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Abstrakt (deutsch)

Einleitung: Sehr unreife Frihgeborene kénnen an einer proliferativen Retinopathie (ROP)
erkranken. Die pathophysiologische Ursache der ROP ist eine Uberschielende
Neovaskularisation in der Retina, die bis zur Ablésung der Retina und damit zu einer
Erblindung fihren kann. Die Neovaskularisationen werden unter anderem durch angio-
genetische Wachstumsfaktoren wie Vascular endothelial growth factor (VEGF), Insulin-like
growth factor-1 (IGF-1) und Erythropoietin (Epo) stimuliert. In den letzten Jahren konnte
gezeigt werden, dass Polymorphismen in Genen, die fiir angiogenetische Wachstumsfaktoren
kodieren, eine Rolle in der Pathogenese von Retinopathien spielen. Der Single nucleotide
polymorphism (SNP) rs1617640 im Promotor des EPO-Gens begunstigt die Entstehung der
proliferativen diabetischen Retinopathie (PDR), weil das T-Allel eine Bindungsstelle fiir
Transkriptionsfaktoren schafft. Homozygote Tréger des T-Allels haben eine 7,5-fach héhere

Epo-Konzentration im Glaskorper als der GG-Genotyp.

Methoden: In einer retrospektiven Fall-Kontroll-Studie bei 72 very low birth weight (VLBW)-
Frihgeborenen mit schwerer ROP und 70 alters- und gewichtsentsprechenden Kontrollen
ohne schwere ROP wurde der Einfluss des SNPs rs1617640 im EPO-Gen auf die Assoziation
mit einer héhergradigen ROP untersucht.

Ergebnisse: Der SNPs rs1617640 war nicht mit der schweren ROP assoziiert (> 3°; p = 0,86).
Bei Tragern des homozygoten Genotyps war auch eine Behandlung der Friihgeborenenanédmie
mit rekombinantem humanem Epo (rhEpo) nicht mit einer héheren Inzidenz der ROP > 3°
assoziiert (p =0,52). Frihgeborene mit ROP 0/1° wurden allerdings haufiger mit rhEpo
behandelt als solche mit schwerer ROP (p < 0,001). In dieser Studie bestatigte sich, dass die
ROP > 3° signifikant assoziiert war mit fruiherem Beginn einer Transfusionsbehandlung mit
Erythrozytenkonzentrat, groflerem Transfusionsvolumen, geringerer kumulativer Eisen-
supplementierung, langerer Beatmung, einer Sauerstoffsupplementierung mit FiO, von 1,0,
langerer parenteraler Erndhrung und Glukokortikoidbehandlung. Dies sind etablierte
Risikofaktoren, was besagt, dass die Studienpopulation reprasentativ war.

Diskussion: Unsere Daten sprechen gegen einen Zusammenhang zwischen dem EPO-SNP
rs1617640 und der schweren ROP, unabhéngig von einer Behandlung der Frihgeborenen-
anamie mit rhEpo. Stattdessen konnten andere Risikofaktoren der hochgradigen ROP bestatigt
werden. Die Behandlung der Friihgeborenenandmie mit rhEpo scheint im Sinne der
Pravention einer hohergradigen ROP gunstiger zu sein als die Behandlung mit

Bluttransfusionen.
Seite | HI



Abstract (englisch)

Introduction: Very premature infants can develop a proliferative retinopathy (ROP) caused by
excessive retinal neovascularizations which can lead to retinal detachment and blindness.
These neovascularizations are stimulated, amongst others, by angiogenetic growth factors like
Vascular endothelial growth factor (VEGF), Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) and
Erythropoietin (Epo). In recent years, it has been shown that polymorphisms in genes coding
for angiogentic growth factors are involved in the pathogenesis of retinopathies. The Single
nucleotide polymorphism (SNP) rs1617640 in the promoter of the EPO gene is associated
with proliferative diabetic retinopathy (PDR) as it creates a binding site for transcription
factors. Homozygous carriers of the T allele have a 7.5-fold higher Epo concentration in the
human vitreous body than the GG genotype.

Methods: In a retrospective case-control study, 72 very low birth weight (VLBW) infants with
severe ROP > 3° and 70 age- and weight-matched controls with ROP 0/1° were examined for
a potential association between the SNP rs1617640 in the EPO gene and severe ROP.

Results: The SNP rs1617640 was not associated with severe ROP (> 3°, p = 0,86).
Furthermore, carriers of the homozygous genotype did not display a higher incidence of ROP
> 3° if treated with recombinant human Epo (rhEpo) for anemia of prematurity (p = 0,52).
Infants with ROP 0/1° were more frequently treated with rhEpo than infants with severe ROP
(p <0,001). In this study, confirming the results of earlier reports, ROP > 3° was significantly
associated with earlier initiation of red blood cell transfusion, bigger volume of transfusion,
lower cumulative iron supplementation, longer duration of mechanical ventilation, oxygen
supplementation with a FiO, of 1.0, longer parenteral feeding and glucocorticoid treatment.
These are well known risk factors, indicating that the study population was representative.

Conclusions: Our results do not support the association between the SNP rs1617640 and
severe ROP independent of rhEpo treatment for anemia of prematurity. In contrast,
established risk factors for severe ROP were confirmed. Therefore, VLBW infants may rather
benefit from treating the anemia of prematurity with rhEpo in respect to prevention of a

severe ROP than from red blood cell transfusions.
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1. Einleitung

1.1 Die Frihgeborenenretinopathie (ROP)

Etwa jedes zwolfte Neugeborene wird in Deutschland zu friih geboren [1]. Eine Friihgeburt ist
definitionsgemé&l die Geburt vor Vollendung der 37. Schwangerschaftswoche (SSW). Vor
allem bei Frihgeborenen jlinger als 32 SSW besteht ein erhohtes Risiko, an einer
Frihgeborenenretinopathie (englisch: ROP — Retinopathy of prematurity) zu erkranken. Die
verbesserten Therapiemoglichkeiten in den letzten Jahrzehnten flhrten dazu, dass immer
unreifere und leichtere Friihgeborene berleben. Die Mortalitat der unter 32 SSW oder unter
1500 g geborenen Kinder betragt nur noch 4,1 % [2]. Durch das Uberleben sehr unreifer
Frihgeborener (VLBW: very low birth weight, Geburtsgewicht unter 1500 g) stieg die relative
Héufigkeit der Friihgeborenenretinopathie an [3]. In Deutschland erkranken 3,32 % aller
Frihgeborenen unter 32 SSW an einer ROP [2]. Bei der Friihgeborenenretinopathie handelt es
sich um eine folgenschwere Erkrankung, da sie unbehandelt zu schweren psychomotorischen
Entwicklungsverzogerungen und zur Erblindung fihren kann. Sie stellt die dritthdufigste
Ursache fur Erblindung im Kindesalter dar [4]. Die Retinopathia praematurorum wurde
erstmals von Terry 1942 beschrieben und als retrolentale Fibroplasie bezeichnet. Die
retrolentale Fibroplasie beschreibt das am weitesten fortgeschrittene Stadium der ROP mit
vollstandiger Netzhautablosung [5]. Campbell erkannte im Jahr 1951 einen Zusammenhang
der Erkrankung mit der Sauerstofftherapie [6]. Daraufhin wurde der groRziligige Einsatz von
Sauerstoff bei Frihgeborenen reduziert, wodurch die Inzidenz der Friihgeborenenretinopathie
sank [7].

1.1.1 Risikofaktoren

Bei der Fruhgeborenenretinopathie handelt es sich um eine multifaktoriell bedingte
Erkrankung. Heute zéhlen die Unreife des Friihgeborenen sowie die erhdhte und fortgesetzte
Sauerstoffzufuhr zu den gesicherten Risikofaktoren fir die Entstehung einer ROP. Das
Erkrankungsrisiko steigt bei hoher arterieller Sauerstoffséattigung (SaO,) an [8]. Neben dem
inspiratorischen Sauerstoffgehalt (FiO,) spielen die Dauer der Sauerstoffzufuhr, eine
Beatmung [9] und eine intensive Atemunterstitzung [10] eine entscheidende Rolle. In
verschiedenen Tiermodellen wurde nachgewiesen, dass ein haufiger Wechsel von Hyperoxie
und Hypoxie ungunstig ist [11]. Dominierende Risikofaktoren bleiben das Gestationsalter und

das Geburtsgewicht des Friihgeborenen [12]. Die Fruhgeborenenretinopathie kommt fast
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ausschlieBlich bei Kindern mit einem Geburtsgewicht unter 1500 g und einem Gestationsalter
unter 32 SSW vor. Das Risiko fir eine schwere ROP ist bei Friihgeborenen unter
26 Gestationswochen und unter 800 g Geburtsgewicht besonders hoch [13]. Neben den
Risikofaktoren, die mit der Sauerstoffzufuhr und Beatmung assoziiert sind, wurden weitere
Faktoren mit der Entstehung der ROP in Verbindung gebracht. Dazu zéhlen das Volumen von
transfundiertem Erythrozytenkonzentrat [14] und eine hohe Eisensupplementierung [15].
Weiterhin wurde beobachtet, dass Frilhgeborene mit schwerer ROP h&ufiger rekombinantes
humanes Erythropoietin (rhEpo) zur Pravention der Frihgeborenenanamie verabreicht
bekamen [16, 17]. Weitere Risikofaktoren sind Hyperglykdmie [18], systemische
Steroidapplikation [19], Sepsis [20], Hyperkapnie und Hypokapnie sowie Apnoen [9].
Schliellich koénnen genetische Faktoren fir eine ROP préadisponieren, was nachfolgend

erlautert wird.

1.1.2 Pathogenese

Die Frihgeborenenretinopathie ist pathogenetisch durch ein Zusammenspiel von Hyperoxie
und Hypoxie sowie Verénderungen der Expression von angiogenetischen Wachstums-
faktoren wie Vascular endothelial growth factor (VEGF) und Epo sowie Insulin-like growth
factor-1 (IGF-1) bedingt [21]. Die Pathophysiologie verlauft biphasisch (siehe Abbildung
1.1). Nach der Geburt kommt es zu einem raschen Anstieg des arteriellen
Sauerstoffpartialdruckes (paO;) aufgrund der Umstellung von plazentarer zu pulmonaler
Oxygenierung. Die Vaskularisation der Netzhaut ist beim Frihgeborenen jedoch noch nicht
bis in die Peripherie abgeschlossen. Die Gefalknospen der noch unreifen Retina erfahren
durch die unphysiologisch hohe Sauerstoffkonzentration eine Hemmung ihrer Weiter-
entwicklung [22]. Im angloamerikanischen Sprachgebrauch wird dieser Abschnitt der
Initilerung und Latenz auch Phase 1 (verzdgerte physiologische retinale Gefalientwicklung)
genannt [23]. In Folge der verminderten Vaskularisation entsteht eine relative Hypoxie der
peripheren  Netzhaut, wodurch es zur verstarkten Bildung angiogenetischer
Wachstumsfaktoren kommt [24, 25, 26]. Die Beatmung und Sauerstofftherapie Dbei
bronchopulmonaler Dysplasie fiihren zusatzlich zu schwankenden Konzentrationen der
hypoxieabhdngigen Wachstumsfaktoren [27]. Genetisch determiniert steigt die IGF-1
Expression ab der 32+0 SSW an, wodurch das Krankheitsbild in die Proliferationsphase mit
uberschieflender Neovaskularisation (Phase 2) tbergeht [23]. Die IGF-1 Expression kann bei

Kindern mit schwerer intrauteriner Wachstumsrestriktion in Kombination mit einer
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Glukoseverwertungsstorung frihzeitig gesteigert werden und damit zu einem erhéhten ROP-
Risiko fuhren [28].

