tolerieren. Ab welchen Werten eine
langfristig zustande gekommene Andmie jedoch mit einer Gewebehypoxie einhergeht, ist bis
heute nicht genau bekannt - Neugeborene stellen in jedem Falle eine besondere Risikogruppe
fiir hypoxische Schiiden dar. Der Erkennung des Uberganges von Norm- zur Hypoxie im
Verlaufe einer Andmie kommt daher entscheidende Bedeutung bei der Beurteilung der
Schwere einer Andmie zu. Die Therapie durch Erythrozytentransfusion noch vor dem
Stadium der Gewebehypoxie konnte wesentlich zur Verbesserung des OQutcome von

Neugeborenen beitragen.

1.1.4 Zusammenfassung: Animien in der Neonatologie

Die Andmie ist ein hédufiges Krankheitsbild der Neonatalperiode und im Besonderen ein
Problem von friihgeborenen Kindern. Sie schidigt den Organismus tiber die Ausbildung einer
Gewebehypoxie. Atiologisch kann man eine akute von einer chronischen Aniimie
unterscheiden. Ab welchem Schweregrad eine chronische Andmie zu einer schiddigenden

Hypoxie fiihrt ist nicht genau bekannt.



1.2 Therapie von Animien in der Neonatalperiode

Die Erythrozytentransfusion ist die einzige Therapieoption der klinisch relevanten Anédmie.
Prophylaktische Konzepte wie die friihzeitige Gabe von rekombinatem EPO (51), das
verzogerte Abnabeln des Neugeborenen (54) oder die Zuriickhaltung bei diagnostischen
Blutentnahmen (50) bzw. Nutzung blutsparender diagnostischer Methoden (39) konnen
helfen, eine Andmie zu verhindern oder deren Auspriagungsgrad zu mindern. Meist sind diese

MaBnahmen jedoch nicht effizient genug, um eine Erythrozytentransfusion zu verhindern.

1.2.1 Risiken von Erythrozytentransfusionen

Eine Erythrozytentransfusion ist mit nicht zu vernachlédssigenden Risiken assoziiert. Laut
,Leitlinie der Bundesirztekammer zur Therapie mit Blutkomponenten und Plasmaderivaten®
(10) ist daher jede Transfusion kritisch zu priifen. Vor deren Beginn ist die ,,Ursache der
Andmie zu kldren und gegebenenfalls eine kausale Therapie zu beginnen.* Die Transfusion
mit Erythrozytenkonzentraten ist nur dann einzuleiten, wenn ,solche Patienten ohne
Transfusion einen gesundheitlichen Schaden erleiden wiirden und eine andere, gleichwertige
Therapie nicht moglich ist.“ Allerdings wird in dieser Empfehlung nicht definiert, ab

welchem Schweregrad einer Anidmie mit einem gesundheitlichen Schaden zu rechnen ist.

Die Risiken von Erythrozytentransfusionen sind vielschichtig, an erster Stelle sind
immunologische Reaktionen bei Blutunvertriiglichkeit sowie die Ubertragung infektidser
Erreger zu nennen. Durch unterschiedlichste MaBnahmen konnte die Héaufigkeit solcher
transfusionsassoziierter Komplikationen in den letzten Jahren insgesamt deutlich gesenkt
werden (Tabelle 2). Durch Aufteilung der Blutkonserve eines Spenders in bis zu 10
Satellitenbeutel sowie durch die verldngerte Lagerungsdauer der Konserven konnte die
Spenderexposition pro Kind in den letzten Jahren ebenfalls erheblich reduziert werden (42).
Mit der Anzahl der Spender sank besonders das Risiko immunologischer und infektiGser
Komplikationen. Dennoch kommt es immer wieder zu unerwiinschten Wirkungen durch

Erythrozytentransfusionen. Wichtige Risiken werden im Folgenden néher besprochen.



Tabelle 2: Risiken fiir transfusionsassoziierte Nebenwirkungen. Zahlen von der Bundesirztekammer (10) bzw. Roth und
Seifried (58)"

Unerwiinschte Wirkungen Risiko je transfundierte Einheit

Akute himolytische Transfusionsreaktion

¢ ohne todlichen Ausgang 1:6.000 -1 : 80.000
*  mit todlichem Ausgang 1:250.000 - 1 : 600.000
Verzogerte hiimolytische Transfusionsreaktion 1:1000 -1 : 4000

Allergische Transfusionreaktion

*  mit mildem Verlauf 1:33-1:333

*  mit schwerem Verlauf 1:20.000 -1 : 50.000
Transfusionsassoziierte Graft-versus-host-disease (GvHD) 1:400.000 — 1 : 1.200.000
Transfusionsassoziierte akute Lungeninsuffizienz (TRALI) 1:5.000-1:7.200
Bakterielle Kontamination von Erythrozytenkonzentraten 1:500.000 -1 : 4.700.000

Transfusionsassoziierte Virusinfektionen durch

e HIV 1 :20.000.000

e HBV 1:100.000 — 1 : 1.000.000

e HCV 1:20.000.000
Transfusionsassoziierte Parasitosen < 1:1.000.000

1.2.1.1 Unvertrdaglichkeitsreaktionen
a) Hdmolytische Transfusionsreaktion

Durch wiederholte Uberpriifung der Blutgruppenkompatibilitit mit Hilfe des Bed-Side-Tests
sollen hiimolytische Zwischenfille vermieden werden, dennoch wird deren Vorkommen heute
mit 1 : 6.000 bis 1 : 80.000 angegeben. In 1 : 250.000 bis 1 : 600.000 der Fille endet diese
Komplikation todlich (10). Bei bereits durch vorherige Erythrozytentransfusionen
immunisierten Patienten kann sich eine relevante Hamolyse auch erst bis zu 14 Tage nach
erneuter Erythrozytentransfusion ausbilden. Im Vergleich mit den akuten treten diese
verzogerten hdmolytischen Transfusionszwischenfille zwar héufiger auf (1 : 1.000 bis

1 : 4.000), verlaufen jedoch seltener todlich (1 : 1.800.000) (10).



b) Allergische Transfusionsreaktion

Antikorper des Empféngers gegen Leukozyten oder Plasmabestandteile des Spenders konnen
eine akute allergische Reaktion auslosen, die mit Hautr6tung, Pruritus sowie Urtikaria
einhergeht und sich bis zum anaphylaktischen Schock entwickeln kann. Vereinzelt kann auch
ein angeborener IgA-Mangel Ursache der allergischen Transfusionsreaktion sein, welche mit

1 : 200 insgesamt relativ haufig auftritt.

c) Transfusionsassoziierte akute Lungeninsuffizienz (TRALI)

Die Symptomatik der TRALI &hnelt mit Dyspnoe, Zyanose, Fieber und Blutdruckabfall der
des acute respiratory distress syndrom (ARDS) und beginnt etwa 1-2 Stunden nach
Transfusionsbeginn. Die Atiologie ist weitgehend unbekannt (59). Mit 1 : 5.000 aller
transfundierten Einheiten tritt die TRALI relativ hédufig auf - bei Neugeborenen wurde bisher

jedoch von keinem Fall berichtet (59).

1.2.1.2 Transfusionsassoziierte , Graft-versus-host-disease“ (TA-GvHD)

Bei der TA-GvHD greifen T-Lymphozyten des Spenders korpereigene Strukturen des
Empfingers an. Meist kann dieser die schiddigenden Zellen aufgrund einer Immunschwiéche
nicht eliminieren. Etwa 4 Wochen nach Transfusion zeigt sich das Krankheitsbild bei
Neugeborenen mit Fieber, makulopapulosem Erythem mit Blasenbildung der Haut,
Lymphadenopathie und Panzytopenie. Da die Krankheit meist letal endet, kommt der
Préavention eine besondere Bedeutung zu. Durch Leukozytenreduktion und vor allem durch
vorherige Bestrahlung der Blutprodukte von Risikopatienten wie Friihgeborenen kann die

TA-GvHD heute relativ sicher verhindert werden (71).

1.2.1.3 Infektionen

Durch immer intensiveres Screening von Spender und Blutkonserve konnte die Ubertragung
infektioser Erreger durch Bluttransfusionen in den letzten Jahren stark reduziert werden und

stellt heute eine auBerordentlich seltene Komplikation dar.



a) Transfusionsassoziierte bakterielle Infektionen

Die Inzidenz einer bakteriellen Kontamination eines Erythrozytenkonzentrates schwankt
erheblich zwischen verschiedenen Lindern (56), fiir Deutschland wird sie mit 1:500.000 bis

1:4.700.000 angegeben (10).

b) Transfusionsassoziierte virale Infektionen

Human immunodeficiency virus (HIV) / Hepatitisviren B und C (HBV/HCV)

Durch intensive serologische Diagnostik sowie durch Einfiihrung der PCR-Untersuchung auf
die Genome von HIV und HCV konnte die Ubertragungswahrscheinlichkeit dieser Viren
stark gesenkt werden — das Risiko einer transfusionsassoziierten Infektion mit HBV, HCV

oder HIV gilt heute als aulerordentlich gering (Tabelle 2).

Cytomegalievirus (CMV)

Eine besondere Rolle fiir Friihgeborene spielt das Cytomegalievirus. Wihrend die postnatale
Erstinfektion mit dem CM-Virus bei Immunkompetenten meist unauffillig verlduft, kann
diese bei Risikogruppen wie Friihgeborenen zum schweren, teilweise letal endenden
Krankheitsbild der Sepsis fiihren. Die postnatale Ubertragung erfolgt horizontal, laktogen
oder durch Transfusion. Zur Priavention bekommen Friih- und Reifgeborene heute nur CMV-
negativ getestete und leukozytendepletierte Blutprodukte. Doch auch trotz dieser Maflnahmen
kann man vereinzelte Ubertragungsfille von CMV durch Erythrozytentransfusion nicht

vollkommen vermeiden.

c) Weitere transfusionsassoziierte Infektionen

Mit einer Wahrscheinlichkeit von 1 : 1.000.000 kommen transfusionsassoziierte Parasitosen
auBerordentlich selten vor (10). Theoretisch ist die Ubertragung von Prionen, den Erregern
der Creutzfeldt-Jacob-Krankheit, durch eine Bluttransfusion denkbar. Eine Risikoabschétzung

erscheint bisher jedoch nicht méglich, da noch kein solcher Fall bekannt geworden ist (10).
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1.2.1.4 Sonstige Risiken
a) Eiseniiberladung

Hypertransfusion kann zum Krankheitsbild der sekundiren H@mochromatose fiihren.
Friihgeborene Kinder gehoren zu den am héufigsten transfundierten Patientengruppen
tiberhaupt. Des Weiteren weisen sie aufgrund niedriger Spiegel eisenbindender Proteine wie
Transferrin sowie aufgrund ihres noch unreifen Antioxidationssystems weitere Risikofaktoren

fiir eine transfusionsbedingte Eiseniiberladung auf (55).

b) Volumeniiberladung

Eine wichtige Komplikation der Transfusionstherapie bei Neugeborenen ist die
Hypervoldmie, die durch zu schnelle Infusion oder zu groBes Infusionsvolumen entsteht.
Klinisch fallen die Kinder durch Herzinsuffizienz, Zyanose, Dyspnoe und Lungenédem auf.
Eine zu schnelle Ausdehnung des Plasmavolumens ist zudem mit einer erh6hten Rate von

Hirnblutungen assoziiert (64).

c) Retinopathia praematurorum (ROP)

Haufige Bluttransfusionen gelten als Risikofaktor fiir die Entwicklung einer ROP (62). Dabei
wird unter anderem die niedrigere Sauerstoffbindungskapazitit des infundierten adulten Hb

diskutiert (72).

1.2.2 Indikationen zur Erythrozytentransfusion

Aufgrund der vielen Risiken sollte die Indikation zur Erythrozytentransfusion méglichst eng

gestellt werden.

Prinzipiell wird eine Transfusion nétig, wenn eine Andmie beginnt, den Korper durch die
Ausbildung einer relevanten Gewebehypoxie zu schéddigen. Aktuelle Indikations-
empfehlungen in Europa und Nordamerika basieren weitgehend auf Expertenmeinungen und
sind nicht pathophysiologisch validiert (10, 17, 25, 40, 57, 68). Kriterien bei der Entscheidung
fiir oder gegen eine Transfusion sind in der Regel der klinische Zustand des Kindes sowie
definierte Grenzwerte von Hb oder Hkt. Diese wiederum sind vom aktuellen Alter des Kindes
abhéngig, wobei gilt: je dlter die Kinder sind, desto niedriger ist der Grenzwert, der eine

Transfusion rechtfertigt. Zusétzlich sind in den meisten Leitlinien eine Reihe klinischer
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Situationen definiert, in welchen die Indikation zur Erythrozytentransfusion liberaler gestellt
werden kann. Zeigt das Kind beispielsweise lebensbedrohliche Symptome der Anémie, ist die

Indikation zur Erythrozytentransfusion unabhéngig vom Hb-Wert gegeben.

Fiir Deutschland hat die Bundesidrztekammer ein Schema verdffentlicht, das im Ent-
scheidungsprozess fiir oder gegen eine Erythrozytentransfusion bei Friih- und Reifgeborenen

helfen soll (Abbildung 1).