Phase 1 Phase 2
| Intrauterin Initiierung | Latenz Proliferation/ Neovaskularisation Sauglingsperiode |
pa0, pa0; rasch TT 50, - pa0, ~+ pa0;, -
Niedrig normal B B
VEGF VEGF | VEGF ~» VEGF T/ ~» VEGF —»
Hoch
normal
EPO Epol Epo~» Epo T/~ EpoT
IGF-1 niedrig IGF-1 niedrig IGF-1 niedrig IGF1T IGF-1 —
= A W AN 7 =a i i ‘_..._\“
_' B - 9 Iegape” 2 P a1 e "_;'/.
- . Yy QY KL s &
e Tree 1o ) = 20 I 30 \“(/ 4 |

< I

| ! | ! ! ! | | | I | | 7

20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 vollendete
Wochen

L 4

Abbildung 1.1 Pathophysiologie der Frihgeborenenretinopathie. Dargestellt ist die im Rahmen der ROP
veranderte Expression angiogenetischer Wachstumsfaktoren im Kontext mit den Anderungen des Sauerstoff-
partialdrucks. Die Zeichnungen stellen die einzelnen ROP-Stadien dar. Reproduced with permission from N
Engl J Med 2011;364:603-15, Copyright Massachusetts Medical Society [29]. T = anteigend, | = abfallend, — =
konstant, ~ = undulierend.

1.1.3 Diagnostik und Klassifikation

Die wichtigsten MalRnahmen zur Vermeidung langfristiger Schaden durch eine ROP sind das
konsequente ophthalmologische Screening nach standardisierten Bedingungen bei Risiko-
patienten und die rechtzeitige Interventionsbehandlung. Die aktuelle ,,Leitlinie zur augen-
arztlichen Screening-Untersuchung von Frithgeborenen® empfiehlt, Frithgeborene mit einem
Gestationsalter unter 32 SSW und Frihgeborene mit einem Gestationsalter zwischen 32 und
36 SSW mit postnataler Sauerstoffzufuhr tUber drei Tage augenérztlich zu untersuchen [30].
Die Erstuntersuchung sollte in der sechsten Lebenswoche stattfinden. Nach der
internationalen Klassifikation der Friihgeborenenretinopathie erfolgt die Lokalisation der
Befunde anhand der Zoneneinteilung in Bezug auf den Abstand zur Papille in Zonen | bis I1I.
Die Ausdehnung wird in 30°-Sektoren entsprechend den Uhrzeigerpositionen fiir die Stunden
1 bis 12 beschrieben (Abbildung 1.2). Es werden 5 Stadien der ROP unterschieden. Stadium 1
liegt vor, wenn eine dinne Linie zwischen vaskularisierter und avaskularisierter Netzhaut
gebildet wird. Im zweiten Stadium ist diese Linie zu einer Leiste verdickt, und im Stadium 3

wachsen die Neovaskularisationen der Leiste in den Glaskorper ein. Im Stadium 4 kommt es
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zur partiellen Ablésung der Netzhaut. Im flinften Stadium liegt eine vollstdndige
Netzhautabldsung vor. Ein zusétzliches Merkmal stellt die ,,plus disease” dar, die durch
blutgefullte und geschlangelte retinale Gefélie gekennzeichnet ist [31, 32].

Rechtes Auge Linkes Auge

12 12

Zonelll

Papille Makula

Ora serrata
6 6

Abbildung 1.2 Einteilung der Zonen der Retinaentwicklung nach internationaler Klassifikation. In der
Fundus-Skizze eines augenarztlichen Dokumentationsbogens wird der ophthalmologische Befund dokumentiert.

1.1.4 Therapie

Die meisten Frihgeborenen weisen nur ein geringes Stadium der ROP auf, welches sich meist
spontan zuriickbildet [33]. Eine Indikation zur Behandlung besteht, wenn eine sogenannte
,threshold disease“ in Verbindung mit einer ,,plus disease* vorliegt. Hierbei handelt es sich
um ein fortgeschrittenes Stadium 3, bei dem extraretinale Proliferationen in finf zusammen-
hangenden oder acht nicht zusammenhdngenden 30°-Sektoren sichtbar sind [34]. Die
Methode der Wahl war die Laserkoagulationstherapie [30]. Der Einsatz einer anti-VEGF
Antikorpertherapie mit Bevacizumab setzt sich in der Klinik seit 2011 durch [29, 35].

1.2 Genetische Risikofaktoren der Frihgeborenenretinopathie

Die Unreife und Sauerstoffzufuhr sowie andere klinische Risikofaktoren sind vermutlich nicht
die alleinige Ursache der ROP, da es Friihgeborene gibt, die bei gleichen Kklinischen
Ausgangsbedingungen und ahnlichen Behandlungsverldufen einen unterschiedlichen Verlauf
zeigen. Deshalb werden genetische Einflusse in der Pathogenese der ROP eine Rolle spielen;
dies wird mit Zwillingsstudien belegt [36]. Die Autoren zeigen, dass zirka 70 % der

abweichenden ROP-Anfélligkeiten genetisch bedingt sind. Ménnliche Friihgeborene scheinen
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héaufiger betroffen zu sein, da sie zwei Drittel aller ROP-Patienten ausmachen [37, 38].
Weiterhin haben afroamerikanische Neugeborene eine niedrigere ROP-Inzidenz als
kaukasische Neugeborene. Nur jedes vierte Kind mit ,, threshold disease* ist dunkelhdutig
[38, 39].

1.2.1 Genetische Polymorphismen

Zwei zuféllig ausgewahlte menschliche Individuen sind zu 99,9 % genetisch identisch. Die
genetische Heterogenitét von ungefahr 0,1 % beruht auf genetischen Polymorphismen in zirka
drei Millionen Basenpaaren [40]. Bei einem genetischen Polymorphismus handelt es sich um
einen durch Mutation entstandenen Unterschied in der Nukleotidsequenz der DNA. Die
Héufigkeit der Sequenzvariation muss bei mehr als 1 % der Population auftreten, da es sich
andernfalls um eine Mutation handelt. Drei Arten von Sequenzvariationen lassen sich
unterscheiden. Dazu gehoren Sequenzwiederholungen und Insertions- sowie Deletions-
polymorphismen. Die einfachste und hadufigste Form der genetischen Variation stellt der
Einzel-Nukleotid-Polymorphismus (single nucleotide polymorphism - SNP) dar. Hierbei
handelt es sich um den Austausch eines einzelnen Nukleotids in der DNA [40]. Es wird davon
ausgegangen, dass ein SNP in 1000 Basenpaaren auftritt [41]. Die meisten genetischen
Variationen durch SNPs kommen mit einer Inzidenz von mehr als 5 % in der Bevdlkerung
vor, wobei die Haufigkeit in den einzelnen ethnischen Gruppen stark variieren kann [40].
Vierundvierzig Prozent aller SNPs sind in Exons lokalisiert und fiihren in der Halfte der Félle
zu veranderten Aminosauresequenzen. Die restlichen SNPs befinden sich im nicht-
kodierenden Bereich der DNA und haben keine Veranderung der Aminosauresequenz zur
Folge [42]. Vielmehr scheinen sie die Promotoraktivitat und somit die Genexpression oder die
MRNA-Stabilitdt zu beeinflussen. Diese Mechanismen konnen fiir die unterschiedliche
Krankheitsanfalligkeit verschiedener Individuen verantwortlich sein [43, 44, 45].

1.2.2 Genetische Polymorphismen bei der Frihgeborenenretinopathie

In der Neonatologie wird die Rolle genetischer Polymorphismen als Ursache fir die
Préadisposition oder Pathogenese von Erkrankungen des Frithgeborenen zunehmend analysiert
[46]. Auch bezuglich der ROP existieren internationale Studien, welche eine Assoziation zu
genetischen Polymorphismen untersuchten. Dabei wurden vor allem Gene von angiogenese-
regulierenden Faktoren, beispielsweise das VEGF-Gen, untersucht. VEGF ist essenziell fur
die normale Angiogenese. Zu hohe VEGF-Konzentrationen fiihren an der Retina jedoch zu
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pathologischen Neovaskularisationen. Haplotypen der SNPs VEGF -460 T—C (rs833061)
und +405 G—C (rs2010963), welche sich im Promotor bzw. in der 5° untranslatierten Region
(UTR) des Gens befinden, sind mit der diabetischen Retinopathie assoziiert [47, 48]. Bei der
Frihgeborenenretinopathie zeigen Tréger des VEGF +405 C-Allels und des Haplotyps
VEGF -460 TT/+405 CC ebenfalls ein erhohtes ROP-Risiko [49]. Im Gegensatz dazu flhrt
der SNP VEGF +405 G—C zu einer verminderten VEGF-Synthese [50]. Cooke et al. zeigten
hingegen, dass das VEGF +405 C-Allel bei Neugeborenen ohne ROP im Verhéltnis zu
Neugeborenen mit ROP haufiger vorkommt [51]. Eine Metaanalyse konnte nur die
Assoziation des SNPs VEGF -460 T—C mit schwerer ROP bestétigen [52].

Der Wachstumsfaktor IGF-1, der genetisch programmiert im letzten Trimester vermehrt
exprimiert wird, spielt eine entscheidende Rolle in der normalen Entwicklung der retinalen
GeféRe [28]. Balogh et al. konnten keine Assoziation zwischen der ROP und einem SNP im
IGF-1-Rezeptor (IGF-1R +3174 G—A) feststellen [53], der niedrigere IGF-1-

Serumkonzentrationen zur Folge hat [54].

Die vierfache statt funffache Wiederholung eines 27-bp Repeats im Intron 4 des Gens der
endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) fuhrt zu einer verminderten NO-Synthese
[55] und wurde als weiterer Risikofaktor der Friihgeborenenretinopathie identifiziert [56].
Diese erniedrigte NO-Produktion verschlimmert die retinalen VVasoobliterationen wahrend der
Initiierungsphase der ROP [57]. Weiterhin existiert ein SNP im Norrie disease-Gen (+597
C—A), welcher mit schwerer ROP assoziiert ist [58]. Tabelle 1.1 fasst die im Bezug auf ihre

Assoziation mit dem Auftreten der ROP untersuchten SNPs zusammen.

Tabelle 1.1 Genetische Polymorphismen bei der ROP des Frihgeborenen. Die Haufigkeiten des Risiko-
Allels sind aufgelistet. k.A.: keine Angaben. OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man.

Eaetadar Risiko-Allel (%)

Gen OMIM PolVMOrphismMUS p-Wert Referenz
ymorphismu Féalle Kontrollen

VEGF 192240  +405 G—C 41 30 <0,05  [49]
-460 TT/+405CC 15 1 0,01 [49]
+405 G—C 30 41 0,03 [51]
IGF-1-Rezeptor 147370  +3175 G—A 45 48 >0,05  [53]
eNOS 163729  27-bprepeatb—a 24 15 0,015  [56]
Norrie disease 300658 +597 C—A 28 23 0,0001 [58]
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1.3 Rekombinantes humanes Erythropoietin bei ROP

Seit Beginn der 1990er-Jahre war die rhEpo-Therapie eine etablierte Behandlungsmoglichkeit
der Frihgeborenenandmie [59]. Im Jahr 2007 warnten jedoch die Food and Drug
Administration und im Jahr 2015 auch das Paul-Ehrlich-Institut mit dem Bundesinstitut fur
Arzneimittel und Medizinprodukte vor der Anwendung von rhEpo bei Friihgeborenen [60,
61], da ein erhohtes Risiko flr das Auftreten der ROP nicht auszuschliellen sei. Vor der
rhEpo-Behandlung sollen die behandelnden Arzte Nutzen und Risiko sorgfaltig abwéagen und
alle Maoglichkeiten zur Vorbeugung der Friihgeborenenanamie ausschopfen [61]. Bereits seit
2006 bestand aufgrund von Metaanalysen zu Prévention bzw. Therapie der Frihgeborenen-
anamie mit rhEpo der Verdacht, dass die rhEpo-Therapie mit einem erhohten Risiko fir eine,
vor allem héhergradige, ROP assoziiert ist [16, 62].

1.3.1 Erythropoietin

Die Hamatopoiese wird durch eine Vielzahl von Zytokinen und Wachstumsfaktoren reguliert.
Dabei handelt es sich zumeist um Glykoproteine, die die Proliferation und Differenzierung
von Zellen stimulieren. Sie werden in funf Hauptgruppen unterteilt. Zu der Gruppe der
koloniestimulierenden Faktoren gehort Erythropoietin (Epo) [63]. Epo vermittelt seine
biologische Wirkung durch Bindung an den Erythropoietin-Rezeptor (Epo-R). Der trans-
membrane Epo-R wird mit héchster Dichte auf spaten erythroiden Vorldauferzellen des Typs
CFU-E (Colony Forming Unit-Erythroid) exprimiert [64]. Die Bindung von Epo an den Epo-
R flhrt zur Dimerisierung der beiden monomeren Anteile des Rezeptors, wodurch
verschiedene Signaltransduktionskaskaden Uber JAK-STAT (Janus-Kinase - Signal
transducer and activator of transcription) induziert werden [65]. Dadurch kommt es zur
Transkriptionsinduktion verschiedener Gene, deren Produkte die Differenzierung,
Proliferation und Apoptose von Erythrozyten-Vorlauferzellen regulieren. In den letzten
Jahren hat sich gezeigt, dass die Wirkung von Epo hauptsachlich in der Hemmung der
Apoptose erythroider Vorlduferzellen besteht [66]. Rekombinantes humanes Epo kommt
unter anderem bei der Therapie der Andamie bei terminaler Niereninsuffizienz zum Einsatz
[60]. Neben seinen hamatopoetischen Eigenschaft besitzt Epo auch angiogenetische
Funktionen [67]: Epo fordert die Angiogenese in vitro und in vivo durch Mobilisation,
Migration und Proliferation von Endothel-Vorlauferzellen [68]. Unter hypoxisch-
ischdmischen Bedingungen kann Epo die Vaskularisation in der Retina und im Gehirn

stimulieren [69, 70]. In Tiermodellen konnte nachgewiesen werden, dass unter Hypoxie die
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Epo-Genexpression sowie die Expression des Epo-R in der Retina erhoht sind [71, 72]. Die
Epo-Konzentration im Glaskorper von Friihgeborenen mit einer ROP im Stadium 4 ist im
Vergleich zu Kontrollen 20- bis 30-fach erhoht [73]. Ahnliche Befunde wurden bei Messung
der Epo-Konzentration im Glaskorper von Patienten mit einer Proliferativen Diabetischen
Retinopathie beschrieben [71]. In Experimenten an Mé&usen konnte die angiogenetische
Wirkung von Epo an der Retina demonstriert werden. Auferdem gelang es im Mausmodell,
die retinalen Neovaskularisationen durch Inhibition der Epo-Expression um 50 % zu
reduzieren [74]. Dagegen kann die hyperoxie-induzierte VVasoobliteration in der Phase 1 der
ROP-Pathogenese durch rhEpo-Injektionen in die Augen reduziert werden, wahrend okulére
rhEpo-Injektionen in der Proliferationsphase die pathologische Neovaskularisation verstarken
[69].

1.3.2 Erythropoietin-Gen

Das humane EPO-Gen ist auf Chromosom 7 in der Region q21-q22 lokalisiert [75]. Die aus
5,4 Kilobasenpaaren (kb) bestehende DNA ist in funf Exons und vier Introns unterteilt [76].
Das humane EPO-Gen besitzt zahlreiche DNA-Sequenzen, die in die Regulation der Gen-
expression involviert sind. Die zwei wichtigsten regulatorischen Elemente sind der minimale
117 Basenpaare (bp) lange Promotor und der 50 bp lange Enhancer. Der minimale Promotor
befindet sich in der 5° flankierenden Region des Gens. Bisher konnten dort vier Bindungs-
stellen fir Transkriptionsfaktoren funktionell charakterisiert werden. Hierbei handelt es sich
um eine Bindungsstelle fiir Transkriptionsfaktoren der GATA-Zinkfingerprotein-Familie, fur
das Specificity protein 1 (Spl), den Wilms-Tumorsuppressor (Wtl) sowie den Hypoxia
associated factor (HAF) [77, 78, 79, 80]. Der minimale Promotor scheint eine entscheidende
Funktion in der gewebespezifischen Expression des EPO-Gens zu besitzen [77]. Der
Enhancer am 3'-Ende des Gens spielt eine wesentliche Rolle bei der Regulation der
Genexpression unter Hypoxie. Die Genexpression wird durch Proteine vermittelt, die mit drei
essenziellen Bindungsstellen interagieren. Dazu gehdren eine Bindungsstelle fur den Hypoxia
inducible factor-1 (HIF-1), ein CACA-Element fur ein bislang unbekanntes Protein und eine
Bindungsstelle fir den Hepatic nuclear factor-4 (HNF-4) [81, 82, 83]. Die Transkriptions-
faktoren werden Uber die Koaktivatoren CBP/p300 (cCAMP responsive element binding
protein (CREB) binding protein) und Smad-3 (small mothers against decapentaplegic
protein 3) stabilisiert [84]. Mithilfe transgener Mé&use ist es gelungen, weitere cis-regulierende

Elemente in der 5° flankierenden Region des EPO-Gens zu identifizieren. So befindet sich
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zum Beispiel zwischen -6 und -0,4 kb relativ zur Transkriptionsstartstelle ein negativ
regulierendes Element, welches die Genexpression nur auf die Leber und Niere einschranken
kann (Abbildung 1.3) [85]. In dieser DNA-Sequenz wurden zahlreiche putative
Bindungsstellen fir Transkriptionsfaktoren, wie Activator protein 1 (AP-1), Nuclear factor
kappa-B (NF-xB) und Spl gefunden [86]. Diese Transkriptionsfaktoren konnten an der
negativen Regulation der Genexpression beteiligt sein. Weiterhin existiert ein hypoxie-
induzierbares Element zwischen -14 kb und -6 kb relativ zur Transkriptionsstartstelle,
welches vermutlich fur die EPO-Expression in der Niere spezifisch ist [87]. Dieser Befund
unterstreicht die Relevanz genregulierender Elemente aulRerhalb des minimalen Promotors in

der 5" flankierenden Region des EPO-Locus.

ba = A

Minimaler Promoter Enhancer
. | Transkriptionsstartstelle . |
: ; — == = S
~14kh _Bkh -0,4kb Exon:| Il ][] v v
- r A\ g
Y L
Nieren-spezifisches, Megativ
Hypoxie-regulierendes regulierendes
Element Element

Abbildung 1.3 Schematische Darstellung des humanen EPO-Gens. Im unteren Teil der Abbildung ist das
EPO-Gen mit seinen fiinf Exons in schwarz einschlieBlich der 5° und 3" untranslatierten Region in blau sowie
der minimale Promotor und Enhancer in grau dargestellt. Zusatzlich sind das negativ regulierende Element
zwischen -6 und -0,4 kb und das Nieren-spezifische, Hypoxie-regulierende Element zwischen -14 und -6 kb
abgebildet. Im oberen Teil der Abbildung sind der Enhancer und der minimale Promotor sowie die daran
bindenden Transkriptionsfaktoren in dunkelblau dargestellt. Uber Kofaktoren (hellblau) interagieren Enhancer
und Promotor miteinander.

Bislang sind in der genomischen Datenbank 33 genetische Polymorphismen in der Exon- und
Intron-Sequenz des EPO-Gens publiziert worden. Daneben existieren zahlreiche SNPs im
3" Enhancer und 5° Promotor. Einige dieser SNPs wurden auf einen Zusammenhang mit einer
Disposition fiir spezielle Krankheiten untersucht. Die meisten Studien konnten jedoch keine
signifikante Assoziation zwischen einem SNP des EPO-Gens und einer Krankheit nachweisen
[88, 89]. Tong et al. zeigten jedoch, dass das T-Allel im SNP rs1617640 signifikant mit einer
Proliferativen Diabetischen Retinopathie (PDR) und chronischen Niereninsuffizienz im
Endstadium bei Patienten mit Diabetes mellitus assoziiert ist [45]. Der SNP befindet sich in
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Position -1125 bp bezogen auf die Transkriptionsstartstelle. Homozygote Trager des T-Allels
haben eine 7,5-fach hohere Epo-Konzentration im Glaskorper des Auges als Trager des
Genotyps GG (Abbildung 1.4A).

p=2.7x 1026
1
p=0.008 20
700 - 35- p=4.7x 10
s —
I 600 4 § 30 -
£ o
> G
E 500 4 £ 25
< 3
T 400 < 20-
5 s
S 300 4 5 151
8 o
g 2004 @ 104
- 2
100 4 § 5 -
0- 0 -
T GG Posive T G DEL ¢

Abbildung 1.4 Experimentelle Untersuchungen des SNP rs1617640. A = Epo-Konzentration im Glaskérper
von Patienten ohne Diabetes mellitus im Bezug auf ihren Genotyp des SNPs rs1617640. B = Luciferase-
Reportergenassay, der eine veranderte Aktivitat des EPO-Promotors in Abhéngigkeit vom SNP rs1617640 zeigt.
Es sind jeweils der Mittelwert, die Standardabweichung und der p-Wert angegeben. Die Abbildungen wurden
aus Tong et al. entnommen [45]. PNAS 2008;105:6998-7003, Copyright 2008 National Academy of Sciences.

Tong et al. konnten zeigen, dass das T-Allel des SNPs rs1617640 im Promotor des EPO-Gens
die Expression eines Luciferase-Reportergens um das 25-fache im Vergleich zum G-Allel
steigert (Abbildung 1.4B). Dies fihrt zu der Annahme, dass das T-Allel die Promotor-
Aktivitat des EPO-Gens positiv beeinflusst. Die Autoren der Studie sehen die Ursache der
gesteigerten Promotor-Aktivitat in einer vom T-Allel geschaffenen Bindungsstelle fir die
Transkriptionsfaktoren EVI1/MELL (Ecotropic viral integration site 1/ MDS1-EVI1-like-1)
bzw. AP-1 aulRerhalb des minimalen Promotorbereichs. Insgesamt existieren bei Vorliegen
des SNPs rs1617640 mit einer sehr hohen biomathematischen Wahrscheinlichkeit funf
potenzielle Bindungsstellen flr vier verschiedene Transkriptionsfaktoren (Abbildung 1.5). In
Mausen, die das humane Epo-Gen Uberexprimieren (tgé6 Mause), konnte gezeigt werden, dass
die Expression der Transkriptionsfaktoren Tall und GATAL im Knochenmark erhéht ist. Die
vermehrte Aktivitat von Tall und GATAL am Promotor des Epo-R fiihrt zu verstéarkter
Erythropoiese [90].
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-1,2kb -0,4kb

5 |A | % UTR

nt-1126G > T

CTCATCT MEL/EVI1 1.000
TCATCTGGC Ap1  0.989
TCACTCATCTGGCTCA TAL1 1.000
AATCTCACTCATCTG Bach1 1.000

Abbildung 1.5 Vorhersage von transkriptionellen Bindungsstellen im Bereich des SNPs rs1617640 im
EPO-Gen. Es sind die potenziellen Bindungsstellen der Transkriptionsfaktoren und ihre in silico vorhergesagte
Wahrscheinlichkeit fur eine Bindung beim SNP rs1617640 abgebildet. Die Abbildung wurde von Christof Dame
zur Verfugung gestellt.