Alter Mittlerer HK- Transfusionsindikation:
(Tage) |Normwert (%) |HK-Grenze und/oder Indikationsliste
1 56 <40 e Beatmung, O,-Bedarf
(Fi0;) > 40 % oder
<15 50 <35 e lebensbedrohliche
Symptome durch
15-28 45 <30
Anédmie und/oder
> 28 40 <25 Hypovoldmie
e geplante Operationen

Abbildung 1: Transfusionsleitlinien fiir Friih- und Reifgeborene, nach der Bundesirztekammer (10)

Diese Leitlinien stellen jedoch nur Empfehlungen dar. Letztlich muss die Entscheidung fiir
oder gegen eine Erythrozytentransfusion immer fiir jeden Patienten individuell getroffen
werden. In der aktuellen Leitlinie der Bundesirztekammer (10) heillt es dazu: ,, Fiir die
Indikation zur Erythrozytentransfusion lassen sich keine absoluten und allgemein giiltigen
kritischen Grenzwerte fiir Hamoglobin oder Hamatokrit festlegen. [...] Angaben hier oder in
anderen Richt- und Leitlinien beruhen zum erheblichen Teil auf klinischer Erfahrung und

bediirfen der kritischen Reflexion im Einzelfall.*

Dies hat dazu gefiihrt, dass die Transfusionspraxis von Klinik zu Klinik oft stark variiert. Ein
Vergleich der Transfusionsrichtlinien 6 neonatologischer Zentren in den USA zeigte in
beinahe allen untersuchten Parametern signifikante Unterschiede (6). Besonders interessante
Abweichungen wurden bei der absoluten Anzahl der Transfusionen (1 - 5,5 / Kind), bei der
durchschnittlichen Transfusionsmenge (35,0 - 95,5 ml/kg Korpergewicht), sowie beim Hkt
vor Transfusion (32,9 - 37,1 %) beschrieben.
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Insgesamt sind die Transfusionsempfehlungen in den letzten Jahren aufgrund der Risiken
einer Erythrozytentransfusion stéindig restriktiver geworden. Maier et al. (42) konnten zeigen,
dass in ihrer Klinik bei ELBW im Zeitraum von 1989 bis 1997 die Hkt- Ausgangswerte vor
Erythrozytentransfusion stark gesunken waren (43 auf 35% bei beatmeten Kindern, 41 auf
31% bei nicht-beatmeten Kindern). Dadurch verringerte sich auch die Anzahl an
Transfusionen pro Patient spiirbar (7 auf 2 / Kind). Unklar ist jedoch, ob restriktivere
Transfusionsempfehlungen nicht mit einer erhchten Rate an neurologischen Komplikationen

assoziiert sind (7).

Zusammenfassend lésst sich festhalten, dass die gédngigen Transfusionsleitlinien nicht auf
pathophysiologischen Grundlagen, sondern auf Erfahrungswerten basieren und daher stark
zwischen unterschiedlichen neonatologischen Zentren variieren. Die Gefahr einer Anédmie
liegt in der Ausbildung einer Gewebehypoxie - diese kann mit den heutigen diagnostischen
Moglichkeiten jedoch nicht quantitativ dargestellt werden. Ein Parameter, der die
andmieassoziierte Gewebehypoxie reflektiert, konnte helfen, den optimalen Zeitpunkt fiir eine

Erythrozytentransfusion objektiver zu setzen.

1.2.3 Hypoxieassoziierte Parameter

In der Vergangenheit wurden bereits mehrere Parameter auf deren Féhigkeit untersucht, die
anidmieassoziierte Gewebehypoxie und damit die Transfusionsbediirftigkeit von

Neugeborenen darzustellen.

Das Hormon EPO kontrolliert im Knochenmark die Reifung der hédmatopoetischen
Stammzellen und damit das Ausmal} der Erythropoese. Es wird iiber den hypoxia inducible
factor 1 (HIF 1) hypoxieabhéngig reguliert (34). Daher lag es nahe, EPO auf seine Fihigkeit
als Indikator einer Transfusionsbediirftigkeit zu untersuchen. Man fand jedoch, dass vor allem
friihgeborene Kinder auf andmische Situationen noch nicht mit addquaten EPO-Spiegeln
antworten konnen (9). Diese korrelieren dazu nicht mit der Schwere einer Anédmie (36).
Insgesamt scheint EPO damit im Neugeborenenalter nicht als Indikator einer

Transfusionsbediirftigkeit nutzbar zu sein.

Mitte der 1990er Jahre wurde erstmals der Zusammenhang zwischen Blutlaktatkonzentration
und Transfusionsbediirftigkeit bei Friihgeborenen untersucht. In einer prospektiven Studie
wurden die Laktatwerte vor und nach Erythrozytentransfusion verglichen. Nur etwa die Hilfte

der vor Erythrozytentransfusion erhohten Werte fielen danach signifikant ab - insgesamt
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zeigte sich zudem eine sehr breite Streuung der Werte (24, 32). Damit eignet sich das

Blutlaktat nicht als zuverldssiger Parameter zur Einschitzung einer Transfusionsbediirftigkeit.

Ende der 1990er Jahre wurde mit der peripheral fractional oxygen extraction (FOE) eine viel
versprechende Methode zur Einschitzung der Transfusionsbediirftigkeit vorgestellt. Durch
near infrared spectroscopy wird das Mal} der Sauerstoffausschopfung im peripheren Gewebe
bestimmt. Die FOE ist bei Kindern mit klinisch relevanter Andmie signifikant hoher als bei
Kindern mit asymptomatischer Andmie oder bei Gesunden (78). Eine randomisierte
kontrollierte Studie fiihrte jedoch zu keinem eindeutigen Ergebnis - trotz niedriger FOE
erhielten mehr als die Hilfte der untersuchten Kinder aufgrund klinischer Symptome der
Andmie eine Erythrozytentransfusion (77). Ob es die FOE damit verfehlte,
transfusionsbediirftige Neugeborene zu identifizieren, oder ob sich die Neonatologen der
Studie mehr auf konventionelle Indikatoren der symptomatischen Andmie verlieBen, sollen
weitere Untersuchungen kliren. Bisher konnte die FOE jedoch nicht als Transfusionsindikator

bei Neugeborenen etabliert werden.

Alle o.g. Hypoxieparameter konnten sich bisher nicht durchsetzen. Grundsitzlich kénnten
Parameter der andmieassoziierten Hypoxie jedoch wichtige Informationen tiber die aktuelle
Sauerstoffsituation der Gewebe und damit tiber die Indikation zur Erythrozytentransfusion

erbringen.

1.2.4 Zusammenfassung: Therapie von Animien der in Neonatalperiode

Trotz Privention ist die Erythrozytentransfusion als Therapie der Andmie von neugeborenen
Kindern héufig notig. 85 % aller ELBW benétigen wihrend ihres Krankenhausaufenthaltes
im Minimum eine Erythrozytentransfusion. Die Zahl aller wihrend der Neonatalperiode
transfundierten  Kinder ist noch héher zu vermuten. Die Indikation zur
Erythrozytentransfusion sollte aufgrund nicht unerheblicher Risiken sehr streng erfolgen.
Derzeitige Transfusionsleitlinien basieren neben dem klinischen Zustand des Kindes vor
allem auf den Werten von Hb und Hkt, ohne die dabei zugrunde liegenden komplexen
pathophysiologischen Prozesse zu berticksichtigen. Ein Parameter, der die andmieassoziierte
Hypoxie quantitativ darstellt, konnte helfen, den idealen Zeitpunkt einer Transfusion besser

zu erkennen.
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1.3 VEGTF als Parameter der animieassoziierten Hypoxie

VEGEF ist ein wichtiger vaskuldrer Wachstumsfaktor, dessen Expression hypoxieabhingig
reguliert wird (23). Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Frage, ob die VEGF-
Plasmakonzentration die Gewebehypoxie und damit die Schwere einer Andmie quantitativ

reflektiert.

1.3.1 Regulation der VEGF-Expression

Die Expression des VEGF wird durch unterschiedliche Faktoren reguliert, wobei Hypoxie den

starksten Stimulus darstellt.

Hypoxie

Der Zusammenhang zwischen Sauerstoffpartialdruck (pO,) und der VEGF-Expression ist
intensiv untersucht und sowohl in vitro (4, 65) als auch in vivo (46) gesichert worden: Sinkt
der pO,, wird vermehrt VEGF exprimiert. Die sauerstoffabhiingige Regulation wird zu einem
groBBen Teil durch den Transkriptionsfaktor hypoxia inducible factor 1 (HIF-1) kontrolliert
(23), der auch die Produktion von EPO steuert. HIF-1 besteht aus einer o- und einer f3-
Untereinheit, die beide konstant in der Zelle produziert werden. Bei hohem pO, wird HIF-1a.
durch eine sauerstoffabhédngige Prolinhydroxilase hydroxiliert - dies fiihrt zu einem ver-
starkten Abbau im Proteasom. Sinkt der pO,, nimmt die Aktivitédt der Hydroxilase und damit
der Abbau des HIF-1a ab. Dadurch steigt die Konzentration von HIF-1 in der Zelle an, das
nun verstirkt an einen Enhancer bindet und dadurch die Ablesefrequenz des VEGF-Gens

steigert (Abbildung 2).
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Abbildung 2: HIF-1 abhingige VEGF-Expression

Neben der HIF-1 abhéngigen Aktivierung der Transkription wird VEGF unter hypoxischen
Bedingungen zusitzlich durch eine Stabilisierung der VEGF-mRNA hochreguliert. Stein et al.
(69) konnten zeigen, dass die Halbwertszeit der VEGF-mRNA auf diese Weise von etwa 30
Minuten unter normoxen Bedingungen auf bis zu 2,5 Stunden unter Hypoxie gesteigert

werden kann.

Der pO, hat damit einen starken Einfluss auf die Regulation der VEGF-mRNA-Expression:
Sinkt er, steigen die VEGF-mRNA-Spiegel. Es liegt somit nahe, dass damit auch eine Anémie
durch die Ausbildung einer Gewebehypoxie zu einer vermehrten Ausschiittung von VEGF

fiihrt.

Weitere Einfliisse auf die VEGF-Expression

Neben dem Sauerstoffpartialdruck sind einige andere Einflussfaktoren auf die VEGF-
Expression bekannt: der steigernde Einfluss einiger Wachstumsfaktoren (wie etwa epidermal
growth factor, transforming growth factor a und P, keratinocyte growth facor, insulin-like
growth factor-1, fibroblast growth factor oder platelet-derived growth factor) wird als
Mitreaktion der Gewebe bei lokaler Hypoxie interpretiert (19). Da auch inflammatorische
Zytokine wie Interleukin-1o und Interleukin-6 die VEGF-Produktion steigern, wird vermutet,

dass VEGF eine zentrale Rolle in der Permeabilitétssteigerung im Rahmen von entziindlichen
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Erkrankungen spielt (12). Ebenso steigern Hormone wie thyreoidea-stimulierendes Hormon
(TSH) und adrenocorticotropes Hormon (ACTH) sowie eine Reihe von Onkogenen die
VEGEF-Expression (19). Auch eine Hypoglykémie fiihrt zu einer erhohten Ausschiittung von
VEGEF (66).

Zusammenfassend wird die VEGF-Expression von einer Reihe unterschiedlicher Faktoren
beeinflusst. Der Sauerstoffpartialdruck hat dabei den stirksten Einfluss auf die VEGF-

Expression (19).

1.3.2 Physiologie von VEGF
VEGEF gilt als wichtigster Wachstumsfaktor von Vaskulo- und Angiogenese (47).

Zur VEGF-Genfamilie gehoren die fiinf Untergruppen des VEGF (benannt mit den
Buchstaben A-E) sowie der placenta growth factor (PIGF). VEGF-A stellt das eigentlich
humane VEGF dar, daher bezeichnet der Begriff VEGF in dieser Arbeit stets das VEGF-A.
Das Gen, welches VEGF kodiert, besteht aus 8 Exons. Durch unterschiedliches splicen
entstethen 5 Varianten, benannt nach ihrer Aminosédurenlinge, die man entweder an die
Extrazellularmatrix gebunden (VEGF,g, VEGF,,) oder ungebunden extrazelluldr (VEGF,,,)
findet. Eine besondere Rolle spielt das VEGF,(;. Es kommt sowohl ungebunden als auch

gebunden vor und stellt die funktionell wichtigste Splicingvariante des VEGF dar.

VEGF wird in vielen verschiedenen Zellen des Korpers exprimiert, unter anderem in
vaskuldren Endothelzellen, in der Niere, im Ovar, in hypophysdren Follikelzellen und in
Makrophagen (21, 28, 48). Von besonderer klinischer Bedeutung ist die Fihigkeit fast aller
humanen Tumorarten, VEGF zu produzieren, um damit die Blutversorgung des Gewebes zu

sichern (19).

VEGF ist essentiell fiir die Entwicklung des Blutgefdlsystems — bereits bei Ausschalten eines

VEGF-Allels kommt es durch fehlerhafte Angiogenese zum embryonalen Tod in utero (11).

Seine Wirkung im Gewebe vermittelt VEGF durch Bindung an spezifische Tyrosin-Kinase-
Rezeptoren (VEGFR-1 und VEGFR-2), die vorwiegend auf vaskuldren Endothelzellen
lokalisiert sind (33). VEGF stimuliert diese zu Proliferation, Migration und vermehrter
vaskuldrer Permeabilitit (19) und fiihrt damit zu einer lokalen Verbesserung der
Blutversorgung. Dem VEGFR-2 kommt die Schliisselrolle in Angio- und Vaskulogenese zu
(19). Eine Inaktivierung jeweils einer der beiden Rezeptoren fiihrt zum embryonalen Tod in

utero (22, 63).
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1.3.3 Klinische Hinweise auf den Zusammenhang von VEGF und Hypoxie bzw.
Aniimie

In vitro fihrt eine Hypoxie zu einer verstirkten VEGF-Expression (4, 65). Im
tierexperimentellen Versuch ist eine erhohte VEGF-Produktion unter Hypoxie ebenfalls
beschrieben worden (46). Beim Menschen wurden bei verschiedenen hypoxieassoziierten
Erkrankungen erhohte VEGF-Konzentrationen gefunden. So fanden Jones et al. (35) beim
Vergleich mit Kontrollen signifikant hohere VEGF-Werte im Liquor von Kindern, die am
sudden infant death syndrome (SIDS) gestorben waren (308 pg/ml vs. 85 pg/ml). Die
Pathogenese des SIDS wird stark mit Hypoxie in Zusammenhang gebracht (53). Himeno et al.
(29) berichteten von signifikant hoheren VEGF-Plasmakonzentrationen in einer Gruppe von

Kindern mit angeborenen zyanotischen Herzfehlern beim Vergleich mit gesunden Kontrollen

(149 vs. 65 pg/ml).