1.3.3 Endogene Erythropoietin-Synthese

Die hypoxisch-ischamische Regulation der EPO-Expression wird hauptsachlich durch HIF-1
vermittelt. HIF-1 ist ein Heterodimer bestehend aus einer a- und einer B-Untereinheit [91].
Wihrend die B-Untereinheit permanent im Zellkern vorhanden ist, ldsst sich die a-Unter-
einheit nur bei Hypoxie nachweisen, da Prolylhydroxylasen in Normoxie unter Sauerstoff-
verbrauch HIF-a hydroxylieren. Dadurch kommt es zur Bindung des HIF-a an das
Tumorsuppressorprotein  von-Hippel-Lindau (VHL) [92]. Die anschlielende Poly-
ubiquitinierung fuhrt zum proteasomalen Abbau der a-Untereinheit. Bei niedrigem
Sauerstoffpartialdruck unterbleibt die Prolylhydroxylierung [93], HIF-a dringt in den Zellkern
ein und verbindet sich mit der B-Untereinheit zu einem aktiven HIF-Komplex. Dieser
Komplex bindet an die im Enhancer lokalisierte HIF-Bindungsstelle und rekrutiert weitere
Koaktivatoren der Transkription wie p300. So wird die Transkription des EPO-Gens
eingeleitet [94]. Im Tierversuch ist es gelungen, die Prolylhydroxylasen zu inhibieren,
dadurch die Aktivitat des HIF-a zu stabilisieren und die Epo-Genexpression zu erhdhen. Dies
fuhrt bei Mé&usen zu einem verminderten, hyperoxie-induzierten retinalen Gefél3verlust
wéhrend der ersten Phase der ROP-Pathogenese [95]. Weiterhin scheint die Epo-
Genexpression in der Retina durch genetische Faktoren beeinflusst zu werden, da
pigmentierte Mé&use eine mehr als doppelt so hohe Epo-mRNA Produktion besitzen wie
Albinomduse. Die Albinomduse zeigen analog wesentlich geringer ausgepragte
Neovaskularisationen in der Retina unter initial hyperoxischen und dann hypoxischen

Bedingungen [96].
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2. Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist es, in einer retrospektiven Fall-Kontroll-Studie zu kléaren, inwieweit
die ROP sehr unreifer Friihgeborener mit dem SNP rs1617640 des EPO-Gens assoziiert ist.
Dazu soll die Haufigkeitsverteilung der Genotypen in einer ausreichend groRen Kohorte von
Frihgeborenen mit schwerer ROP im Vergleich zu Frihgeborenen ohne schwere ROP
analysiert werden. Zusatzlich werden von allen Patienten klinische Parameter erhoben, die mit
einem erhohten ROP-Risiko assoziiert sind. Dabei soll insbesondere der Effekt einer
Behandlung der Frihgeborenenanamie mit rhEpo analysiert werden, weil rhEpo einerseits
proangiogenetische Aktivitaten verstdrken und andererseits auf die neuronalen Zellen der

Retina zellprotektiv wirken konnte.
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3. Materialien

3.1 Studiendesign

In dieser retrospektiven Fall-Kontroll-Studie wurden molekulargenetische Untersuchungen
durchgefuhrt. Es wurde sich bewusst angesichts mdglicher Implikationen des SNPs
rs1617640 auf Erkrankungen des Erwachsenen, insbesondere auf eine diabetische Retino-
pathie und Nephropathie, gegen ein Studiendesign entschieden, bei dem das Ergebnis den
Patienteneltern mitgeteilt werden sollte. Daraus begriindete sich die Notwendigkeit einer
doppelten Verblindung unter Hinzuziehung eines Datentreuhdnders. Vorab wurde die
Zustimmung der Ethikkommission der Charité eingeholt (Protokoll-Nummer: EA2/051/09).

3.1.1 Patientenkollektiv und Studienablauf

Mithilfe der Software SAP (Systemanalyse und Programmentwicklung) wurde entsprechend
der Einschlusskriterien nach geeigneten Patienten in der Klinik flir Neonatologie der Charité -
Universitatsmedizin Berlin Campus Virchow Klinikum (CVK) und Campus Charité Mitte
(CCM) gesucht. In die Fall-Gruppe wurden alle Friihgeborenen mit schwerer ROP
eingeschlossen. Als schwere ROP galt das Stadium 3 oder héher sowohl mit als auch ohne
,plus disease“ [31]. AnschlieBend wurde eine Kontroll-Gruppe mit gleicher Stichproben-
anzahl zusammengestellt. Wichtigstes Einschlusskriterium fir einen Patienten der Kontroll-
Gruppe war das Nichtvorhandensein einer ROP bzw. eine Begrenzung auf eine ROP mit
Stadium 1. Damit Geschlecht, Gestationsalter und Geburtsgewicht keinen Einfluss auf die
Ergebnisse der Studie haben, wurde eine stratifizierte Randomisierung zur Ermittlung der
Kontroll-Gruppe durchgefihrt. Auf diese Weise war gewéhrleistet, dass sich beide Kohorten
in Bezug auf das Geschlecht, Geburtsgewicht und Gestationsalter maglichst &hnlich sind. Die
Patientenakten wurden aus dem Zentralarchiv der Charité angefordert und auf Vollstandigkeit
gepruft. Patienten wurden ausgeschlossen, wenn in ihren Akten Dokumentationen Uber
klinische Behandlungsparameter fehlten, die fir die Studie relevant waren. Weiterhin wurden
Frihgeborene ausgeschlossen, die nicht in der Charité geboren, vor der sechsten
Lebenswoche entlassen bzw. verlegt wurden oder verstarben, da der Studie die Daten der
gesamten ersten sechs Wochen (42 Tage) nach der Geburt zugrunde gelegt wurden.
Zusétzlich wurden Patienten ohne ausreichend dokumentierte, ophthalmologische Unter-
suchung ausgeschlossen. Das FlieBschema (Abbildung 3.1) stellt das Patientenkollektiv mit

ein- bzw. ausgeschlossenen Friihgeborenen gemal internationalem Standard dar.
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Abbildung 3.1 Patientenpopulation der retrospektiven Fall-Kontroll-Studie. Es sind die absoluten
Héufigkeiten (n) angegeben. VLBW = very low birth weight infant. @ = kein/keine.

Mit der Software SAP konnten 106 Friihgeborene mit ROP Stadium > 3 identifiziert werden.
Davon wurden 30 Friihgeborene ausgeschlossen. Zu ihnen zahlten 10 Kinder, deren Akte im
Zentralarchiv nicht auffindbar war, und weitere 10 Kinder, die erst postnatal in die Charité
oder vor der vollendeten sechsten Lebenswoche in eine andere Klinik verlegt worden waren.
Bei 5 Kindern wurde das Stadium der ROP falsch im SAP dokumentiert, da laut
untersuchungsbezogenem augendrztlichen Befund keine hohergradige ROP vorlag. Es
existierten von 4 Kindern keine Filterpapierkarten im Screeninglabor, und ein Friihgeborenes
wurde aufgrund eines fehlenden Neugeborenenscreenings ausgeschlossen. Folglich bestand

die Fall-Gruppe aus 76 Frihgeborenen. Entsprechend beinhaltete die Kontroll-Gruppe nach
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stratifizierter Randomisierung ebenfalls 76 Kinder. Die Patienten der Fall- und Kontroll-
Gruppe wurden zusatzlich in zwei Untergruppen aufgeteilt. Hierfir wurden Frihgeborene mit
rhEpo-Therapie in die eine Untergruppe und Frihgeborene ohne rhEpo-Therapie in die andere
Untergruppe eingeordnet. Fur alle vier Gruppen wurde jeweils eine Excel-Tabelle erstellt. Der
Name und das Geburtsdatum des Patienten sowie alle erhobenen Ausgangs- und
Behandlungsparameter einschlie3lich der Nummer des Neugeborenenscreenings wurden in
der Tabelle aufgelistet. Die Tabellen wurden anschlieend dem Datenschutzbeauftragten der
Charité und Datentreuhénder Dr. Bernd Pilgermann zur Anonymisierung ubergeben. Nach der
Anonymisierung wurden die entsprechenden Filterpapierkarten im Screeninglabor heraus-
gesucht. Dabei konnte von 10 Kindern keine Filterpapierkarte gefunden werden. Somit
mussten 4 Patienten aus der Fall- und 6 Patienten aus der Kontroll-Gruppe nachtraglich
ausgeschlossen werden. Die Anzahl der Patienten in der jeweiligen Gruppe ist in Tabelle 3.1

dargestellt.

Tabelle 3.1 Patientenkollektiv. Die Anzahl der Patienten in der jeweiligen Untergruppe sowie deren
Gesamtanzahl sind angegeben.

ROP > 3° ROP 0/1° s

Mit rhEpo-Therapie 35 54 89
Ohne rhEpo-Therapie 37 16 53
72 70 142

Aus den restlichen Filterpapierkarten wurde durch einen Mitarbeiter des Screeninglabors,
Herrn Bernd Berger, ein getrockneter Bluttropfen ausgeschnitten und mit einer neuen Code-
Nummer versehen. Mit dieser Strategie war eine vollstdndige Anonymisierung erreicht. Die
ausgeschnittenen Filterpapierproben wurden in ihre entsprechende Untergruppe sortiert und
der Arbeitsgruppe von Prof. Dame (bergeben. Die experimentellen Arbeiten wurden in

seinem Labor fir Molekulare Neonatologie durchgefiihrt.