Auch eine Anédmie ist je nach Ausprdgungsgrad mit einer Hypoxie assoziiert. Im Tiermodell
konnten Minchenko et al. (46) zeigen, dass einer durch CO-Inhalation hervorgerufenen
funktionellen Andmie ein Anstieg der VEGF-mRNA in verschiedenen Geweben folgt. Auch
eine durch Hamodilution hervorgerufene Anémie fiihrt im Rattenmodell zu erh6hten VEGF-
mRNA-Konzentrationen (44). Beim Menschen wurden ebenfalls erhohte VEGEF-
Plasmaspiegel bei andmischen Patienten beschrieben. So fanden Solovey et al. (67) beim
Vergleich mit Kontrollen erh6hte VEGF-Plasmakonzentrationen in einer Gruppe von Kindern
mit Sichelzellandmie (120 vs. 38 pg/ml). Dunst et al. (16) berichteten von erhéhten VEGF-
Plasmakonzentrationen unter Patienten mit renaler Andmie (90 vs. 16 pg/ml bei gesunden

Kontrollen).

Insgesamt finden sich in der Literatur zahlreiche Hinweise auf einen Zusammenhang

zwischen der VEGF-Plasmakonzentration und einer Hypoxie bzw. Anidmie.

1.3.4 Zusammenfassung: VEGF als Parameter der animieassoziierten Hypoxie

Die Regulation des VEGF wird malgeblich durch Hypoxie beeinflusst. In mehreren
Untersuchungen fanden sich erhohte VEGF-Konzentrationen bei Patienten mit hypoxie-
assoziierten Erkrankungen. Eine Anédmie ist klinisch relevant, wenn sie mit einer Gewebe-
hypoxie einhergeht. Hohe VEGF-Plasmakonzentrationen konnten daher auf eine therapie-

bediirftige Anidmie hinweisen.
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1.4 Zusammenfassung: Einleitung

Die chronische Anédmie ist ein groBes Problem in der Neonatologie, insbesondere bei der
Betreuung friihgeborener Kinder. Maflnahmen wie die Zurtickhaltung bei diagnostischen
Blutentnahmen, die Gabe von rekombinantem EPO oder ein verzogertes Abnabeln haben zu
einer Abnahme der Transfusionshéufigkeit gefiihrt - die Erythrozytentransfusion ist und bleibt
aber weiterhin einzige Therapieoption der klinisch relevanten Andmie von Friih- und
Reifgeborenen. Trotz abnehmender Risiken konnen Transfusionen im Einzelfall
schwerwiegende Folgen nach sich ziehen. Aus diesem Grunde sollte die Indikationsstellung
sehr streng erfolgen, bisher gibt es allerdings keine objektiven Kriterien. Prinzipiell besteht
immer dann die Notwendigkeit einer Erythrozytentransfusion, wenn eine Andmie mit
Gewebehypoxie einhergeht. Die Moglichkeit einer quantitativen Messung der
Gewebehypoxie konnte helfen, das kritische Stadium einer Andmie und damit das Risiko fiir
hypoxische Schédden individuell besser zu erkennen. Ab welchen Hb-Werten eine
Gewebehypoxie vorliegt, kann bisher nicht sicher festgestellt werden. VEGF wird unter
hypoxischen Bedingungen vermehrt gebildet und ist bei erwachsenen Patienten mit
chronischer renaler Andmie signifikant erhoht. Daher konnten hohe VEGF-

Plasmakonzentrationen auf eine transfusionsbediirftige Anidmie bei Neugeborenen hinweisen.

1.4.1 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob eine chronische Andmie mit erhchten
VEGF-Plasmaspiegeln einhergeht. Dazu wurde bei neugeborenen Kindern, bei welchen nach
den géngigen Transfusionsrichtlinien (an der Klinik sowie den Werten von Hb und Hkt
orientiert) die Indikation zur Erythrozytentransfusion gestellt worden war, die Konzentration

von VEGF im Plasma bestimmt. Folgende Fragestellungen sollten beantwortet werden:

Hauptfragestellung

(D) Korreliert die VEGF-Plasmakonzentration mit der Hb-Konzentration, dem Hkt oder

der Hkt-Abfallgeschwindigkeit?

Bei einem direkten Zusammenhang dieser Werte wiirde die Bestimmung des VEGF-
Plasmaspiegels keine zusitzliche Information bei der Entscheidung fiir oder gegen eine

Erythrozytentransfusion erbringen.
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2) Haben Neugeborene mit chronischer Anidmie hohere VEGF-Plasmakonzentrationen

als Kinder ohne bzw. mit akuter Andmie?

Aus ethischen Griinden war es nicht moglich, gesunde Neugeborene als Kontrollgruppe zu
rekrutieren. Tierexperimentelle Untersuchungen deuten darauf hin, dass ein Anstieg der
VEGF-Plasmakonzentrationen nach einem akut andmischen Ereignis erst einige Stunden
verzogert messbar wird. Aus diesem Grunde wurden unter anderem Kinder mit akuten
Andmien als Kontrollgruppe rekrutiert. Als Grenzwert zwischen akuter und chronischer

Anédmie wurde eine Hkt-Abfallgeschwindigkeit von 5 Prozent pro Tag definiert.

Nebenfragestellung

3) Gibt es Hinweise auf einen VEGF-, Cut-off“-Wert, dessen Uberschreiten eine

relevante andmieassoziierte Gewebehypoxie anzeigt?

Ein solcher Grenzwert konnte in der klinischen Praxis helfen, die Entscheidung fiir oder

gegen eine Erythrozytentransfusion objektiver zu stellen.

4) Fillt die VEGF-Plasmakonzentration von Kindern mit chronischer Andmie nach

Erythrozytentransfusion ab?

Nach Ausgleich der Sauerstoffmangelsituation durch Erythrozytentransfusion miissten sich

erhohte VEGF-Plasmaspiegel wieder normalisieren.
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2 Patienten und Methoden

Um zu tUberpriifen, ob VEGF als Marker einer transfusionsbediirftigen Andmie von
Neugeborenen nutzbar ist, wurde eine prospektive klinische Studie entworfen, in welcher die
Plasmawerte von VEGF und EPO bei neugeborenen Kindern mit klinischer Indikation zur
Erythrozytentransfusion untersucht werden sollten. Die Ethikkommission der Charité Uni-

versitdtsmedizin Berlin genehmigte die Studie in ihrer Sitzung am 15. 05. 2004 (Nr. 2138).

2.1 Studienpopulation
2.1.1 Einschlusskriterien

In die Studie eingeschlossen werden konnten Neugeborene der Klinik fiir Neonatologie,
Campus Mitte, Charité Universitdtsmedizin Berlin bei denen aufgrund einer Anédmie die
klinische Indikation zur Erythrozytentransfusion gestellt wurde. Vor Aufnahme in die Studie
wurden die Eltern des Kindes schriftlich und miindlich tiber den Inhalt und mogliche Risiken
der Studie aufgekldrt (siehe Anhang). Ihre schriftliche Einverstindniserkldrung war die

weitere Voraussetzung fiir die Teilnahme des Kindes an der Studie.

2.1.2 Ausschlusskriterien

Ausgeschlossen wurden Kinder mit Austausch- und Notfalltransfusionen sowie Kinder, die

wihrend einer Operation transfundiert worden waren.

2.1.3 Fallzahlberechnung

Die Fallzahlberechnung entstand prospektiv in Zusammenarbeit mit dem Koordinierungs-
zentrum fiir Klinische Studien der Charité auf der Basis eines Unterschiedes der VEGF-
Plasmakonzentrationen zwischen Kontroll- und Andmiegruppe von 40 pg/ml (angenommen
wurden VEGF-Werte von 50 pg/ml in der Kontrollgruppe (37), sowie von 90 pg/ml in der
Anédmiegruppe (16)). Bei einem Alpha-Fehler von 5%, sowie einer Power von 80% ergab sich
eine Fallzahl von 24 Patienten pro zu untersuchender Gruppe. Zur Sicherheit (nachtréglicher

Ausschluss von Proben) wurde die Fallzahl auf 30 pro Gruppe erhoht.
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2.2 Datenerhebung

Zur Bestimmung der Plasmakonzentrationen von VEGF und EPO wurden den
Studienpatienten zu festgelegten Zeitpunkten Blut entnommen (siehe 2.2.1). Parallel wurde

der klinische Zustand der Kinder anhand prospektiv definierter Parameter charakterisiert.

2.2.1 Abnahme und Aufbereitung der Proben

Die Entnahme der Studienprobe erfolgte im Rahmen der Routinediagnostik bei klinischem
Verdacht auf eine transfusionsbediirftige Andmie. Neben der Kreuzprobe wurde zusitzlich
0,7 ml Citratblut zur VEGF- und EPO-Bestimmung abgenommen. Bestand klinisch die
Notwendigkeit, den Transfusionserfolg zu kontrollieren, erfolgte 24 - 36 Stunden nach

Transfusion die Abnahme einer weiteren Studienprobe.

Nach Zentrifugation wurde das Plasma abpipettiert und bei -20°C eingefroren. Die Zeit
zwischen Abnahme der Probe und Einfrieren des Plasmas betrug weniger als 60 Minuten.
Innerhalb von 14 Tagen nach Probengewinnung erfolgte die endgiiltige Lagerung bei -75°C
bis zur spateren Bestimmung von VEGF und EPO (30).

2.2.2 Messung von VEGF und EPO

Die Plasmakonzentrationen von VEGF und EPO wurden mit Hilfe eines kommerziellen
quantitativen Sandwich Enzym Immunoassay der Firma R&D Systems (Minneapolis, USA)
gemessen. Zur Bestimmung wurden 100 wl Plasma benétigt. Es erfolgte eine

Doppelbestimmung.

Die Messung wurde entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Kurz
zusammengefasst: Die Proben wurden auf die Mikroplatte des Assays gegeben, die durch den
Hersteller mit einem monoklonalen Antikdrper gegen das gesuchte Protein bestiickt worden
war. Nach 2 Stunden Inkubationszeit, in der die Proteine an die Antikérper binden konnten,
wurden alle bis dahin ungebundenen Substanzen durch Waschen entfernt. Im néchsten Schritt
wurde ein polyklonaler Antikorper hinzugegeben, der mit dem Enzym horseradish-
Peroxidase gekoppelt und ebenfalls spezifisch fiir das gesuchte Protein war. Nach weiteren 2
Stunden Inkubationszeit wurden wiederum alle ungebundenen Antikorper ausgewaschen und
den Proben anschlieBend Tetramethylbenzidine und Hydrogen-Peroxid zugesetzt, welches die

horseradish-Peroxidase in Farbe umsetzen konnte. Das Ausmall der entstandenen Farbe
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entsprach der Konzentration des gesuchten Proteins und konnte mit Hilfe eines Photometers

bei einer Wellenldnge von 450 Nanometern bestimmt werden.

2.2.3 Patientendaten

Zur Dokumentation der individuellen klinischen Situation der Kinder wurden prospektiv

Daten definiert, welche anschlieBend parallel zur Probenentnahme aus den Patientenakten

erfasst wurden (Tabelle 3). Neben den perinatalen Daten waren dies vor allem Daten zum

Zeitpunkt der Probengewinnung, wie Alter und Gewicht, Laborwerte, Therapien und

Grunderkrankungen.

Die Hkt-Abfallgeschwindigkeit wurde aus den beiden zuletzt erhobenen Hkt-Werten und dem

Zeitraum zwischen beiden Messungen errechnet. Als Einheit wurde Prozent pro Tag

festgelegt.

Tabelle 3: Erhobene Daten aus den Patientenakten

A Stammdaten

-Geburtsgewicht (in Gramm)
-Gestationsalter (in SSW)
-Einling/Mehrling
-Geschlecht

-Geburtsmodus (spontan / per sectio)
-APGAR-Score (nach 1, 5 und 10 min.)
-Nabelarterien-pH

B Daten zum Zeitpunkt der Probenentnahme

-Gewicht (in Gramm)

-Alter (in Lebenstagen)

-Sauerstoffbedarf (in FiO,)

-Beatmungssituation (Kategorien: @ Beatmung, O,-Brille,
CPAP, konventionelle Beatmung)

-p0, (in mmHg)

-periphere O,-Sittigung (Tagesdurchschnitt in %)

-Erythrozyten (in *10'%/1)

-Retikulozyten (in Prozent der Erythrozyten)

-Hb (in g/dl)

-Hkt (in %)

-Abfallgeschwindigkeit des Hkt (in %/d)

-Messzeitraum der Abfallgeschwindigkeit des Hkt (in h)

C Transfusionen

-Volumen der aktuellen Erythrozytentransfusion (in ml)
-Verhiiltnis zwischen aktuellem Gewicht und Volumen der
aktuellen Erythrozytentransfusion (in ml / kg Korpergewicht)
-Bisherige Transfusionen (Absolute Anzahl der
Bluttransfusionen vor Abnahme der ersten Studienprobe)

D Medikamente

-Antibiotika (Antibiotikagabe zum Zeitpunkt der Abnahme der
ersten Studienprobe? Wenn ja, Anzahl der bisherigen
Therapietage in d)

-Cortison (Zeitraum zwischen letzter Cortisongabe und
Abnahme der ersten Studienprobe in d; Absolute Anzahl der
bisherigen Cortisongaben)

-Eisen (Zeitraum zwischen letzter Eisengabe und Abnahme der
ersten Studienprobe in d; Absolute Anzahl der bisherigen
Eisengaben)

E Morbiditiatsdaten

-Operationen (nach Diagnosen)
-Zeitraum zwischen letzter Operation und Abnahme der
ersten Studienprobe (in d)

-Herzfehler (nach Diagnosen)

-Retinopathia praematurorum (Internationale Klassifikation)
-Intraventrikulire Himorrhagie (Klassifikation nach Papile)
-Bronchopulmonale Dysplasie (Klassifikation nach Bancalari
und Shennan)
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2.3 Datenauswertung
2.3.1 Patientengruppen

Zur Auswertung wurden die Patienten in 4 prospektiv definierte Studiengruppen eingeteilt

(Abbildung 3), deren VEGF-Plasmakonzentrationen miteinander verglichen wurden.

Die Gruppenzuordnung orientierte sich vorwiegend am zeitlichen Verlauf der Anémie,
reprasentiert durch die Hkt-Abfallgeschwindigkeit. Die Grenze zwischen akuter und
chronischer Andmie wurde bei einer Hkt-Abfallgeschwindigkeit von 5 Prozent pro Tag
festgelegt. Kinder, bei welchen die Hkt-Abfallgeschwindigkeit aufgrund fehlender Vorwerte
(Abnahme der Studienprobe bei der ersten Blutentnahme am 1. oder 2. Lebenstag) nicht
berechnet werden konnte, wurden getrennt ausgewertet. Neugeborene, die trotz
Anémiediagnostik aus klinischen Griinden keine Transfusion erhielten, wurden ebenfalls

gesondert betrachtet.

Im Einzelnen wurden folgende Gruppenkriterien prospektiv definiert:

(1) ,,Postnatale VEGF-Werte*

- Hkt-Abfallgeschwindigkeit nicht berechenbar (durch fehlende Vorwerte)
- Klinische Indikation zur Erythrozytentransfusion am 1. oder 2. Lebenstag
- Hkt > 40% (um eine perinatale Hypoxie weitestgehend auszuschlieen)

- keine zyanotischen Herzfehler (da als Referenzwertgruppe geplant)

(2) ,, Akute Blutung

- Hkt-Abfallgeschwindigkeit = 5%/d und anschlieBende Erythrozytentransfusion

- keine zyanotischen Herzfehler (da als Referenzwertgruppe geplant)

(3) ,, Andmiegruppe*

-Hkt- Abfallgeschwindigkeit < 5%/d und anschlieBende Erythrozytentransfusion

(4) ,, Keine Transfusion*“

- trotz Andmiediagnostik keine durchgefiihrte Erythrozytentransfusion
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Tx erwogen

AHkt berechenbar?
nein ja
[ .Postnatale VEGF-Werte"“ ] [ Tx durchgefiihrt? ]
ny w‘
[ .Keine Transfusion” J [ AHkt ]
2 5% Y%/d
[ +Akute Blutung“ ] [ LAnamiegruppe” ]

Abbildung 3: Flussdiagramm zur Gruppendefinition. LT: Lebenstage; Tx: Transfusion; AHkt: Hkt-Abfallgeschwindigkeit

2.3.2 Statistische Auswertung

Die erhobenen Daten wurden mit Hilfe des Statistikprogrammes SPSS 13.0 fiir Microsoft
Windows der Firma SPSS Inc. (Chicago, USA) ausgewertet.

Bei Normalverteilung wurden jeweils 2 Gruppen mit Hilfe des t-Tests auf signifikante
Unterschiede gepriift. War keine Normalverteilung gegeben, wurde der U-Test nach Mann
und Whitney angewendet. Bei abhiingigen Stichproben kamen der t-Test, sowie bei fehlender
Normalverteilung der Wilcoxon-Test zum Einsatz. Statistische Unterschiede in der
Haufigkeitsverteilung in den einzelnen Studiengruppen wurden mit Hilfe des Chi-Quadrat-
Tests berechnet. Zur Korrelationsanalyse wurde der Korrelationskoeffizient r nach Pearson

berechnet. Als Signifikanzgrenze wurde p<0,05 angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenpopulation

Die Rekrutierungsphase erstreckte sich vom 01.06.2004 bis zum 30.06.2005. Laut Blutbank
der Charité Universitidtsmedizin Berlin erfolgten in der Klinik fiir Neonatologie am Campus
Mitte wihrend dieses Zeitraumes insgesamt 496 Bluttransfusionen. Bei 352 Transfusionen
wurde die VEGF-Probe nicht abgenommen. Griinde dafiir lagen in den Ausschlusskriterien
der Studie (Austauschtransfusionen, intraoperative Transfusionen, Notfalltransfusionen),
sowie im fehlenden Einverstindnis der Eltern. Damit erfolgte bei 144

Erythrozytentransfusionen die Abnahme der VEGF-Probe.

Durch die zum Teil mehrfache Probenabnahme je Transfusion kamen im Zeitraum der

Datenerhebung insgesamt 234 VEGF-Proben von 100 Kindern zusammen.

Vor der Auswertung wurden 65 Proben ausgeschlossen, da sie nicht den definierten Kriterien

zur Gruppeneinteilung entsprachen.

Zusammenfassend wurden 169 Proben von 75 Kindern ausgewertet. Durch die zum Teil
zweimalige Probenentnahme pro Erythrozytentransfusion (Abnahme jeweils einer Probe vor

und nach Transfusion) resultieren daraus 125 Datensétze (Abbildung 4).

Im Mittelwert kamen die Studienteilnehmer nach 30 + 5 SSW zur Welt (Abbildung 5 A) -
tiber 90 % der Proben stammten von frithgeborenen Kindern, die Mehrheit davon wurde vor
der 30. SSW geboren. Das mittlere Geburtsgewicht betrug 1365 + 828 Gramm (Abbildung 5
B) - 90 % der Proben stammten von untergewichtigen Neugeborenen, etwa die Hélfte davon
von ELBW. Es fand sich keine Korrelation der VEGF-Plasmakonzentrationen mit dem
Gestationsalter (r=-0,136; p=0,142), dem Geburtsgewicht (r=-0,146; p=0,115), dem aktuellen
Alter (r=-0,006; p=0,945) und dem aktuellen Gewicht (r=0,181; p=0,050).

Kein Kind wurde wihrend des Studienzeitraumes mit rekombinantem EPO behandelt.
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Abbildung 4: Zusammensetzung der Studienpopulation. Datensitze bestehen aus Einzelproben oder Probenpaaren
(Abnahme jeweils einer Probe vor und nach Erythrozytentransfusion); TX: Transfusion
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Abbildung 5: Aufteilung des Studienkollektives nach Gestationsalter (A) und Geburtsgewicht (B). (n=125)
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3.2 Abhingigkeit der Hb-Konzentration, des Hkt und der Hkt-Abfall-
geschwindigkeit von den VEGF- bzw. EPO-Plasmawerten

Zu Beginn sollte eine Korrelation von Hb-Konzentration, Hkt und Hkt-Abfallgeschwindigkeit
mit den VEGF-Plasmawerten ausgeschlossen werden. Bei einem linearen Zusammenhang
dieser Parameter wiirde die Bestimmung des VEGF keine zusétzliche Information bei der
Einteilung der Schwere einer Andmie erbringen. Eine Korrelation der EPO-Plasmawerte mit
Hb-Konzentration, Hkt und Hkt-Abfallgeschwindigkeit sollte ebenfalls ausgeschlossen

werden.

Die VEGF-Spiegel zeigten keine Korrelation mit der Hb-Konzentration (r=-0,046; p=0,622)
(Abbildung 6 A) und dem Hkt (r=-0,030; p=0,747) (Abbildung 6 B). Bei Betrachtung des
Streudiagramms der VEGF-Plasmakonzentration in Abhéngigkeit der Hkt-Abfallgeschwin-
digkeit fiel eine Werteverteilung im Sinne einer exponentiellen Funktion auf (Abbildung 7),

die statistische Analyse zeigte jedoch keine signifikante Korrelation (r= 0,078; p=0,431).

Ebenso fand sich kein linearer Zusammenhang der EPO-Plasmaspiegel mit der Hb-
Konzentration (r=0,153; p=0,121), dem Hkt (r=0,155; p=0,115) und der Hkt-
Abfallgeschwindigkeit (r=0,063; p=0,552).
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Abbildung 6: VEGF-Plasmakonzentration in Abhiéingigkeit von Hb-Konzentration (A) und Hkt (B). (n=118, da
Datensitze von Kindern mit zyanotischen Herzfehlern zur Korrelationsanalyse ausgeschlossen wurden)
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Abbildung 7: VEGF-Plasmakonzentration in Abhiingigkeit von der Hkt-Abfallgeschwindigkeit. (n=105, da Datensitze
von Kindern mit zyanotischen Herzfehlern zur Korrelationsanalyse ausgeschlossen wurden und bei den Kinder der Gruppe
,.Postnatale VEGF-Werte* keine Hkt-Abfallgeschwindigkeit berechnet werden konnte)

3.3 Erstellung einer Kontrollgruppe zur Definition eines Referenzwertes

fiir die VEGF-Plasmakonzentration

Um einen Referenzwert fiir die VEGF-Plasmakonzentration von Neugeborenen zu erhalten,
wurden zunichst die Proben der Gruppe ,,Postnatale VEGF-Werte* (n=13) untersucht. Es
fanden sich VEGF-Plasmakonzentrationen von im Median 40 pg/ml (Interquartilenabstand

(IQR) 23-75).

Um herauszufinden, ob eine akute Blutung zu erhohten VEGF-Plasmakonzentrationen fiihrt,
wurden die Werte der Gruppe ,,Postnatale VEGF-Werte* mit den Werten der Gruppe ,,Akute
Blutung® verglichen. Bei den Neugeborenen der Gruppe ,,Akute Blutung* (n=21) lag die
VEGF-Plasmakonzentration bei 54 pg/ml (IQR 33-95). Die VEGF-Plasmakonzentrationen
beider Gruppen unterschieden sich nicht signifikant (p=0,27).

Fiir die nachfolgenden Untersuchungen wurden daher beide Patientenpopulationen unter dem
Namen ,,Kontrollgruppe* (n=34) zusammengefasst. Die Kinder der Kontrollgruppe hatten

VEGF-Plasmakonzentrationen von 45 pg/ml (IQR 30-94).
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3.4 Einfluss von chronischer Animie auf die Plasmaspiegel von VEGF

und EPO

Um den Einfluss einer chronischen Andmie auf die Plasmawerte von VEGF und EPO zu

untersuchen, wurden beide Parameter zwischen Anidmie- und Kontrollgruppe verglichen.

3.4.1 Patientencharakteristik

Bei der Betrachtung beider Gruppen zeigten sich signifikante Unterschiede (Tabelle 4). Die
Kinder der Andmiegruppe waren bei Geburt unreifer als die Kinder der Kontrollgruppe und
zeigten folglich ein niedrigeres Geburtsgewicht und Gestationsalter - zum Zeitpunkt der
Probenentnahme waren sie jedoch signifikant é&lter als die Kinder der Kontrollgruppe
(Tabelle 4 A+B). Zum Zeitpunkt der Probenentnahme bendétigten die Kinder der Kontroll-
gruppe héufiger eine Atemunterstiitzung und wurden dabei signifikant hdufiger konventionell
beatmet (Tabelle 4 B). In allen erhobenen himatologischen Parametern wiesen die Kinder der
Anédmiegruppe niedrigere Werte auf (Tabelle 4 C). Wihrend die Kinder in der Kontrollgruppe
zum Zeitpunkt der Probenentnahme héufiger Antibiotika erhielten, wurden die Kinder der
Anédmiegruppe vermehrt mit Eisen behandelt (Tabelle 4 E). Vor Abnahme der VEGF-Probe
wurden die Kinder der Kontrollgruppe signifikant haufiger operiert; die Eingriffe lagen dabei

signifikant kiirzer zurtick als, bei den Kindern der Andmiegruppe (Tabelle 4 E).
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Tabelle 4: Parameter von Kontroll- und Andmiegruppe

Kontrollgruppe Animiegruppe p
Anzahl (n) 34 75
A Perinatale Parameter
Weiblich (%) 56 47 0,413
Gestationsalter (SSW) 32 [24-40] 28 [24-39] 0,010
Geburtsgewicht (g) 1385 [590-3485] 980 [550-3470] 0,005
Sectiorate (%) 71 76 0,637
Rate an Mehrlingen (%) 18 33 0,112
Nabelarterien-pH 7,29 [6,79-7,42] 7,29 [6,91-7,43] 0,948
APGAR nach 1 min 6[1-10] 5[1-10] 0,053
APGAR nach 5 min 8 [4-10] 7 [2-10] 0,435
APGAR nach 10 min 9 [6-10] 8 [4-10] 0,560
B Aktuelle Parameter
Alter (d) 2 [1-47] 34 [3-94] <0,001
Gewicht (g) 1430 [600-3885] 1534 [506-4670] 0,278
0,-Bedarf (%) 38 21 0,100
FiO,=0,22 - 0,30 (%) 26 17 0,308
FiO, > 0,30 (%) 12 4 0,201
Atemunterstiitzung (%) 85 51 0,001
0,-Sonde (%) 3 12 0,168
CPAP (%) 12 23 0,294
Konventionelle Beatmung (%) 71 16 <0,001
0,-Siittigung (%) 943 +4.4 954 +38 0,084
Arterieller pO, (mmHg) [n] 64,2 +20,0 [32] 552+ 14,4 [29] 0,093
C Hématologische Parameter
Erythrozyten (¥10'%/1) 3,74 +£0,68 3,11 +£0,52 <0,001
Himoglobin (g/dl) 13,729 9,8+1,9 <0,001
Himatokrit (%) 39,4 +83 284 +57 <0,001
Hkt-Abfallgeschwindigkeit (%/d) -16,1 +26,4 -1,3+1.2 <0,001
D Friihgeburtsassoziierte Erkrankungen
ROP (%) [n] 12 [4] 4 (3] 0,201
IVH (%) [n] 24 [8] 19 [14] 0,610
BPD (%) [n] 41 [14] 45 [34] 0,835
E Therapien vor Probengewinnung
Aktuelle Antibiotikatherapie (%) [n] 79 [27] 25 [19] <0,001
Dauer (d) 1[1-9] 3[1-17] 0,003
Corticoidtherapie (%) [n] 15 [5] 11 [4] 0,539
Zeitraum seit letzter Gabe (d) 1[1-2] 28 [1-70] 0,012
Anzahl bisheriger Gaben (n) 2 [1-4] 411-4] 0,174
Eisentherapie (%) [n] 3[1] 47 [35] 0,001
Zeitraum seit letzter Gabe (d) 1 1[1-24] 0,689
Anzahl bisheriger Gaben (n) 6 9 [1-47] 0,499
Operationen (%) [n] 32 [11] 13 [10] 0,034
Zeitraum seit letzter Operation (d) 1[1-19] 21 [1-47] 0,010

Alle Werte als Median [Range] bzw. Mittelwert
Héamorrhagie; BPD: Bronchopulmonale Dysplasie

Standardabweichung; ROP: Retinopathia praematurorum; IVH: Intraventrikulére
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3.4.2 Die Neugeborenen mit chronischer Animie hatten héhere VEGF-Plasma-

konzentrationen als die Kinder der Kontrollgruppe
Beim Vergleich der VEGF-Plasmakonzentrationen zeigten sich signifikant héhere Werte in
der Andmiegruppe (93 pg/ml (IQR 46-151) als in der Kontrollgruppe (45 pg/ml (IQR 30-94),
p<0,001) (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Boxplot beziiglich der VEGF-Plasmakonzentrationen in Kontroll- und Anéimiegruppe. Die Box wird
jeweils vom ersten und dritten Quartil begrenzt; innerhalb der Box ist der Median markiert; oberer und unterer whisker enden

mit dem grofBten bzw. kleinsten Wert innerhalb der inneren Eingrenzung; Ausreifler sind ausgeblendet.
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3.4.3 Eine chronische Anédmie fiihrte nicht zu hoheren EPO-Spiegeln im Plasma

Beim Vergleich der EPO-Werte von Kontroll- und Andmiegruppe fanden sich keine
signifikanten Unterschiede (187 pg/ml (IQR 108-251) vs. 148 pg/ml (IQR 92-210), p=0,11)
(Abbildung 9).
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Abbildung 9: Boxplot beziiglich der EPO-Plasmakonzentrationen in Kontroll- und Anéimiegruppe. Die Box wird
jeweils vom ersten und dritten Quartil begrenzt; innerhalb der Box ist der Median markiert; oberer und unterer whisker enden
mit dem grofBten bzw. kleinsten Wert innerhalb der inneren Eingrenzung; Ausreifler sind ausgeblendet.
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3.5 VEGF-,Cut-off “-Wert bei kritischer Anéiimie

3.5.1 Erstellung eines ,,Cut-off “~-Wertes

Geht man davon aus, dass die Kontrollgruppe die physiologische Verteilung der VEGF-
Plasmakonzentrationen bei Neugeborenen widerspiegelt, so wiirden die VEGF-Referenzwerte
zwischen O und 131 pg/ml liegen. Damit kann spekuliert werden, dass Werte tiber 140 pg/ml

Ausdruck einer Gewebehypoxie und damit pathologisch sind.