3.1.2 Datenerfassung

Aus den Patientenakten wurden vor der Anonymisierung der Datensatze klinische Parameter
ermittelt, welche die Basisinformationen zu dem Patienten wiedergaben: Geburtsgewicht,

Gestationsalter, Kérpergrofie, Kopfumfang, Geschlecht und ethnische Herkunft der Eltern.
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Zur Klassifizierung der ROP wurden die Angaben zum maximalen Grad der Auspréagung der
ROP, dem Verlauf der Erkrankung sowie einer eventuellen Laserkoagulationstherapie aus
samtlichen augenérztlichen Befunden erhoben. Die Akten wurden weiterhin beziglich der
Diagnosen Intrakranielle Hamorrhagie (ICH), Nekrotisierende Enterokolitis (NEC) und
Persistierender Ductus arteriosus (PDA) ausgewertet. Zur Analyse der Relevanz einer rhEpo-
Therapie wurden die einzelnen Dosierungen (Units/kg Korpergewicht) sowie die kumulative
Dosis, die Applikationsart und der Lebenstag des Behandlungsbeginns ermittelt. Die rhEpo-
Therapie erfolgte nach einem festen Therapieschema. Hierflir wurde dreimal wochentlich eine
dem Korpergewicht angepasste Dosis intravends oder subkutan injiziert. Fir die Bewertung
einer Sauerstoffsupplementation der Atemluft wurden die Dauer der Sauerstoffzufuhr, die
maximale inspiratorische Sauerstoffkonzentration (FiO,) und die Art der Beatmung bzw.
Atemunterstiitzung analysiert. Als weitere Risikofaktoren, die mit der Inzidenz oder Schwere
der ROP assoziiert sind, wurden die Anzahl der Erythrozytentransfusionen, das Transfusions-
volumen, die Eisensupplementierung und eine Glukokortikoid-Therapie bei Broncho-
pulmonaler Dysplasie evaluiert. Zusétzlich wurde die Dauer der (teil-)parenteralen Erndhrung
erfasst. Alle klinischen Daten wurden fiir den gesamten Zeitraum der stationdaren Behandlung
erhoben. Im Hinblick auf etablierte Faktoren zur Bewertung der Risikofaktoren fir eine
schwere ROP wurden die Daten der ersten sechs Lebenswochen in die epidemiologische bzw.
statistische Auswertung einbezogen. Dadurch wurde die Homogenitdt der Datensatze

gewahrleistet und die Vollstandigkeit erhdht.

3.2 Gerate

Tabelle 3.2 Gerate.

Name Typ Hersteller
Gelelektrophorese fiir Agarosegele Midicell® PrimoTM Thermo EC
PCR-Maschine Mastercycler gradient Eppendorf
PCR-Maschine T 3000 Thermocycler Biometra
Photospektrometer Smartspec TM 3000 BioRad
Sequenziergeréat ABI PRISM® 3130 Genetic Analyzer Applied Biosystems
Thermomixer Comfort Eppendorf
Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries
Zentrifuge 5415D Eppendorf
Zentrifuge Galaxy mini VWR
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3.3 Reagenzien und Hersteller

Tabelle 3.3 Reagenzien und Hersteller.

Name Hersteller
Chemikalien
dNTP (100 mM) Invitrogen
UltraPure TM Agarose Invitrogen
Ethidiumbromid Invitrogen
Ethanol absolut J. T. Baker
Destilliertes Wasser, DNase und RNase frei Sigma
Enzympuffer
BigDye® Terminator Sequencing Buffer (5x) Applied Biosystems
Green GoTaq® Puffer (5x) Promega
Elektrophoresepuffer
1x TAE-Puffer (pH 8.0) 40 M Tris
5 mM Natriumacetat
1 mM EDTA

Enzyme

Exonuklease |

SAP

Proteinkinase K

GoTaq® DNA Polymerase (5 U/pl)
BigDye® Terminator v3.1

Assays

New England BioLabs
New England BioLabs
Macherey-Nagel
Promega

Applied Biosystems

QIAquick Gel Extraction Kit
NucleoSpin® Tissue
BigDye® Terminator Sequenzierungskit

DNA-Marker

Qiagen
Macherey-Nagel
Applied Biosystems

1 Kb Plus DNA Ladder

Invitrogen

3.4 Filterpapierkarten vom Neugeborenenscreening

Fur die Sequenzierung wurden getrocknete Bluttropfen auf Filterpapierkarten (Abbildung 3.2)

verwendet. Im Rahmen des Neugeborenenscreenings werden dem Kind mehrere Tropfen Blut
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entnommen. Die Abnahme erfolgt nach vollendeten 36 bis 72 Lebensstunden. Es wird bei

sehr unreifen Fruhgeborenen bei vorzeitiger Abnahme oder pathologischen Befunden

wiederholt. Fur diese Studie wurden die Filterpapierkarten vom Erstscreening benutzt, da

diese vor einer eventuellen Bluttransfusion entnommen werden.

Daten der Mutter

AEV

A

9¢£212009

Bipuey

[==]
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—
~
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w
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Abbildung 3.2 Vorderseite einer Filterpapierkarte. Die vier gestrichelten Kreise auf der rechten Seite miissen
mit Blut vollstdndig benetzt sein. Eine kleine ausgestanzte Probe wurde fiir die Sequenzierung verwendet.

3.5 Oligonukleotide

Tabelle 3.4 Primer-Sequenzen fur die PCR. Die Sequenzen sind in 5'—3'-Richtung angegeben.
Fw = Vorwartsprimer, Rv = Rickwartsprimer.

Gen Primer Sequenzen

ProduktgréfRe  Hersteller

EPO Fw: GTC CAT TGT GCA GGA CAC AC 394 bp Eurofins MWG
Rv: AAG GAT CTT CCT GCC TTG GT Operon
3.6 Software
Tabelle 3.5 Software.
Programm Version Hersteller
Chromas 2.3 Technelysium
SPSS Statistics 19 IBM
Microsoft Office Excel 2007 Microsoft Corporation
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4. Methoden

4.1 DNA-Reinigung

Die Isolation der Gesamt-DNA fiir die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde mithilfe des
NucleoSpin® Tissue Kit der Firma Macherey-Nagel durchgefiihrt. Das Herstellerprotokoll
fir getrocknete Blutproben wurde als Vorlage verwendet. Lediglich die Elution wurde
modifiziert, indem die DNA nach Zugabe von Elutionspuffer fir 5 bis 10 min bei Raum-

temperatur inkubiert wurde.

4.2 Polymerase-Kettenreaktion

Durch die Auswahl spezifischer Primer kann mithilfe der PCR-Technik ein definierter DNA-
Abschnitt amplifiziert werden. Die verwendeten Primer von Tong et al. [45] zeigten bei
einigen Proben keine Amplifikation. Im Promotor des EPO-Gens wurde deshalb nach
geeigneten Sequenzen gesucht und ein Ruckwaértsprimer etabliert, mit dem die PCR-Analyse
bessere Ergebnisse lieferte. Der Vorwartsprimer von Tong et al. konnte verwendet werden.
Die beiden Primer und die zu amplifizierende DNA-Sequenz wurden auf der Internetseite
,National Center for Biotechnology Information® in ,,BLAST* (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi) auf ihre Spezifitat getestet. Der GC-Gehalt der gewahlten Primer liegt bei 50 bzw.
55 %, sie bestehen aus je 20 Nukleotiden und ihre Schmelztemperatur liegt bei 57,3 °C bzw.
59,4 °C. Die gewahlten Primer sind flr den gesuchten Sequenzbereich spezifisch. Die Lénge
des Amplikons betragt 394 bp. Es befindet sich zwischen Nukleotid -3658 und -4051 bp des
EPO-Gens. In Abbildung 4.1 ist die amplifizierte Sequenz angegeben.

nt -4051 GTCCATTGTGCAGGACACACATGCACCTTGACATCTGTTTATTTGACCT
GTGGTGTAGGTTAGCTAGGCTGCATTGCTGAGTTCTTAAGAACACTGAAATACAG
CTAACACCAAGAGTGATGGGGGCTGGGATTTACAGCTAAGGTTTTATGGCTTCTG
GAAACCCTGAGCCAGABGAGTGAGATTCCCAGAGCAGGAGACCAAGACTAGCTG
GTCTCTCACACCTTAGAAAGTGGCCTCGTCCTTGAGCCCTCAATGTCCTCATCTGT
CAAATGGGTGTGGTGAAACTACCAGCCTATCCCATTCAGGTTTCATAAAAGACAG
GAAAGGTCCAGGCGCCGCAGCTGACACCTATAATCCCAGCACTTTGGGAGACCA
AGGCAGGAAGATCCTT nt-3658

Abbildung 4.1 Amplifizierte EPO-Promotor-Sequenz. Es ist die Sequenz des Minusstranges in 5'—3"-
Richtung mit Angabe der Nukleotidposition (nt) im EPO-Gen dargestellt. Die beiden Primer sind dick gedruckt
und unterstrichen. Das gesuchte Allel (hier: G) des SNPs rs1617640 ist grau unterlegt.
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Fur die PCR wurde ein Gesamtvolumen von 25 ul verwendet. Aufgrund der niedrigen DNA-
Konzentration wurden standardmaRig 10 pl isolierter DNA fiir jeden Ansatz eingesetzt. In
Tabelle 4.1 sind die Volumina und Konzentrationen der verwendeten Reagenzien aufgelistet.

Tabelle 4.1 Reagenzien des PCR-Ansatzes mit Volumina und Konzentrationen.

Volumen in pl Reagenz

10 DNA

73 dH,0

5 Green GoTaqg TM Puffer (5x) 1x

1 Vorwaértsprimer [10 pM] 10 pmol
1 Rickwartsprimer [10 uM] 10 pmol
0,5 dNTPs [10 mM] 5 nmol
0,2 GoTagq® DNA Polymerase (5 U/pl) 1U

Die Proben wurden im Eppendorf Mastercycler amplifiziert und anschlieBend bei 4°C
gelagert. Die Tabelle 4.2 fasst das PCR-Programm zusammen.

Tabelle 4.2 PCR-Programm. Schritt 2 bis 4 wurde 30-mal wiederholt.

Schritt Temperatur Zeit Vorgang

1 94°C 5 min Initialization

2 94°C 30 sec Denaturation

3 57°C 30 sec Annealing

4 72°C 30 sec Elongation

5 72°C 8 min Final Elongation

4.3 Gelelektrophorese

Mittels Gelelektrophorese wurden die PCR-Produkte aufgetrennt und auf die erwartete L&nge
des Amplikons von 394 bp Uberpriift. Dazu wurde ein 1% Agarosegel hergestellt. 1 g Agarose
wurde in 100 ml TAE-Puffer (1x) in der Mikrowelle erhitzt und anschlieend wieder
abgekuhlt. Das flissige Gel wurde zusammen mit 1,5 pl Ethidiumbromid in eine Gelkammer
gegossen. Auf das Gel wurde zuerst ein 1 kb Plus DNA Ladder als DNA-Marker mit DNA-
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Fragmenten definierter Langen aufgetragen. AnschlieBend folgten die amplifizierten PCR-
Produkte. Der Green GoTag TM Puffer (5x) enthdlt einen Ladepuffer. Fir die
Gelelektrophorese wurde eine Spannung von 0,015 V/cm Gellaufstrecke angelegt. Nach
25 min wurde das Gel unter UV-Licht analysiert. Das mittels PCR amplifizierte DNA-
Fragment stellte sich durch das interkalierende Ethidiumbromid als fluoreszierende Bande

dar. Jedes Gel wurde als Foto dokumentiert.

4.4 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Bei einigen PCR-Produkten wies das Agarosegel zusatzliche unspezifische Banden auf, die
die Qualitat der Sequenzierung mindern wirden. Deshalb wurde bei diesen PCR-Proben eine
Isolation des DNA-Fragments mit der erwarteten ProduktgroBe aus dem Agarosegel
durchgefiihrt. Unter UV-Licht wurden diese Proben mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die
DNA-Extraktion erfolgte mittels QIAquick Gel Extraction Kit der Firma Qiagen nach

Herstellerangaben.

4.5 Wiederholung der PCR

In den Agarosegelen stellten sich einige PCR-Produkte nur als schwache Bande dar. Zur
Verbesserung der Sequenzierqualitdt wurde der amplifizierte DNA-Abschnitt aus der ersten
PCR als Template fiir eine zweite PCR eingesetzt. Das PCR-Programm der ersten PCR-

Reaktion wurde beibehalten und wiederholt.

4.6 Aufreinigung der PCR-Produkte

Die PCR-Produkte wurden mittels Exonuklease-Phosphatase-Verdau gereinigt. Dazu wurden
0,32 pl Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), 0,18 ul Exonuklease 1 (Exol) und 2,5l
destilliertes Wasser zu je 8 ul PCR-Produkt gegeben. Die Exol verdaut hierbei einzelstrangige
DNA wie Primer und die SAP hydrolysiert dNTPs. Dadurch werden die PCR-Anséatze von
verbliebenen Primern und dNTPs, welche die Sequenzierreaktion beeinflussen konnen,
befreit. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Anschlielend erfolgte
eine Hitzeinaktivierung der Enzyme bei 80°C fur 15 min.
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4.7 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde mit Hilfe des BigDye® Terminator Sequenzierungskits der Firma
Applied Biosystems durchgefuhrt. Die Reagenzien des Reaktionsansatzes mit einem Gesamt-
volumen von 10 ul sind in Tabelle 4.3 zusammengefasst. Die Kettenabbruch-Methode nach
Sanger erfolgte im Mastercycler [97]. Das in Tabelle 4.4 dargestellte PCR-Programm wurde
verwendet. Anschlielend wurde die DNA-Sequenz mit dem ABI PRISM® 3130
Sequenzierungsgerat der Firma Applied Biosystems bestimmt.

Tabelle 4.3 Reagenzien des PCR-Ansatzes fur die Sequenzierung.

Volumen in pl Reagenz

3,75 dH,0

3,5 Gereinigtes PCR-Produkt

1,5 BigDye® Terminator Sequencing Buffer (5x)
0,75 BigDye® Terminator v3.1

0,5 Vorwaértsprimer [10 puM]

Tabelle 4.4 PCR-Programm fir die Sequenzierung. Schritt 2 bis 4 wurde 30-mal wiederholt.

Schritt Temperatur Zeit Vorgang

1 95°C 5 min Initialization

2 95°C 30 sec Denaturation

3 55°C 15 sec Annealing

4 60°C 30 sec Elongation

5 60°C 8 min Final Elongation

4.8 Auswertung der Chromatogramme

Die Nukleotidsequenz des amplifizierten DNA-Abschnittes wurde mit der Software
Chromas 2.3 von der Firma Technelysium analysiert. Dazu wurde die Base des SNPs
rs1617640 im Bereich zwischen Nukleotid 140 bis 150 aufgesucht und das Allel entsprechend
der Signalintensitat fur die jeweilige Base bestimmt. In Abbildung 4.2 sind drei Beispiel-

chromatogramme gezeigt.
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Abbildung 4.2 Chromatogramme der Analyse des SNPs rs1617640. Die schwarzen Kreise heben das Allel
das SNPs rs1617640 hervor. Das obere Chromatogramm stellt einen homozygoten Trager des Allels T, das
mittlere Chromatogramm einen homozygoten Trager des Allels G und das untere Chromatogramm einen
heterozygoten Tréger dar.

4.9 Statistische Auswertung

Die statistischen Berechnungen erfolgten mit der Software IBM SPSS Statistics 19 flr
Windows. Bei zwei unabhdngigen Stichproben wurde zur Ermittlung signifikanter
Unterschiede zwischen der Fall- und Kontroll-Gruppe der Mann-Whitney-U-Test fur nicht-
parametrische Stichproben benutzt. Der Mann-Whitney-U-Test wurde bei mehr als zwei
unabhangigen Stichproben durch den Kruskal-Wallis-Test ersetzt. Zum Vergleich zweier
kategorischer Variablen wurde der Chi-Quadrat-Test nach Pearson verwendet. Bei erwarteten
Héufigkeiten < 5 wurde anstelle des Chi-Quadrat-Tests der Exact Test nach Fisher
angewendet. Alle statistischen Analysen erfolgten zweiseitig. Testergebnisse mit einem
Signifikanzniveau von p < 0,05 wurden als statistisch signifikant bewertet. Zur Daten-
sammlung sowie zur Erstellung von Diagrammen wurde die Software Microsoft Office Excel
2007 (Microsoft Corporation, Redmond, USA) verwendet.
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5. Ergebnisse

5.1 Genotyp-Analysen des SNPs rs1617640

Es galt zu kléaren, ob der SNP rs1617640 im Promotor des EPO-Gens mit schwerer ROP

assoziiert ist.

Bei 40,3 % der Friihgeborenen mit ROP > 3° lag das T-Allel homozygot vor, bei Kindern
ohne schwere ROP in 35,7 % der Falle (p = 0,86). Homozygote Trager des G-Allels kamen in
beiden Gruppen deutlich seltener vor. In der Fall-Gruppe hatten 9,7 % und in der Kontroll-
Gruppe 11,4 % der Friihgeborenen den Genotyp GG (Abbildung 5.1). Uber die Hélfte aller
Kinder waren heterozygot (50,0 % der Félle vs. 52,8 % der Kontrollen).

M Fille nut ROP = 3°
H Kontrollen

TT GT GG
Genotypen

Abbildung 5.1 Genotypen des Epo-SNPs rs1617640. Es sind die Prozentsitze der Genotypen von den
Patienten der Fall- und Kontroll-Gruppe dargestellt. Der p-Wert von 0,86 wurde mithilfe des Chi-Quadrat-Tests
berechnet.

Einige Studien, die sich mit der Analyse genetischer Polymorphismen beschaftigen,
berechnen neben der relativen Haufigkeit aller drei Genotypen auch die Frequenzen der
beiden Allele in der Fall- und Kontroll-Gruppe. Dazu wurden die Patienten mit
heterozygotem Genotyp zu gleichen Teilen auf die Trager mit homozygotem Genotyp TT und
GG aufgeteilt (Abbildung 5.2).
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H Fille mit ROP > 3°
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Abbildung 5.2 Frequenzen des T- und G-Allels. Die Patienten mit heterozygotem Genotyp wurden zu
gleichen Teilen den Patientengruppen mit homozygotem Genotyp zugeteilt. Aus der daraus resultierenden
absoluten Patientenanzahl mit einem T- oder G-Allel wurden die Prozentsétze berechnet. Der p-Wert betrégt
0,86.

Auch bei der Allelfrequenz lieR sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen
beiden Kohorten ermitteln. 65,3 % aller Kinder mit schwerer ROP hatten mindestens ein T-
Allel. In der Kontroll-Gruppe lag die berechnete relative Haufigkeit bei 62,1 %. Der
prozentuale Unterschied von 3,2 % wies im exakten Test nach Fisher keine statistische
Signifikanz auf (p = 0,86).

5.1.1 Analyse des SNPs rs1617640 unter Beriicksichtigung einer rhEpo-
Therapie bei Frihgeborenenanamie

Der folgende Abschnitt beschaftigt sich mit der zusétzlich durchgefiihrten Unterteilung der
Patienten der Fall- und Kontroll-Gruppe in zwei Untergruppen jeweils mit oder ohne rhEpo-
Therapie. Jeder Patient, der in den ersten sechs Lebenswochen mindestens einmal rhEpo
verabreicht bekam, wurde in die Untergruppe ,,rhEpo-Therapie“ eingeteilt. Funfunddreifig
Kinder mit schwerer ROP und 54 Kinder ohne schwere ROP erhielten rhEpo.

Der Genotyp TT fand sich h&ufiger in der Gruppe mit schwerer ROP plus rhEpo-Therapie als
in der analogen, rhEpo-behandelten Kontroll-Gruppe (45,7 % vs. 31,4 %). Mehr als die Halfte
der Friihgeborenen ohne ROP, aber mit rhEpo-Therapie, hatte einen heterozygoten Genotyp
(55,6 %). Der prozentuale Unterschied zwischen beiden Gruppen ergab im Chi-Quadrat-Test
keine statistische Signifikanz (p = 0,52). Beziglich des Genotyps GG lag kein auffalliger
Unterschied zwischen beiden Gruppen vor (Abbildung 5.3).
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Abbildung 5.3 Genotypen des SNPs bei Patienten mit rhEpo-Therapie. Dargestellt sind die Prozentsatze der
einzelnen Genotypen von den Patienten der Fall- und Kontroll-Gruppe, die in den ersten sechs Lebenswochen
rhEpo erhielten. Der mittels Chi-Quadrat-Test erhobene p-Wert betragt 0,52.

Die gleiche Analyse wurde auch fur Patienten vorgenommen, die in dem gesamten
Beobachtungszeitraum kein rhEpo verabreicht bekommen hatten (Abbildung 5.4). Die
Untergruppe dieser Falle umfasste nahezu den gleichen Stichprobenumfang wie die
Untergruppe der Falle mit rhEpo-Therapie (37 Kinder). Friihgeborene ohne schwere ROP und
ohne rhEpo-Therapie machen die kleinste aller vier Untergruppen mit lediglich 16 Kindern
aus (Tabelle 5.1).

56.8%

M Fille it ROP > 3°

H Kontrollen

TT GT GG
Genotypen

Abbildung 5.4 Genotypen des SNPs bei Patienten ohne rhEpo-Therapie. Es sind die Prozentsdtze der
einzelnen Genotypen von den Patienten der Fall- und Kontroll-Gruppe, jeweils ohne rhEpo-Behandlung in den
ersten sechs Lebenswochen, dargestellt. Der mittels Chi-Quadrat-Test ermittelte p-Wert betragt 0,60.
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Die prozentuale Verteilung der einzelnen Genotypen verhielt sich in dieser Untersuchung
gegensétzlich zu den zuvor beschriebenen Untergruppen mit rhEpo-Therapie. Hier hatten
Patienten mit schwerer ROP, aber ohne rhEpo-Therapie, seltener den Genotyp TT (35,1 %).
In der Kontroll-Gruppe machte dieser Anteil genau die Halfte aus. Der heterozygote Genotyp
wurde héufiger in der Fall-Gruppe beobachtet (56,8 % vs. 43,8 %). Das Ergebnis war
statistisch nicht signifikant (p = 0,60).

Frihgeborene mit den homozygoten Genotypen TT und GG erkrankten haufiger an einer
schweren ROP, wenn sie zusétzlich in den ersten sechs Lebenswochen mit rhEpo behandelt
wurden (45,7 % vs. 35,1 % bzw. 11,4 % vs. 8,1 %). Der Chi-Quadrat-Test zeigte keinen
statistisch signifikanten Unterschied (p = 0,50, Tabelle 5.1).

Tabelle 5.1 Genotyp-Verteilung bei Friihgeborenen mit und ohne rhEpo-Therapie. Fir die statistische
Analyse wurde der Chi-Quadrat-Test angewandt.