Zur weiteren Analyse wurde die Andmiegruppe anhand dieses ,, Cut-off “-Wertes in zwei
Untergruppen mit VEGF-Werten vor Transfusion von weniger als 140 pg/ml (n=52) und
mehr als 140 pg/ml (n=23) eingeteilt. Zwischen beiden Gruppen zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede beziiglich Gestationsalter, Geburtsgewicht und sonstigen
perinatologischen Parametern (Tabelle 5 A). Ebenso fanden sich keine wesentlichen
Unterschiede beim aktuellen Sauerstoffbedarf und der Beatmungssituation (Tabelle 5 B). Es
fiel eine signifikant hohere Hkt-Abfallgeschwindigkeit in der Gruppe ,,VEGF>140pg/ml* auf
(p=0,011). Bis auf eine gehéufte Eisentherapie bei den Kindern mit VEGF<140 pg/ml
(p=0,024) zeigten sich in den restlichen Parametern keine signifikanten Unterschiede (Tabelle

5D-E).
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Tabelle 5: Parameter in den zwei Subgruppen der Anéimiegruppe

VEGF < 140 pg/ml VEGF > 140 pg/ml p
Anzahl (n) 52 23
A Perinatale Parameter
Weiblich (%) 42 56 0,319
Gestationsalter (SSW) 30 [24-37] 27 [24-39] 0,678
Geburtsgewicht (g) 988 [550-2825] 850 [550-3470] 0,661
Sectiorate (%) 79 70 0,395
Rate an Mehrlingen (%) 33 35 1,000
Nabelarterien-pH 7,30 [7,10-7,43] 7,29 [6,91-7,43] 0,092
APGAR nach 1 min 6[1-10] 4[1-9] 0,346
APGAR nach 5 min 8 [5-10] 7 [2-10] 0,743
APGAR nach 10 min 9 [6-10] 8 [4-10] 0,379
B Aktuelle Parameter
Alter (d) 38 [3-92] 15 [5-94] 0,136
Gewicht (g) 1735 [590-4670] 1265 [506-3640] 0,156
0,-Bedarf (%) 23 17 0,762
FiO,=0,22 - 0,30 (%) 19 13 0,743
FiO, > 0,30 (%) 4 1,000
Atemunterstiitzung (%) 44 65 0,133
0,-Sonde (%) 12 13 1,000
CPAP (%) 15 39 0,036
Konventionelle Beatmung (%) 17 13 0,745
0,-Sittigung (%) 95,7+42 95,0+3,0 0,492
Arterieller pO, (mmHg) [n] 559+ 14,6 [17] 54,4 +14,8 [12] 0,176
C Hématologische Parameter
Erythrozyten (¥10'%/1) 3,06 +0,53 3,21 +£0,49 0,251
Himoglobin (g/dl) 9,7+2,0 102+1.8 0,262
Himatokrit (%) 279+58 29,6 +54 0,142
Hkt-Abfallgeschwindigkeit (%/d) 1,1 +£1,1 -1,7+1.2 0,011
D Friihgeburtsassoziierte Erkrankungen
ROP (%) [n] 4[2] 41] 1,000
IVH (%) [n] 21[11] 13 [3] 0,529
BPD (%) [n] 40 [21] 57 [13] 0,218
E Therapien vor Probengewinnung
Aktuelle Antibiotikatherapie (%) [n] 29 [15] 17 [4] 0,393
Dauer (d) 3[1-17] 4 [1-7] 0,267
Corticoidtherapie (%) [n] 10 [5] 13 [3] 0,695
Zeitraum seit letzter Gabe (d) 25 [1-70] 31 [21-50] 0,657
Anzahl bisheriger Gaben (n) 2 [1-4] 4[3-4] 0,249
Eisentherapie (%) [n] 56 [29] 26 [6] 0,024
Zeitraum seit letzter Gabe (d) 1[1-24] 1[1-1] 0,535
Anzahl bisheriger Gaben (n) 9 [1-47] 9 [4-28] 0,976
Operationen (%) [n] 17 [9] 411] 0,162
Zeitraum seit letzter Operation (d) 22 [1-48] 16 0,800

Alle Werte als Median [Range] bzw. Mittelwert
Héamorrhagie; BPD: Bronchopulmonale Dysplasie

Standardabweichung; ROP: Retinopathia praematurorum; IVH: Intraventrikulére
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3.5.2 Anwendung des ,,Cut-off “-Wertes auf die Kinder der Andmiegruppe

Beruhen die erhohten VEGF-Werte in der Andmiegruppe auf einer Gewebehypoxie, so

sollten diese nach Erythrozytentransfusion abfallen.

Bestand klinisch die Notwendigkeit, den Transfusionserfolg zu kontrollieren, wurde den
Studienteilnehmern neben der VEGF-Probe vor Transfusion eine weitere Blutprobe
mindestens 36 Stunden nach Transfusion abgenommen, um mégliche Anderungen der VEGF-
Plasmakonzentration nach Ausgleich der Anémie feststellen zu konnen. In der Andmiegruppe
kamen insgesamt 41 Probenpaare zusammen. Die Zeit zwischen Abnahme der ersten und

zweiten Studienprobe betrug im Mittelwert 52 = 21 Stunden.

Die 41 Probenpaare wurden anhand des ,, Cut-off “~-Wertes in 2 Subgruppen unterteilt. Dabei
fanden sich 31 Probenpaare mit einem VEGF-Wert vor Transfusion von weniger als 140

pg/ml, sowie 10 Probenpaare mit einem VEGF-Wert vor Transfusion von mehr als 140 pg/ml.

Die VEGF-Plasmakonzentrationen in der Gruppe ,VEGF>140 pg/ml“ sanken nach
Erythrozytentransfusion signifikant um 45% ab (233 pg/ml auf 160 pg/ml, p=0,037)
(Abbildung 10). Im Gegensatz dazu stiegen die VEGF-Werte in der Gruppe ,,VEGF<140
pg/ml“ um 67% an (57 pg/ml auf 95 pg/ml, p=0,003).

Beide Gruppen unterschieden sich dabei weder in der Transfusionsmenge bezogen auf das
Korpergewicht, noch in der Differenz der Hkt-Werte vor und nach Transfusion, sowie den

absoluten Hkt-Werten nach Transfusion (Tabelle 6).

Tabelle 6: Transfusionsbezogene Parameter in den zwei Subgruppen der Andmiegruppe

VEGF <140 pg/ml VEGF > 140 pg/ml p
Anzahl (n) 31 10
Tx-Menge/Kérpergewicht (ml/kgKG) 25+8 21+8 0,251
Differenz der Hkt-Werte vor/nach Tx (%) 15+5 13+5 0,172
Hkt-Werte nach Tx (%) 42 +5 404 0,605

Alle Werte als Mittelwert + Standardabweichung; Tx: Transfusion
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Abbildung 10: Boxplot beziiglich der VEGF-Werte vor und nach Transfusion in den zwei Subgruppen der
Aniimiegruppe. Die Box wird jeweils vom ersten und dritten Quartil begrenzt; innerhalb der Box ist der Median markiert;
oberer und unterer whisker enden mit dem gréBten bzw. kleinsten Wert innerhalb der inneren Eingrenzung; Ausreiler sind
ausgeblendet.

3.5.3 Anwendung auf nicht transfundierte Kinder mit Anémie

Einer Gruppe von 16 Kindern wurde zwar zusammen mit der Kreuzprobe die VEGF-Probe
abgenommen, aus klinischen Griinden erhielten sie anschlieBend jedoch keine

Erythrozytentransfusion.

Auch diese Patienten wurden anhand des ,, Cut-off “-Wertes in zwei Gruppen unterteilt. Dabei
zeigten 9 Patienten VEGF-Werte vor Transfusion von weniger als 140 pg/ml, sowie 7

Patienten VEGF-Werte vor Transfusion von mehr als 140 pg/ml.

Bei relativ kleiner Population fanden sich in der Gruppe ,,VEGF < 140 pg/ml“ mehr weibliche
Kinder (p=0,041). In sidmtlichen anderen untersuchten Parametern zeigten sich keine

signifikanten Unterschiede zwischen beiden Subgruppen (Tabelle 7 A-E).
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Tabelle 7: Parameter in den zwei Subgruppen der Gruppe ,,Keine Transfusion®

VEGF < 140 pg/ml VEGF > 140 pg/ml p
Anzahl (n) 9 7
A Perinatale Parameter
Weiblich (%) 78 14 0,041
Gestationsalter (SSW) 31 [26-40] 31 [24-39] 0,723
Geburtsgewicht (g) 1030 [610-3800] 1040 [580-3055] 0,812
Sectiorate (%) 67 86 0,585
Rate an Mehrlingen (%) 11 43 0,262
Nabelarterien-pH 7,36 [6,91-7,41] 7,27 [6,93-7,34] 0,280
APGAR nach 1 min 6[3-9] 6[1-9] 0,690
APGAR nach 5 min 7 [6-9] 7[7-9] 0,662
APGAR nach 10 min 9 [6-9] 8 [8-10] 0,789
B Aktuelle Parameter
Alter (d) 29 [3-84] 47 [1-66] 0,928
Gewicht (g) 1960 [825-3655] 1855 [640-3070] 0,717
0,-Bedarf (%) 11 43 0,262
FiO, = 0,22 - 0,30 (%) 0 43 0,063
FiO, > 0,30 (%) 11 0 1,000
Atemunterstiitzung (%) 22 71 0,126
0,-Sonde (%) 11 0 1,000
CPAP (%) 0 43 0,063
Konventionelle Beatmung (%) 11 29 0,550
0,-Siittigung (%) 950+59 933+5,5 0,564
Arterieller pO, (mmHg) [n] 549 +11,1[6] 40,73 £ 11,8 0,132
C Hématologische Parameter
Erythrozyten (¥10'%/1) 3,66 +0,76 4,19 0,76 0,201
Himoglobin (g/dl) 11,98 +2,53 13,14 £2,70 0,389
Himatokrit (%) 346 +7,1 382974 0,324
Hkt-Abfallgeschwindigkeit (%/d) -3,00 £3,55 -5,20 £7,65 0,501
D Friihgeburtsassoziierte Erkrankungen
ROP (%) [n] 0 14 1] 0,438
IVH (%) [n] 0 14 1] 0,438
BPD (%) [n] 11 [1] 14 1] 1,000
E Therapien vor Probengewinnung
Aktuelle Antibiotikatherapie (%) [n] 22 [2] 71 [5] 0,126
Dauer (d) 5[5-5] 411-15] 0,693
Corticoidtherapie (%) [n] 0 14 [1] 0,438
Zeitraum seit letzter Gabe (d) 0 25 /
Anzahl bisheriger Gaben (n) 0 1 /
Eisentherapie (%) [n] 22 [2] 29 [2] 1,000
Zeitraum seit letzter Gabe (d) 1[1-1] 1[1-1] 1,000
Anzahl bisheriger Gaben (n) 13 [4-21] 19 [10-27] 0,667
Operationen (%) [n] 0 29 [2] 0,175
Zeitraum seit letzter Operation (d) / 9 [1-17] /
Alle Werte als Median [Range] bzw. Mittelwert + Standardabweichung; ROP: Retinopathia praematurorum; IVH: Intraventrikulire

Héamorrhagie; BPD: Bronchopulmonale Dysplasie
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3.6 Zusammenfassung: Ergebnisse

Es kann festgehalten werden, dass in der vorliegenden Arbeit ...

Hauptfragestellung

(1) ... die VEGF-Plasmakonzentrationen nicht mit den Werten von Hb, Hkt und Hkt-
Abfallgeschwindigkeit korrelierten.

(2) ... die Neugeborenen mit chronischer Andmie signifikant hohere VEGF-Plasmawerte als

die Kinder der Kontrollgruppe hatten.

Nebenfragestellung

(3) ... die VEGF-Plasmakonzentrationen bei den Neugeborenen der Kontrollgruppe immer

unter 140 pg/ml lagen.

(4) ... die VEGF-Plasmakonzentrationen bei den Neugeborenen mit chronischer Animie und
VEGF-Werten vor Transfusion von tiber 140 pg/ml durch Erythrozytentransfusion signifikant

reduziert wurden.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Hauptaussagen

4.1.1 VEGTF Kkorrelierte nicht mit der Hb-Konzentration, dem Hkt und der Hkt-
Abfallgeschwindigkeit

In der klinischen Routine wird der Hkt zur Einschédtzung der Sauerstofftransportkapazitét und
des Bedarfes einer Erythrozytentransfusion bestimmt. Mit Hilfe der Sauerstofftransport-
kapazitit lasst sich in etwa die periphere Sauerstoffversorgung der Gewebe, nicht jedoch die
individuelle Schwelle zur Gewebehypoxie abschitzen. Bevor VEGF auf seine Fihigkeit, eine
solche anidmieassoziierte Gewebehypoxie reflektieren zu konnen untersucht werden konnte,
sollte zuerst ein moglicher direkter Zusammenhang zwischen Hkt bzw. Hb-Wert und der
VEGF-Plasmakonzentration ausgeschlossen werden. In der Literatur finden sich mehrere
Untersuchungen beziiglich einer solchen Korrelation - die Ergebnisse sprechen gegen einen
Zusammenhang. Maroeska Te Loo et al. (43) und Theodoridou et al. (73) fanden keine
Korrelation zwischen den Konzentrationen von VEGF und Hb. Zwei weitere Autoren
berichteten zwar von einem linearen Zusammenhang, dieser war jedoch entweder nur in einer
Subgruppe zu bestimmen (29) oder durch Multivarianzanalyse und Kategorisierung der Hb-
Werte in 3 Gruppen errechnet worden (16). Zudem berichteten Himeno et al. (29) von einer
positiven, Dunst et al. (16) jedoch von einer negativen Korrelation des Hb-Wertes mit der
VEGF-Plasmakonzentration. =~ Zusammenfassend zeigen die bisher veroffentlichten
Ergebnisse, dass kein direkter Zusammenhang zwischen Hkt/Hb-Wert bzw.
Sauerstofftransportkapazitit und den VEGF-Plasmawerten besteht. Die vorliegende Arbeit
stiitzt diese Ergebnisse - auch hier konnte keine Korrelation zwischen der Hb-Konzentration,

bzw. dem Hkt und den VEGF-Plasmakonzentrationen festgestellt werden.

Da der zeitliche Verlauf einer Andmie maBigeblichen Einfluss auf die Adaptation an eine
andmieassoziierte Hypoxie hat, wurde auch ein moglicher Zusammenhang zwischen der
Abfallgeschwindigkeit des Hkt und den VEGF-Plasmaspiegeln iiberpriift. In der Literatur
wurde ein solcher Zusammenhang bisher erst einmalig untersucht - Dunst et al. (16)
beschriecben eine  Korrelation zwischen den  VEGF-Werten und der Hb-
Abfallgeschwindigkeit. Der Zeitraum zwischen erster und zweiter Messung der
Konzentrationen von Hb und VEGF war mit 3-4 Wochen jedoch sehr grofl. Da die VEGF-

Plasmaspiegel schneller reguliert werden (4), ist eine Wertung dieses Ergebnisses nicht
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moglich. In der vorliegenden Arbeit fand sich keine Korrelation zwischen der Hkt-

Abfallgeschwindigkeit und der VEGF-Plasmakonzentration.

Die in der Literatur untersuchten Patienten waren ausnahmslos Erwachsene bzw. Kleinkinder,
Daten fiir neonatologische Patienten lagen bisher nicht vor. Mit dieser Arbeit ist nun zum
ersten Mal eine grofere Population von Neugeborenen auf einen Zusammenhang zwischen
Plasma-VEGF und Hb-Wert/Hkt bzw. Hkt-Abfallgeschwindigkeit untersucht worden. Eine
Korrelation wurde nicht gefunden - die Daten aus der Literatur und der vorliegenden Arbeit
sprechen tibereinstimmend gegen einen direkten Zusammenhang des Plasma-VEGF mit dem

Hb-Wert/Hkt und der Hkt-Abfallgeschwindigkeit.

4.1.2 Die Neugeborenen mit chronischer Animie zeigten signifikant h6here VEGF-

Plasmawerte als die Kinder der Kontrollgruppe

In der Andmiegruppe fanden sich signifikant hohere VEGF-Plasmakonzentrationen als in der
Kontrollgruppe. Diese bestand unter anderem aus Friih- und Reifgeborenen mit akuter
Anémie, die meist durch eine Operation oder eine akute Blutung zustande gekommen war.
Damit zeigten auch die Kontrollen fiir ihr Lebensalter niedrige Hkt-Werte (im Mittelwert 39,4
+ 8,3 %) - der Abfall des Hkt erfolgte aufgrund der akuten Genese der Anédmie allerdings
deutlich schneller (=5%/d).

Tierexperimentelle Daten deuten darauf hin, dass die VEGF-Plasmakonzentration nach einem
akuten hypoxischen Reiz erst nach einigen Stunden ansteigt (4, 44). Bei einer akut zustande
gekommenen Anédmie und einem Messzeitpunkt kurz nach Beginn der andmischen Situation
ist daher noch nicht mit erhohten VEGF-Plasmakonzentrationen zu rechnen. In der
vorliegenden Arbeit erfolgte die Probenabnahme zur VEGF-Bestimmung bei den Kindern der
Kontrollgruppe zeitnah nach Beginn der Anémie. Die gemessenen VEGF-Plasmaspiegel sind

zudem mit Daten aus der Literatur von Neugeborenen ohne Anédmie vergleichbar (Tabelle 8).

Auch die erhohten VEGF-Werte in der Andmiegruppe werden durch die Literatur gestiitzt,
wobei jedoch keine neonatologischen Daten existieren. Neben tierexperimentellen
Untersuchungen (44) wurden zum direkten Zusammenhang zwischen Andmie und der VEGF-
Plasmakonzentration bisher zwei klinische Studien ver6ffentlicht. Solovey et al. (67)
fanden in einer Gruppe von erwachsenen Patienten mit Sichelzellanimie beim Vergleich

mit Kontrollen signifikant hohere VEGF-Plasmakonzentrationen (120 vs. 38 pg/ml).
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Dunst et al. (16) berichteten ebenfalls von hoheren VEGF-Plasmaspiegeln unter erwachsenen

Patienten mit renaler Anémie (90 vs. 16 pg/ml bei gesunder Kontrollgruppe).

Tabelle 8: VEGF-Plasmakonzentrationen in der Literatur

Autor n  Alter, Pathologie VEGF
Lassus et al. (1999) (37) 24 7 Lebenstage, gesunde Friihgeborene (27 SSW) 48 pg/ml
Abrahamov et al. (2000) (1) 3 4 Lebenstage - 6 Lebenswochen, gesunde Reifgeborene <35 pg/ml
Tsao et al. (2005) (75) 30  wenige Lebensminuten, gesunde Friihgeborene (30 SSW) 43 pg/ml
Solovey et al. (1999) (67) 21  >18 Lebensjahre, Sichelzellandmie 120 pg/ml
Dunst et al. (2002) (16) 23 50 Lebensjahre, renale Anidmie 90 pg/ml
Himeno et al. (2003) (29) 65 3 Lebensmonate - 40 Lebensjahre, zyanotische Herzfehler 149 pg/ml

Dartiber hinaus existieren indirekte Hinweise darauf, dass eine Hypoxie zu einem Anstieg der
VEGF-Plasmakonzentration fiihrt. Man findet beispielsweise hohe VEGF-Werte bei Patienten
mit hypoxieassoziierten Erkrankungen - so berichteten Himeno et al. (29) von VEGF-
Plasmakonzentrationen um rund 150 pg/ml in einer Patientengruppe mit zyanotischen

Herzfehlern.

Um auszuschlieBen, dass die Unterschiede in den VEGF-Plasmakonzentrationen in der
vorliegenden Arbeit durch andere Faktoren zu erkldren sind, wurden beide Studiengruppen
verglichen. Dabel fiel auf, dass die Kinder in der Andmiegruppe ein signifikant niedrigeres
Geburtsgewicht und Gestationsalter hatten. Allerdings waren sowohl das aktuelle Gewicht,
als auch das korrigierte Gestationsalter zum Zeitpunkt der Probenentnahme gleich. Bisher
existieren keine Daten dariiber, ob die VEGF-Konzentration von Geburtsgewicht, sowie von
Gestations- und Lebensalter abhéingig ist - in der vorliegenden Arbeit wurde keine Korrelation

dieser Parameter mit den VEGF-Plasmaspiegeln gefunden.

Die Kinder der Kontrollgruppe bendtigten signifikant hédufiger eine Atemunterstiitzung -
gleichzeitig erhielten sie jedoch nicht signifikant mehr zusitzlichen Sauerstoff als die Kinder
in der Aniimiegruppe. Uber die Beeinflussung der VEGF-Spiegel durch unterschiedliche
Beatmungsformen existieren keine Hinweise - da die Gruppen keinen signifikant
unterschiedlichen Sauerstoffbedarf hatten, erscheint eine relevante Verfilschung der VEGF-

Werte unwahrscheinlich.

Zusammenfassend finden sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen beiden

Studiengruppen. Zudem sind sowohl die VEGF-Plasmakonzentrationen der Kontrollgruppe,
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als auch die erhohten Werte der Andmiegruppe mit Daten aus der Literatur vergleichbar

(Tabelle 8).

HIF-1 reguliert in Abhéngigkeit von Hypoxie nicht nur VEGF sondern auch EPO (34). Aus
diesem Grund wurde neben VEGF auch EPO im Plasma der Studienteilnehmer gemessen.
Anders als die VEGF-Spiegel unterschieden sich die Plasmawerte von EPO jedoch nicht
signifikant zwischen Kontroll- und Andmiegruppe. Ebenso fand sich keine Korrelation des
EPO mit der Hb-Konzentration, dem Hkt und der Hkt-Abfallgeschwindigkeit. Diese
Ergebnisse werden durch Daten aus der Literatur gestiitzt. Vor allem friihgeborene Kinder
konnen in den ersten Lebensmonaten auf eine Andmie noch nicht mit addquaten EPO-
Spiegeln antworten - trotz des Abfalles der Hb-Konzentration durch die Trimenonreduktion
auf die niedrigsten Werte in der gesamten Wachstumsphase unterscheiden sich die EPO-
Spiegel von Friihgeborenen und Erwachsenen zu diesem Zeitpunkt nicht signifikant
voneinander (9). Die EPO-Werte korrelieren zudem nicht mit dem Schweregrad einer Anémie
(36). Die Daten aus Literatur und dieser Arbeit deuten damit iibereinstimmend darauf hin,

dass EPO nicht als Marker einer Transfusionsbediirftigkeit von Neugeborenen zu nutzen ist.

In der vorliegenden Arbeit fiel auf, dass nicht alle Kinder in der Andmiegruppe hohe VEGF-
Plasmakonzentrationen zeigten. Spiegeln die VEGF-Plasmaswerte das Ausmal} einer
Gewebehypoxie und damit den Bedarf einer Erythrozytentransfusion wider, dann hétten
diejenigen Kinder der Andmiegruppe mit niedrigen VEGF-Plasmakonzentrationen zum
Zeitpunkt der Probenentnahme noch keine ausgeprigte Gewebehypoxie entwickelt und aus
diesem Grund noch keine Erythrozytentransfusion bendtigt. Es konnte somit iliber einen
VEGF-Grenzwert spekuliert werden, dessen Uberschreiten die Transfusionsbediirftigkeit

einer Anidmie anzeigt.

4.1.3 Definition eines VEGF-,, Cut-off “~-Wertes bei 140 pg/ml

Alle Kinder in der Kontrollgruppe hatten VEGF-Plasmakonzentrationen von unter 140 pg/ml.
Wenn man davon ausgeht, dass diese Kinder bisher eine ausreichende Sauerstoffversorgung
der Gewebe hatten, kann spekuliert werden, dass sie damit ,Normalwerte* fiir VEGF
darstellen. Wendet man diese ,,Normalwerte* auf die Kinder der Anidmiegruppe an, so zeigt
sich, dass 69 % dieser Kinder keine erhchten VEGF-Werte und damit wahrscheinlich keine
Gewebehypoxie hatten. Dies wiirde bedeuten, dass bei gut zwei Dritteln der Kinder, die nach

den aktuellen Transfusionsrichtlinien eine Erythrozytentransfusion erhalten hatten, noch keine

43



relevante Gewebehypoxie bestand und diese Kinder keine Transfusion bendtigt hitten. Im
Gegensatz dazu zeigten 44 % der Kinder aus der Gruppe ,.keine Transfusion® VEGF-Werte
tiber 140 pg/ml und hétten somit bei kritischer andmieassoziierter Gewebehypoxie eventuell

von einer Transfusion profitiert.

Es ist jedoch nicht vollig auszuschlieBen, dass bei den Kindern der Kontrollgruppe zum
Zeitpunkt der Probenentnahme nicht doch eine Hypoxie bestanden hat, da bisher kein
Goldstandard zur Erkennung einer Hypoxie vorliegt. Eine Moglichkeit, diese zu
quantifizieren besteht in der Messung der FOE (78). In einer zukiinftigen Studie konnten die
Bestimmungen des Plasma-VEGF mit der Messung der FOE kombiniert werden, um damit

das Vorliegen einer Hypoxie zu verifizieren.

4.1.4 VEGF-Werte iiber 140 pg/ml sanken nach Transfusion signifikant ab

Geht man davon aus, dass hohe VEGF-Werte mit einer relevanten Gewebehypoxie assoziiert
sind, dann miissten die Werte nach Normalisierung der Sauerstoffversorgung des Gewebes
durch  Erythrozytentransfusion  wieder absinken.  Tatsdchlich fielen die vor
Erythrozytentransfusion tiber 140 pg/ml erhohten VEGF-Werte in der vorliegenden Arbeit

nach Transfusion signifikant ab.