ROP 0/1° ROP > 3°
rhEpo-Therapie Nein Ja p-Wert Nein Ja p-Wert
n=16 n=>54 n=237 n=235
GG, n (%) 1(6,3) 7 (13,0) 3(81) 4(11,4)
GT, n (%) 7(43,8) 30 (55,6) 21 (56,8) 15 (42,9)
TT, n (%) 8 (50,00 17 (315 0,37 13 (35,1) 16 (45,7) 0,50

5.2 Relevanz der Behandlung mit rekombinantem humanem Erythropoietin

Zur Klarung, ob rhEpo zur Prévention bzw. Behandlung der Frihgeborenenandmie einen
Einfluss auf die Pathogenese der ROP hat, wurden die kumulative Dosis und der
Therapiebeginn ermittelt. Den Werten in Tabelle 5.2 ist zu entnehmen, dass in der Fall-
Gruppe zirka die Hélfte aller Kinder in den ersten sechs Lebenswochen zur Behandlung der
Frihgeborenenanédmie rhEpo erhielt. In der Kontroll-Gruppe waren es tber drei Viertel aller
Patienten, woraus sich ein statistisch signifikanter Unterschied ergab (p < 0,001). Uber den
Behandlungszeitraum der ersten 42 Tage fand sich beziglich der kumulativen rhEpo-Dosis
kein signifikanter Unterschied. Die Patienten beider Gruppen erhielten durchschnittlich etwa

die gleiche kumulative Dosis von zirka 2200 Units/kg Korpergewicht (p = 0,51).
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Tabelle 5.2 Analyse zur rhEpo-Therapie in der Fall-Kontroll-Studie bis zum 42. Lebenstag. Zur
statistischen Analyse wurden der Chi-Quadrat-Test fiir die rhEpo-Therapie (%) und der Mann-Whitney-U-Test
fur die beiden anderen Parameter verwendet.

ROP 0/1° ROP > 3° p-Wert
n=70 n=72
rhEpo-Therapie, n (%) 54 (77,1) 35 (48,6) <0,001
Therapiebeginn (Lebenstag)
Median (Range) 9(5-28) 11 (5-41) 0,049
Kumulative rhEpo-Dosis (Units/kg)
Median (Range) 2155 (255 -5180) 2170 (250 —5180) 0,51

Die rhEpo-Therapie wurde bei Friihgeborenen mit schwerer ROP durchschnittlich zwei Tage
spater als bei Kontroll-Patienten initiiert (11. vs. 9. Lebenstag). In der Regel wurde die rhEpo-
Therapie zwischen dem 9. und 17. Lebenstag bei den Fall- und zwischen dem 8. und 13.
Lebenstag bei den Kontroll-Patienten begonnen (unteres und oberes Quartil). Die Therapie
wurde in beiden Kohorten frihestens am funften Lebenstag eingeleitet. Bei Friihgeborenen
ohne schwere ROP wurde die Therapie spatestens am 28. Tag begonnen, wéhrend in der Fall-
Gruppe Kinder auch noch zu einem spateren Zeitpunkt die erste rhEpo-Dosis erhielten. Dieser
Unterschied war statistisch signifikant (p = 0,049). In Abbildung 5.5 ist der Zusammenhang
zwischen dem Beginn der rhEpo-Therapie und der kumulativen rhEpo-Dosis anhand eines

Scatterplots illustriert.
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Abbildung 5.5 Analyse der Therapie der Frihgeborenenandmie mit rhEpo. Der Scatterplot stellt die
Wertepaare Beginn der rhEpo-Therapie und kumulative rhEpo-Dosis jedes einzelnen Patienten der Fall- und
Kontroll-Gruppe dar.

5.3 Charakteristika der Patienten der Fall-Kontroll-Studie

In den Analysen wurden 25 klinische Parameter beriicksichtigt, von denen sich acht auf
perinatale Ausgangsdaten bezogen. Die statistische Datenerfassung umfasste die Zeitspanne
der Geburtsjahre der Friihgeborenen von Februar 1999 bis Marz 20009.

Die Inzidenz der schweren ROP an der Charité - Universitatsmedizin Berlin wurde mit Hilfe
der Software SAP ermittelt. Es wurden nur Kinder mit einem Geburtsgewicht unter 1500 g
berticksichtigt. Im Zeitraum 2003 bis 2008 wurden die Frihgeborenen am CCM und CVK
unter unabhéngiger arztlicher Leitung behandelt. In diesem Zeitraum wurden aus beiden
Standorten Kinder mit schwerer ROP rekrutiert. Die Kinder mit schwerer ROP aus den
ubrigen Jahren stammen nur aus dem CVK und entsprechend wurde auch nur die Gesamtzahl
der behandelten Kinder aus dem CVK verwendet. Die durchschnittliche Inzidenz der
ROP > 3° betrug 3,7 % fir den gesamten Beobachtungszeitraum von 1999 bis 2009.

In Tabelle 5.3 sind die wichtigsten perinatalen Ausgangsparameter der Fall- und Kontroll-
Gruppe gegenubergestellt. Bei diesen Parametern fand sich kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen der Fall- und Kontroll-Gruppe.
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Tabelle 5.3 Klinische Charakteristika der Fall- und Kontroll-Gruppe. Die Berechnung der p-Werte fir das
Geschlecht und die ethnische Herkunft erfolgte mit dem Chi-Quadrat-Test. Alle anderen p-Werte wurden mit
dem Mann-Whitney-U-Test ermittelt.

ROP 0/1° ROP > 3° p-Wert
n=70 n=72

Weibliches Geschlecht, n (%) 29 (41,4) 28 (38,9) 0,86
Geburtsgewicht (g)
Median (Range) 739 (387 — 1120) 707 (410 — 1475) 0,23
Gestationsalter (SSW+Tage)
Median (Range) 25+4 (23+3 — 28+2)  24+6 (23+2 — 29+5) 0,14
KorpergrofRe (cm)
Median (Range) 32 (27— 38) 32 (27 -42) 0,53
Kopfumfang (cm)
Median (Range) 23 (20 - 29,8) 22,5 (20 - 28) 0,12
Ethnische Herkunft (%)
Kaukasisch 78,6 80,6
Asiatisch 11,4 15,3
Afrikanisch 10,0 4,2 0,35

Durchschnittlich wog ein Frihgeborenes mit schwerer ROP 707 g. Das niedrigste
Geburtsgewicht betrug 4109, und das schwerste Kind wog 14759. Die meisten
Frihgeborenen waren extrem kleine Friihgeborene (ELBW: extremely low birth weight) mit
einem Geburtsgewicht unter 1000 g (95,8 % Félle bzw. 98,6 % Kontrollen). Das mittlere
Gestationsalter der Frihgeborenen mit schwerer ROP betrug 24+6 SSW (Range: 23+2 bis
29+5 SSW). Nahezu die Halfte dieser Kinder wurde vor 26 abgeschlossenen SSW geboren
(51,4 %). In der Fall-Gruppe gehdrten 68,1 % der Extremrisikogruppe mit einem Gestations-
alter unter 26 SSW und unter 1000 g Geburtsgewicht an. Der Hochrisikogruppe mit einem
Gestationsalter unter 28 SSW und unter 1500 g Geburtsgewicht lie3en sich 87,5 % der Kinder
mit schwerer ROP zuordnen. In Abbildung 5.6 sind die Verteilung des Gestationsalters und
des Geburtsgewichts beider Gruppen und ihre Zugehorigkeit zur Extremrisiko- bzw.

Hochrisikogruppe dargestellt.
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Abbildung 5.6 Geburtsgewicht und Gestationsalter. Das Scatterplot stellt die Wertepaare Gestationsalter und
Geburtsgewicht der einzelnen Patienten der Fall- und Kontroll-Gruppe dar. Die Linien markieren die
Extremrisikogruppe <26 SSW und <1000 g bzw. die Hochrisikogruppe <28 SSW und <1500 g.

Die Fall-Gruppe bestand mehrheitlich aus Frihgeborenen, die an einem ROP-Stadium 3
erkrankt waren (93,1 %). Die Netzhaut l6ste sich bei einem Patienten unvollstandig und bei
vier Patienten vollstindig ab. Die ,,plus disease“ konnte bei der ophthalmologischen
Untersuchung in nahezu allen erkrankten Augen der Fall-Gruppe beobachtet werden. Nur
14 % hatten keine ,,plus disease®. Von allen 72 Kindern der Fall-Gruppe wurden 50 mittels
Laserkoagulation therapiert. Auch die Kryotherapie wurde im Beobachtungszeitraum
teilweise noch an der Charité eingesetzt. Zwischen 2001 und 2005 wurde bei drei Kindern
zusétzlich zur Laserkoagulation auch die Kryotherapie angewandt. Mit Ausnahme von funf
Kindern (ROP-Stadium 1) war kein Friihgeborenes der Kontroll-Gruppe an einer ROP

erkrankt.

Ferner wurden typische Risikofaktoren fur die schwere ROP analysiert. Dazu zdhlen das
mannliche Geschlecht, Zwillinge und die kaukasische Herkunft. Es zeigte sich, dass
mannliche Friihgeborene tatséchlich haufiger (61,1 %) von einer schweren ROP betroffen
waren. Weiterhin waren 13 von 72 Friihgeborenen der Fall-Gruppe Mehrlinge (18,1 %), bei
denen beide Zwillinge bzw. alle drei Drillinge an einer schweren ROP erkrankten. In der

Kontroll-Gruppe waren nur vier Kinder Mehrlinge (5,7 %). Dies ergab mit Hilfe des Chi-
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Quadrat-Tests einen statistisch signifikanten Unterschied. Dartiber hinaus erkrankten
kaukasische Kinder haufiger an einer schweren ROP (80,6 %). Ein nahezu gleich groRRer
Anteil an Kindern aus der Kontrollegruppe war ebenfalls kaukasischer Herkunft. Die
zweitgroRte Population waren sowohl in der Fall- als auch in der Kontroll-Gruppe asiatische
Patienten. Nur drei Kinder mit schwerer ROP waren dunkelhdutig (4,2 %). Dahingegen hatte
jedes zehnte Kind aus der Kontroll-Gruppe eine dunkle Hautfarbe (10,0 %). Diese
Unterschiede zwischen Patienten der Fall- und Kontroll-Gruppe waren statistisch nicht

signifikant.

5.4 Assoziation mit Erkrankungen des Frihgeborenen

Bei den Erkrankungen des Frihgeborenen stellte der PDA die héufigste Diagnose dar, er

wurde in der Fall- und Kontroll-Gruppe annahernd gleich haufig diagnostiziert (Tabelle 5.4).

Tabelle 5.4 Inzidenz von PDA, ICH und NEC bei den Patienten der Fall-Kontroll-Studie. Fir die
statistische Analyse bezliglich der NEC wurde der exakte Test nach Fisher benutzt, weil die erwartete Haufigkeit
kleiner als finf war. Die anderen p-Werte wurden mit dem Chi-Quadrat-Test berechnet.

ROP 0/1° ROP > 3° p-Wert
Persistierender Ductus arteriosus, n (%) 60 (85,7) 57 (79,2) 0,38
Intrakranielle Hamorrhagie, n (%) 9(12,9) 33 (45,8) <0,001
Nekrotisierende Enterokolitis, n (%) 1(1.4) 5(6,9) 0,21

Eine ICH wurde mehr als dreimal so haufig bei Kindern mit schwerer ROP im Vergleich zur
Kontroll-Gruppe festgestellt (p<0,001). An einer NEC erkrankten ein Kind der Kontroll-
Gruppe und fiinf Kinder der Fall-Gruppe.