Auf der anderen Seite stiegen die vor Erythrozytentransfusion unter 140 pg/ml gelegenen
VEGF-Plasmakonzentrationen nach Transfusion an. Hypothetisch konnte eine
voriibergehende Aufhebung der Andmiekompensation durch die Erythrozytentransfusion zu
einer kurzzeitigen Gewebehypoxie und damit zu hoheren VEGF-Plasmakonzentrationen
gefiihrt haben. Der Mechanismus dieser VEGF-Erhohung bleibt letztendlich unklar und muss

in weiteren Studien untersucht werden.

Ein Einfluss der Transfusionspraxis auf die Anderung der VEGF-Werte erscheint
unwahrscheinlich - es fielen keine signifikanten Unterschiede beim relativen

Transfusionsvolumen und bei den durch Erythrozytentransfusion erreichten Hkt-Werten auf.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Anderung der VEGF-
Plasmakonzentrationen vor und nach Erythrozytentransfusion auf die Existenz eines
diagnostischen Grenzbereiches schlielen ldsst, der eine schiadigende Gewebehypoxie anzeigt.
Ob dieser ,,Cut-off**-Wert tatsdchlich bei 140 pg/ml liegt, miissen weitere Studien kldren.
Auch muss untersucht werden, ob ein durch VEGF geleitetes Transfusionsregime letztendlich

zu einem besseren klinischen Outcome der Kinder fiihrt.
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4.2 Regulation der VEGF-Expression

In der vorliegenden Studie fanden sich signifikant erhohte VEGF-Plasmakonzentrationen bei
neugeborenen Kindern mit chronischer Animie, die als Ausdruck der Gewebehypoxie bei
insuffizienter Sauerstoffversorgung interpretiert wurden. VEGF wird allerdings auch durch

eine ganze Reihe anderer Faktoren beeinflusst.

a) Entziindung und Infektion

VEGEF spielt eine wichtige Rolle in der Vermittlung der Gefépermeabilitét bei entziindlichen
Erkrankungen (19). Des Weiteren stimulieren inflammatorische Zytokine wie Interleukin-6
die VEGF-Expression (12). Um den Einfluss einer akuten Entziindung auf die VEGF-Werte
zu erfassen, wurde untersucht, ob zum Zeitpunkt der Probenentnahme eine Infektion (definiert
als Antibiotikatherapie) vorlag. Es zeigte sich, dass die Kinder in der Kontrollgruppe zum
Zeitpunkt der Probenentnahme signifikant hdufiger mit Antibiotika behandelt wurden, als die
Kinder der Andmiegruppe (79 % vs. 25 %, p<0,001). Die Neugeborenen in der
Kontrollgruppe waren zu diesem Zeitpunkt im Median 2 Lebenstage alt - es ist daher
anzunehmen, dass einige Kinder aufgrund einer maternalen Infektion eine prophylaktische
antibiotische Therapie erhalten hatten, ohne dass eine gesicherte Infektion des Kindes vorlag.
Da eine Entziindung die VEGF-Spiegel steigert, wire zudem in der Kontrollgruppe eine

Erh6hung der Werte zu erwarten.

Wihrend der Wundheilung finden sich hohe VEGF-Konzentrationen im Wundserum (31).
Dabei wird vermutet, dass neben der Neuproduktion auch gespeichertes VEGF aus
Thrombozyten (52) freigesetzt wird. Die Kinder der Andmiegruppe wurden vor Abnahme der
VEGEF-Probe seltener operiert, zudem lagen deren Eingriffe ldnger zurtick als bei den Kindern
der Kontrollgruppe. Eine Erh6hung der VEGF-Plasmakonzentration wire daher auch hier
eher in der Kontrollgruppe zu erwarten - dennoch zeigten sich die VEGF-Werte dort
signifikant niedriger als in der Andmiegruppe. Dariiber hinaus waren die VEGF-

Plasmakonzentrationen der Kontrollgruppe gut mit Werten aus der Literatur vergleichbar (1,

37,75).

b) Hormone und Neoplasien

Eine Reihe von Hormonen, wie etwa TSH, Gonadotropine oder ACTH konnen die VEGF-

Expression induzieren (19). Die relative Anzahl an Neugeborenen, die mit Corticoiden
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behandelt wurden, unterschied sich nicht zwischen Kontroll- und Andmiegruppe. Ein direkter
Einfluss von systemischen Corticoiden auf die VEGF-Plasmakonzentrationen ist nicht
bekannt. Da insgesamt lediglich 15 % der Kinder aus der Kontrollgruppe und 11 % der
Kinder aus der Andmiegruppe Corticoide erhalten hatten, ist eine Verfdlschung der VEGF-

Werte durch die Cortisontherapie eher unwahrscheinlich.

Eine ganze Reihe von Tumorerkrankungen haben starken Einfluss auf die Plasmawerte des

VEGTF (20). Neoplasien waren jedoch bei keinem Studienteilnehmer bekannt.

Zusammenfassend finden sich in den einzelnen Gruppen auch andere Faktoren, die neben
Hypoxie die VEGF-Produktion stimulieren konnten. Diese fanden sich jedoch eher in der
Kontrollgruppe, so dass sich die Unterschiede der VEGF-Plasmakonzentrationen zwischen
Kontroll- und Anédmiegruppe dadurch nicht erklidren lassen. Die VEGF-Plasmawerte waren

zudem mit dhnlichen Populationen aus der Literatur vergleichbar (1, 37, 75).

4.3 Methodendiskussion

4.3.1 Probenaufarbeitung
a) Zeitraum bis zur Zentrifugation

Die VEGF-Konzentrationen unterscheiden sich zwischen Serum- und Plasmaproben. Dafiir
urséchlich sind am ehesten groBe Mengen an VEGF in Thrombozyten, die wihrend deren
Aktivierung im Rahmen der Koagulation freigesetzt werden (30, 80). Um eine Blutgerinnung
und Thrombozytenaggregation zu vermeiden, erfolgte die Bestimmung des VEGF im Plasma.
Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Antikoagulanz Citrat beeinflusst die VEGF-

Konzentration nicht (30).

Je lidnger Proben bei Zimmertemperatur ruhig stehen, desto hoher steigt deren VEGF-
Konzentration. Wihrend die VEGF-Werte nach 30 - 60 Minuten noch nicht erhoht sind, fiihrt
ein Zeitraum von 2 - 6 Stunden zwischen Abnahme und Weiterverarbeitung der Probe zu
signifikant erhohten VEGF-Spiegeln (30). Aus diesem Grund wurden die Proben in der
vorliegenden Studie innerhalb der ersten Stunde nach Abnahme im Labor zentrifugiert und

anschlieBend eingefroren.
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b) Zentrifugation

Eine hohe Zentrifugalkraft beim Aufteilen der Probe in Plasma und korpuskulédre Bestandteile
ist mit einer Reduktion des VEGF-Plasmaspiegels assoziiert, denn durch die Zentrifugation
wird mit den Thrombozyten der potentiell stiarkste VEGF-Speicher grofitenteils entfernt. Je
langer und stirker zentrifugiert wird, desto weniger Thrombozyten verbleiben in der Probe.
Zentrifugiert man die Proben jedoch zu lange und mit zu hoher Zentrifugalkraft, steigen die
VEGF-Werte wieder an (30). Dies ist durch eine mechanische Aktivierung der Thrombozyten
mit nachfolgender Ausschiittung von VEGF durch die Zentrifugation zu erkldren (30). Eine
Zentrifugation von 2904g¢ fiir 5 Minuten fiihrt zu den niedrigsten VEGF-Werten direkt nach
Zentrifugation, sowie zu akzeptablen Restbestinden an Thrombozyten (30). Die VEGF-
Proben in der vorliegenden Studie wurden fiir 10 min mit einer Kraft von etwa 1400 - 2150 g

zentrifugiert.

c) Lagerung

Niedrige Temperaturen konnen bei Thrombozyten zur Schidigung der Zellmembran mit
daraus resultierender Freisetzung der Zellbestandteile fiihren. Mit einer solchen Zytolyse und
nachfolgenden VEGF-Konzentrationsdnderungen ist erst ab etwa 6 Zyklen von Einfrieren und
Auftauen der Proben zu rechnen (80). Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Plasmaproben enthalten nur noch Spuren von Thrombozyten, niedrige Temperaturen haben

deshalb nur noch minimale Auswirkungen auf die VEGF-Konzentration der Probe.

4.3.2 Studienpopulation

Die Einteilung der Kinder in die einzelnen Studiengruppen war vorwiegend an der
Abfallgeschwindigkeit des Hkt orientiert. Eine chronische Andmie zeichnete sich durch eine
niedrige, eine akute durch eine hohe Hkt-Abfallgeschwindigkeit aus. Prinzipiell fand sich
keine  Korrelation zwischen der Hkt-Abfallgeschwindigkeit und der VEGF-
Plasmakonzentration. Bisher existieren jedoch keine allgemeingiiltigen Definitionen einer
chronischen Anédmie, daher wurden auch in der vorliegenden Arbeit die Grenzen zwischen

akutem und chronischem Verlauf empirisch gesetzt.

Optimal wire eine Kontrollgruppe aus gesunden Neugeborenen. Diese wurde jedoch von der
Ethikkommission der Charité nicht genehmigt, da eine Blutentnahme bei sonst gesunden

Kindern nicht vertretbar ist. VEGF wird in hypoxischen Situationen erst nach mehreren
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Stunden bis Tagen hochreguliert (4, 44). Aus diesem Grund wurden fiir die Kontrollgruppe
der vorliegenden Arbeit unter anderem Kinder mit akuten Anidmien rekrutiert. Durch die
zeitnahe Probenentnahme nach Beginn der Andmie erscheint eine Verfédlschung der VEGF-

Plasmakonzentrationen unwahrscheinlich.

4.3.3 Untersuchungsmaterial

In der vorliegenden Studie wurden die VEGF-Werte im Blutplasma bestimmt. Die Entnahme
vor Transfusion erfolgte zusammen mit der Kreuzprobe, die zweite Probe wurde 24-36
Stunden nach Transfusion gemeinsam mit der Probe zur Kontrolle des Transfusionserfolges
abgenommen. Beide Abnahmen erfolgten damit im Rahmen der Routineblutentnahmen bei
geplanter Erythrozytentransfusion. Das fiir die Bestimmung der Konzentrationen von VEGF
und EPO zusitzlich entnommene Blutvolumen von 0,7 ml war fiir die Kinder gut zu
tolerieren. Hiufigere Blutentnahmen zur longitudinalen Betrachtung der VEGF-Werte wiirden
allerdings mit einem nicht unerheblichen Blutverlust einhergehen. VEGF ist im Urin messbar
(79), ob eine Korrelation zwischen den Urin- und den Plasmawerten des VEGF besteht, ist
jedoch noch unklar. Aus diesem Grund wird derzeit - als Fortsetzung der vorliegenden Arbeit
- untersucht, ob eine Bestimmung des VEGF im Urin zur Einschitzung der

Transfusionbediirftigkeit moglich ist.

4.4 Fazit

4.4.1 Klinische Relevanz

Die Anédmie stellt ein groBes Problem in der Neonatologie dar. Fiir den optimalen Zeitpunkt
einer Therapie durch Erythrozytentransfusion gibt es bis heute keinen geeigneten Indikator.
Prinzipiell sollte eine Transfusion erfolgen, wenn eine Anidmie mit Gewebehypoxie
einhergeht. Diese Hypoxie ist mit den gingigen diagnostischen Mdoglichkeiten bis heute
jedoch nicht ausreichend zu quantifizieren. Bisher werden zur Entscheidung fiir oder gegen
eine Erythrozytentransfusion meist die Werte von Hb und Hkt herangezogen. Diese
korrelieren zwar in etwa mit der Sauerstofftransportkapazitit, nicht jedoch mit dem
Vorhandensein einer Gewebehypoxie. Niedrige Hkt-Werte konnen eine Andmie lediglich
definieren, die individuelle Entscheidung tiber eine Therapie durch Erythrozytentransfusion
muss immer im Zusammenhang mit dem klinischen Zustand des Kindes getroffen werden.

Tachykardie, Tachypnoe, mangelnde Gewichtszunahme und Apnoen sind dabei u.a.
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klassische Zeichen der symptomatischen Andmie. Oft zeigt diese Klinik jedoch nicht den
eigentlichen Beginn des Sauerstoffmangels an - schon bei klinisch noch stabilen andmischen
Kindern findet man eine erhohte kardiale Auswurfleistung als Zeichen der unzureichenden
Sauerstoffversorgung (3). In der vorliegenden Arbeit fiel auf, dass einige Kinder schon bei
Hkt-Werten um 30% mit erhohten VEGF-Spiegeln reagierten, widhrend andere bei Hkt-
Werten um 20% noch niedrige VEGF-Konzentrationen aufwiesen. Dies spricht dafiir, dass
die Hypoxieschwelle individuell sehr unterschiedlich und mit den gédngigen diagnostischen
Moglichkeiten nicht genau darzustellen ist. Eine alleinige Einschidtzung der
Transfusionsbediirftigkeit von neugeborenen Kindern anhand der Klinik und der Werte von
Hb und Hkt erscheint nicht ausreichend, um einen beginnenden Sauerstoffmangel rechtzeitig

zu erkennen.

Bisher untersuchte Parameter, die eine andmiebedingte Hypoxie genauer darstellen sollten,
konnten sich nicht durchsetzen. Die gemessenen Werte der FOE sind zwar bei Kindern mit
symptomatischer Andmie erhoht (78) und die FOE damit prinzipiell als Transfusionsindikator
geeignet - aufgrund nicht eindeutiger Studienergebnisse (77) ist diese Methode bis heute
allerdings nicht etabliert. Die Blutlaktatkonzentration steht ebenfalls in engem Zusammen-
hang mit Hypoxie - in Studien konnte sie jedoch nicht als verldsslicher Parameter tliberzeugen
(24). Auch EPO eignet sich nicht als Indikator einer Transfusionsbediirftigkeit - im
Neugeborenenalter ist der Organismus noch nicht fdhig, auf eine Andmie mit einem
ausreichenden EPO-Anstieg zu reagieren (9). In dieser Studie unterschieden sich die EPO-

Spiegel von Anédmie- und Kontrollgruppe nicht signifikant.

Die vorliegende Arbeit beschreibt zum ersten Mal VEGF als Transfusionsindikator von
andmischen Neugeborenen. Es konnte gezeigt werden, dass die Neugeborenen mit
chronischer Andmie signifikant hohere VEGF-Plasmakonzentrationen als die Kinder der
Kontrollgruppe hatten. Wenn die VEGF-Spiegel die Sauerstoffsituation der Gewebe
reflektieren, dann sind erhohte Werte als Zeichen der anémieassoziierten Gewebehypoxie zu
werten. Das Uberschreiten bestimmter VEGF-Grenzwerte konnte somit auf das Vorliegen
einer relevanten Gewebehypoxie und damit auf den Bedarf einer Erythrozytentransfusion
hinweisen - in der vorliegenden Arbeit fand sich ein solcher VEGF-,,Cut-off “- Wert bei 140

pg/ml.

Damit kommt der Bestimmung des VEGF theoretisch eine entscheidende klinische
Bedeutung zu. Aufgrund nicht unerheblicher Risiken fiir die Kinder muss die Indikation zur

Erythrozytentransfusion sehr eng gestellt werden — mit den heute géngigen diagnostischen
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Mitteln ist diese Entscheidung objektiv jedoch nicht zu treffen. Die Moglichkeit der
Quantifizierung der andmieassoziierten Gewebehypoxie durch Bestimmung der VEGF-
Plasmakonzentration konnte helfen, die individuelle Hypoxieschwelle genauer darzustellen
und damit den pathophysiologisch sinnvollen Zeitpunkt einer Therapie durch
Erythrozytentransfusion exakter zu setzen. Zur klinischen Nutzung bedarf es jedoch zuerst
groBerer Studien. Dabei sollte grundsitzlich untersucht werden, ob eine durch definierte
VEGEF-Grenzwerte geleitete Transfusionsrichtlinie zu einem schnelleren Wachstum bzw. zu
einem besseren klinischen Outcome der Kinder fiihrt. Moglicherweise kann eine
Gewebehypoxie dabei durch die Kombination der Bestimmungen von VEGF-Konzentration
und FOE genauer quantifiziert werden. Fiir eine longitudinale VEGF-Messung wiire es zudem
interessant, ob der Zusammenhang zwischen chronischer Andmie und VEGF im Plasma auch

auf die Urinspiegel tibertragbar ist.

4.4.2 Ausblick

Wenn VEGEF tatsichlich die Gewebehypoxie reflektiert, sind weitere Nutzungsmoglichkeiten
denkbar. VEGF findet sich vermehrt im Plazentagewebe von Miittern neugeborener Kinder
mit hypoxisch-ischdmischer Enzephalopathie (74) - es ist daher denkbar, VEGF als
Asphyxiemarker zu nutzen, mit Hilfe dessen die Indikation zur Entbindung objektiver gestellt
werden konnte. Auch ein Einsatz bei Patienten mit zyanotischen Herzfehlern ist denkbar: bis
heute basieren die Sauerstoffsittigungsgrenzen ebenfalls nicht auf pathophysiologischen

Grundlagen - VEGF konnte helfen, diese objektiver zu setzen.
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S Zusammenfassung

Bis heute stellt die chronische Anédmie ein groBes Problem in der Neonatologie dar. Einzige
Therapieoption ist die Erythrozytentransfusion, deren Indikation aufgrund zum Teil
schwerwiegender Risiken wie Transfusionsreaktionen oder Infektionen sehr eng gestellt
werden muss. Die Gefahr einer Anémie liegt in der Ausbildung einer Gewebehypoxie, welche
durch die heute gidngigen Transfusionsrichtlinien (basierend auf den Werten von Hb / Hkt
sowie der Klinik) jedoch nicht ausreichend erkannt werden kann. Bislang ist es nicht moglich,
diese andmieassoziierte Gewebehypoxie direkt zu messen. VEGF ist ein sauerstoffabhédngig
regulierter Wachstumsfaktor, der bei Patienten mit renaler Anidmie erhéht ist. Die vorliegende
Arbeit untersucht die Moglichkeit, VEGF als objektiven Indikator einer Transfusions-

bediirftigkeit von Neugeborenen zu nutzen.

In einer prospektiven Studie wurden die VEGF-Plasmakonzentrationen von Friih- und
Reifgeborenen mit der klinischen Diagnose einer transfusionsbediirftigen Andmie bestimmit.
Zur Auswertung wurden die Kinder in 3 Studiengruppen eingeteilt: Kontrollgruppe
(Transfusion aufgrund einer akuten Andmie - meist durch eine Blutung - mit Hkt-
Abfallgeschwindigkeit = 5%/d und Kinder mit klinischer Indikation zur Transfusion am 1.
oder 2. Lebenstag), Andmiegruppe (Transfusion aufgrund einer chronischen Animie mit Hkt-
Abfallgeschwindikeit < 5%/d) und ohne Transfusion (trotz Andmiediagnostik aus klinischen
Griinden keine durchgefiihrte Erythrozytentransfusion). Bei allen Kindern wurden jeweils vor
und nach Transfusion die Plasmakonzentrationen von VEGF und EPO bestimmt sowie der

klinische Zustand anhand prospektiv definierter Parameter charakterisiert.

Es zeigte sich, dass die VEGF-Plasmaspiegel nicht mit der Hb-Konzentration, dem Hkt und
der Hkt-Abfallgeschwindigkeit korrelierten. Beim Vergleich der VEGF-Plasmakonzen-
trationen fanden sich signifikant hohere Werte in der Andmiegruppe (Median 93 pg/ml,
IQR 46-151) als in der Kontrollgruppe (45 pg/ml, IQR 30-94), wihrend sich die EPO-Spiegel
nicht unterschieden. Da alle Kinder der Kontrollgruppe VEGF-Plasmaspiegel von unter 140
pg/ml zeigten, wurde dieser Wert als obere Normgrenze (,,Cut-off *“) von Neugeborenen mit
suffizienter Sauerstoffversorgung der Gewebe angenommen. Insgesamt zeigten 30% der
chronisch andmischen, sowie 43% der nicht transfundierten Kinder VEGF-Werte {iber

diesem ,,Cut-off “~-Wert. VEGF-Plasmaspiegel von Kindern der Andmiegruppe, welche vor

51



Transfusion tiber dem ,,Cut-off “-Wert von 140 pg/ml lagen, fielen nach Erythrozyten-

transfusion signifikant ab.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit die
These, VEGF als objektiven Transfusionsindikator von Neugeborenen nutzen zu kénnen,
unterstiitzen. Aus ethischen Griinden war es nicht moglich, gesunde Neugeborene als
Kontrollgruppe zu rekrutieren. Da ein Anstieg der VEGF-Plasmawerte nach einem akuten
hypoxischen Reiz erst innerhalb von mehreren Stunden messbar wird, wurden zum Teil
Neugeborene mit akuten Andmien als Kontrollgruppe herangezogen. Die VEGF-
Plasmakonzentrationen dieser Kinder stimmen mit vergleichbaren Daten aus der Literatur von
Neugeborenen ohne Animie iiberein. Uber 140 pg/ml erhéhte VEGF-Werte konnten daher als
Zeichen einer relevanten Gewebehypoxie und damit des Bedarfes einer

Erythrozytentransfusion gedeutet werden.

Grofere klinische Studien sollten nun untersuchen, ob 140 pg/ml wirklich der ideale VEGF-
,»Cut-off “-Wert ist, um eine schidigende Gewebehypoxie anzuzeigen. Ferner sollte geklért
werden, ob eine Transfusionsrichtlinie anhand prospektiv definierter VEGF-Grenzwerte im
Vergleich mit den aktuell gédngigen Richtlinien anhand von Hkt / Hb zu einem besseren

klinischen Outcome von Neugeborenen fiihrt.
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6.2 Elterninformation/Aufkliarung

Liebe Eltern,

Ihr Kind liegt auf der Intensivstation eines neonatologischen Zentrums der Universitétsklinik
Charité. Dank der langjdhrigen Erfahrung und des stindig wachsenden Wissens durch
intensive Forschung, kann inzwischen sowohl sehr kleinen als auch reifen Neugeborenen mit
schwerwiegenden Erkrankungen, wie angeborenen Herzfehlern und Fehlbildungen im
Magen/Darmbereich, der Start ins Leben erleichtert werden. Trotzdem treten bei der
medizinischen Versorgung dieser besonders kleinen Kinder noch einige Probleme und Fragen
auf. Wir mochten durch unsere Forschung dazu beitragen, Erkrankungen und Probleme zu

vermeiden oder rechtzeitig optimal behandeln zu konnen.

Die Blutarmut (Anidmie) kann man bei sehr kleinen und kranken Friihgeborenen nur schwer
verhindern. Dafiir gibt es im Wesentlichen zwei Griinde. Einerseits ist die Produktion roter
Blutzellen bei sehr unreifen Neugeborenen deutlich herabgesetzt, andererseits entsteht
besonders bei kranken Friih- und Neugeborenen durch einen erhShten Verbrauch an roten
Blutzellen und die notwendigen Blutentnahmen ein erheblicher Blutverlust, der durch die

Neuproduktion nicht ausgeglichen werden kann.

Da die roten Blutkorperchen fiir den Transport von Sauerstoff im Blut notwendig sind, kann
ein Mangel an roten Blutzellen zu Gedeihstorungen, vermehrten Herzfrequenzabfillen und
einem erhohten Sauerstoffbedarf in der Atemluft filhren. Der Kinderarzt wird abhédngig von
den Kontrollen der Blutwerte und den o.g. klinischen Begleitsymptomen entscheiden, wann
der Zeitpunkt fiir eine Transfusion, d.h. der Gabe von roten Blutzellen (auch Erythrozyten
genannt), gekommen ist. Zwar gibt es allgemeine Richtlinien zur Transfusion von
Erythrozytenkonzentraten bei friithen und kranken Neugeborenen, aber diese beruhen nicht auf

kontrollierten Studien, sondern auf Expertenmeinungen.

Obwohl man weil}, dass die Sauerstoffversorgung des Korpers von der Zahl der roten
Blutzellen abhéngig ist, kann die Sauerstoffversorgung trotz eines Mangels an roten
Blutzellen ausreichend sein, wenn dieser Zustand sehr langsam entstanden ist. Da es bis heute
kein direktes Mal} fiir die Sauerstoffversorgung des Gewebes gibt, soll im Rahmen der
geplanten Studie untersucht werden, ob ein bestimmter Stoff, der VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) ein geeigneter Marker fiir eine ,kritische* Andmie bei Friih- und

Reifgeborenen ist, d.h. fiir eine Anémie, die mit einem Sauerstoffmangel auf zelluldrer Ebene
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einhergeht. VEGF wird dann vermehrt im Blut gebildet, wenn es im Gewebe zu einer

Minderversorgung mit Sauerstoff kommt.

Wir méchten die VEGF-Konzentration im Blut Thres Kindes untersuchen, um herauszufinden,
ob die VEGF-Konzentration im Blut von anidmischen Kindern einen Sauerstoffmangel und

damit einen Transfusionsbedarf anzeigt.
Was bedeutet es fiir Ihr(e) Kind(er) an der Studie teilzunehmen?

Wenn bei Threm Kind eine Anidmie besteht und sich der Kinderarzt zu einer Gabe von roten
Blutzellen entschlossen hat, wird im Rahmen der normalen Vorbereitung der Transfusion
sogenanntes Kreuzblut von Threm Kind zur ereuten Bestimmung der Blutgruppe und
,»Abgleich* mit dem zu transfundierenden Blut abgenommen. Fiir unsere Studie bendtigen wir
wenig Extrablut (ca. 0,7 ml), welches wihrend der Entnahme des ,Kreuzblutes mit

abgenommen werden kann. Das heif3t, fiir Ihr Kind ist kein zusétzlicher Eingriff erforderlich.

Etwa 36-48 Stunden nach Transfusion wird der Erfolg der Transfusion routinemifBig durch
eine erneute Abnahme der Blutwerte kontrolliert. Es wird dadurch untersucht, ob die Zahl der
roten Blutkorperchen nach erfolgter Transfusion angestiegen ist. Im Rahmen dieser
routineméfBigen Kontrolle bendtigen wir nochmals 0,7 ml Blut von Ihrem Kind, um auch den
Verlauf der VEGF-Konzentration zu dokumentieren. Weitere Untersuchungen Ihres Kindes

sind NICHT notig.

Bitte lesen Sie sich die o.g. Ausfiilhrungen in Ruhe durch, Wenn Sie noch Fragen haben oder

Ihnen etwas unklar ist, wenden Sie sich bitte an Dr. .......................
Er/Sie wird gerne Thre Fragen beantworten.

Ihr Einverstindnis konnen Sie JEDERZEIT und ohne Angabe von Griinden widerrufen. Es
entsteht dadurch weder fiir Sie noch fiir Ihr Kind irgendein Nachteil bei der Behandlung.

Aufklirung iiber den Datenschutz:

Ihre Daten werden selbstverstindlich geméd dem Datenschutzgesetz vertraulich behandelt
und nicht an Dritte weitergegeben. Ein Informationsaustausch findet lediglich zwischen der
Studienirztin/dem Studienarzt und der/dem behandelnden Arztin/Arzt statt. Sofern und soweit
Sie darin einwilligen, werden die im Rahmen der o.g. Studie erhobenen Daten Ihres/Ihrer

Kinder von der Studienérztin/dem Studienarzt wie folgt verarbeitet:

Die im Rahmen der o.g. Studie erhobenen Angaben tiber Name, Geschlecht, Geburtsdatum

und die Gesundheit bzw. Krankheit Ihres Kindes werden von der Studienirztin/dem
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Studienarzt handschriftlich oder elektronisch aufgezeichnet. Diese Angaben bleiben bei der
Studiendrztin/dem  Studienarzt. Die Ergebnisse der o.g. Studie werden ohne
Bezugsmoglichkeit auf Ihr Kind (anonymisiert) voraussichtlich in einer medizinischen
Zeitschrift verdffentlicht. Die von Ihrem/Ihren Kindern im Rahmen dieser Studie
entnommenen Blutproben werden in einem Labor der Klinik untersucht und nach Studienende

vernichtet.
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6.3 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus Datenschutzgriinden in der elektronischen Version meiner Arbeit

nicht mit ver6ffentlicht.
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