5.5 Behandlungsparameter

Ferner wurden klinische Behandlungen in die Analysen einbezogen, die nach der aktuellen

Literatur mit einem erhdhten ROP-Risiko assoziiert sein konnen.
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5.5.1 Sauerstofftherapie und Beatmung

Neben der Unreife des Fruhgeborenen stellt die Sauerstofftherapie einen entscheidenden
Risikofaktor fur die Entwicklung der ROP dar. Alle an schwerer ROP erkrankten Kinder
wurden in den ersten sechs Lebenswochen mit einer Sauerstoffsupplementierung behandelt.
Ahnliches konnte in der Kontroll-Gruppe beobachtet werden. Drei Kinder aus der Kontroll-
Gruppe erhielten keinen zusatzlichen Sauerstoff. Fur die relative Haufigkeit der Sauerstoff-
therapie ergab sich kein signifikanter Unterschied (Tabelle 5.5). Ebenfalls wurde kein
statistisch signifikanter Unterschied fur die Dauer der Sauerstofftherapie innerhalb der ersten
42 Tage festgestellt. Die Mehrzahl der Patienten aus beiden Gruppen erhielt aber Gber den
gesamten Analysezeitraum von 42 Tagen eine Sauerstofftherapie (Félle 77,8 %, Kontrollen
70,0 %). Zuséatzlich wurde die hdchste FiO, ermittelt, die einem Kind wéahrend der ersten
sechs Lebenswochen zugefiihrt wurde. Zwei Drittel aller Kinder aus der Fall-Gruppe
bekamen Sauerstoff bis zu einer maximalen FiO, von 1,0 appliziert. In der Regel wurden
solche hohen Sauerstoffkonzentrationen nur Uber eine kurze Zeitspanne verabreicht. In der
Kontroll-Gruppe wurde ein FiO, von 1,0 signifikant seltener appliziert (45,7%, p = 0,03).

Tabelle 5.5 Sauerstofftherapie und Beatmung in der Fall- und Kontroll-Gruppe. Der Beobachtungszeitraum
reicht bis Tag 42. Fir die Ermittlung eines signifikanten Unterschiedes bezlglich der Parameter
Sauerstofftherapie (%) und Beatmung (%) wurde der exakte Test nach Fisher verwendet. Der p-Wert fur die
Anwendung einer maximalen inspiratorischen Sauerstoffkonzentration von FiO, 1,0 (%) wurde mit dem Chi-
Quadrat-Test ermittelt. Fir die Dauer der Sauerstofftherapie und Beatmung ist der Median (Range) angegeben.
Die beiden p-Werte wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet.

ROP 0/1° ROP > 3° p-Wert

n=70 n=72
Sauerstofftherapie, n (%) 67 (95,7) 72 (100) 0,12
Dauer der Sauerstoffzufuhr (Tage) 42 (0-42) 42 (1-42) 0,12
Max. FiO, = 1,0 (%) 45,7 65,3 0,03
Beatmung, n (%) 67 (95,7) 70 (97,2) 0,68
Dauer des Beatmung (Tage) 15(1-42) 35(1-42) <0,001

Wie bereits beschrieben wurden Frithgeborene mit ROP > 3° hiufiger beatmet als Kinder mit
ROP < 2°. Ein statistisch signifikanter Unterschied ergab sich auch hinsichtlich der Dauer der
Beatmung (p < 0,001). Friihgeborene mit schwerer ROP wurden durchschnittlich fast doppelt
so lange beatmet (Median: 35 Tage) wie Kinder der Kontroll-Gruppe (Median: 15 Tage,

Range: 1-42 Tage, wobei Tag 42 der letzte Tag des Beobachtungszeitraums war).
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Zusammengefasst lasst sich feststellen, dass nahezu alle Patienten aus der Fall- und der
Kontroll-Gruppe eine Beatmungs- und Sauerstofftherapie erhielten, jedoch von
unterschiedlicher Therapiedauer: Kinder mit schwerer ROP wurden langer beatmet.

5.5.2 Parenterale Erndhrung und Steroide

Frihgeborene mit schwerer ROP wurden durchschnittlich sechs Tage langer teilparenteral
ernahrt (p = 0,001). In beiden Gruppen fanden sich jedoch Friihgeborene, die wéhrend der

gesamten ersten sechs Lebenswochen teilparenteral ernahrt wurden.

In der Studienpopulation wurde ungeféhr jedes dritte Frihgeborene mit schwerer ROP wegen
einer  Bronchopulmonalen  Dysplasie mit  fortgesetztem  Beatmungsbedarf  mit
Glukokortikoiden behandelt. In der Kontroll-Gruppe erhielten nur sechs Kinder
Glukokortikoide; dieser Unterschied war statistisch signifikant (p < 0,001). Die Dauer der
Steroidtherapie war bei Patienten mit schwerer ROP etwas langer als in der Kontroll-Gruppe
(9 vs. 7 Tage, p = 0,05).

Tabelle 5.6 Parenterale Erndhrung und Steroide in der Fall- und Kontroll-Gruppe. Der
Beobachtungszeitraum reicht bis Tag 42. Der p-Wert fir die relative Haufigkeit der Glukokortikoid-Therapie
wurde mit dem Chi-Quadrat-Test und die anderen beiden p-Werte mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet.

ROP 0/1° ROP > 3° p-Wert
Parenterale Ernahrung (Tage) 17 (4 -42) 23 (8-42) 0,001
Glukokortikoide, n (%) 6 (8,6) 28 (38,9) <0,001
Glukokortikoide (Tage) 7(4-7) 9(1-23) 0,05

5.5.3 Bluttransfusionen und Eisensupplementierung

Ferner wurde die Assoziation der ROP mit den Risikofaktoren Erythrozytentransfusion und

Eisensupplementierung analysiert.

Aus Tabelle 5.7 wird ersichtlich, dass beinahe jedes Kind der Fall-Gruppe (95,8 %) in den
ersten sechs Lebenswochen mindestens eine Erythrozytentransfusion erhielt. Auch in der
Kontroll-Gruppe wurden die meisten Patienten transfundiert (87,1 %). Eine Erythrozyten-
transfusion wurde signifikant h&ufiger bei Friihgeborenen mit schwerer ROP verabreicht als
bei Kontroll-Patienten (p < 0,001). Im Durchschnitt erhielt ein Kind der Fall-Gruppe in den
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ersten 42 Tagen sechs Erythrozytentransfusionen. In der Kontroll-Gruppe waren es in diesem
Zeitraum nur drei. Frihgeborenen mit schwerer ROP wurde ein signifikant hoheres VVolumen
an Erythrozytenkonzentrat (EK) pro Kilogramm Korpergewicht transfundiert. Kinder mit
schwerer ROP bekamen durchschnittlich zwei Tage friher das erste EK transfundiert
(p<0,01).

Tabelle 5.7 Behandlung der Frihgeborenenandmie und Eisensupplementierung. Der Beobachtungs-
zeitraum reicht bis Tag 42. Der Chi-Quadrat-Test wurde zur Ermittlung des p-Wertes fiir die relative Haufigkeit
von Erythrozytentransfusion verwendet. Fiir alle anderen Parameter wurde der Mann-Whitney-U-Test
angewandt und der Median (Range) angegeben.

ROP 0/1° ROP>3°  p-Wert
Transfundierte Kinder, n (%) 61 (87,1) 69 (95,8) 0,08
Erste Erythrozytentransfusion (Lebenstag) 4 (1-40) 2(1-29) <0,01
Anzahl Transfusionen, n 3(1-9) 6(1-13) <0,001
Transfusionsvolumen (ml/kg) 45 (15-105) 90 (15-195) <o0,001
Eisensupplementierung (mg/kg) 174 (12 —357) 147 (6 — 228) <0,01

Die Abbildung 5.7 veranschaulicht den Zusammenhang zwischen der Anzahl der
Erythrozytentransfusionen und dem Therapiebeginn. Eine Linie unterscheidet die erste Phase
(< Tag 8), in der Transfusionen zumeist aufgrund zahlreicher Blutentnahmen erfolgen, von
der Phase 2 der ,klassischen® Frithgeborenenandamie (Tage 8-42). Die Analyse zeigt, dass
84,1 % der EKSs in der Fall-Gruppe und 67,2 % der EKs in der Kontroll-Gruppe vor Tag 8
transfundiert wurden (p = 0,03).
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Abbildung 5.7 Zeitpunkt der Erythrozytentransfusion in der Fall- und Kontroll-Gruppe. Es ist ein
Scatterplot bestehend aus dem Beginn der Erythrozytentransfusion auf der x-Achse und der Anzahl der
Erythrozytenkonzentrate auf der y-Achse dargestellt. Die Phase 1 reprasentiert Transfusionen, die
typischerweise aufgrund zahlreicher Blutentnahmen erforderlich sind, und die Phase 2 solche, die zur
Behandlung der Frilhgeborenenanédmie nétig werden.

In der Literatur wird die Eisensupplementierung als unabhéngiger Risikofaktor fur die
Entstehung der ROP diskutiert. In der Analyse der beiden Kohorten stellte sich heraus, dass
Frihgeborenen mit schwerer ROP signifikant geringere kumulative Eisenmengen zugefuhrt
wurden (147 vs. 174 mg/kg Korpergewicht, p < 0,01). Kinder mit schwerer ROP hatten nicht
nur weniger Eisen in den ersten sechs Lebenswochen, sondern auch seltener iberhaupt eine
Eisensupplementierung erhalten. In der Fall-Gruppe wurde nur bei etwa 76,3 % der Kinder
eine Eisen-Therapie in der Akte dokumentiert (Kontroll-Gruppe: 95,7 %).

AbschlieBend fasst Tabelle 5.8 die Behandlungsparameter der Frihgeborenenanédmie in
Abhéngigkeit von einer moglichen rhEpo-Therapie in der jeweiligen Fall- bzw. Kontroll-
Gruppe zusammen. Dabei bestatigen sich signifikante Unterschiede innerhalb der Fall- bzw.
Kontroll-Gruppe bezlglich der Anzahl an EKSs, des Transfusionsvolumens und der
Eisensupplementierung. Friihgeborene beider Gruppen mit rhEpo-Behandlung benétigten
signifikant weniger Transfusionen und ein geringeres Transfusionsvolumen, bekamen jedoch

signifikant mehr Eisen supplementiert.
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Tabelle 5.8 Charakteristika der Behandlung der Frihgeborenenandmie. Der Chi-Quadrat-Test wurde zur Ermittlung eines signifikanten Unterschiedes fur die mit
Erythrozytenkonzentrat transfundierten Kinder n (%) angewendet. Bei allen tUbrigen Parametern wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet und der Median (Range)

angegeben.

ROP 0/1° ROP > 3°
rhEpo-Therapie Nein Ja Nein Ja

n=16 n=54 p-Wert n=37 n=35 p-Wert
Geburtsgewicht (g) 718 745 0,09 731 698 0,08

(545-830) (387 -1120) (410-1150) (481 - 1475)
Gestationsalter (SSW+Tage) 25+0 25+5 0,14 25+1 24+6 0,11

(23+3 - 26+6)  (23+6 - 28+2) (23+2 - 29+5)  (23+6 - 29+5)
Transfundierte Kinder, n (%) 16 (100) 45 (83,3) 0,08 | 36(97.3) 33 (94,3) 0,48
Erste Erythrozytentransfusion (Lebenstag) 4(2-10) 5(1-40) 055 2(1-29) 3(1-12) 0,23
Anzahl an Transfusionen, n 6(1-8) 3(1-7) <0,001 7(1-13) 5(2-12) 0,01
Transfusionsvolumen (ml/kg) 83 (15 - 105) 45 (15 - 105) <0,001 | 98 (15-195) 75 (30 - 180) 0,01
Eisensupplementierung (mg/kg) 93 (12-219) 188 (69 - 357) <0,001| 90(6-178) 164 (60 - 228) <0,001
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6. Diskussion

In dieser Arbeit sollten drei Fragstellungen untersucht werden, die nachfolgend im Detail

diskutiert werden:

1) Korreliert das Auftreten einer schweren ROP bei Frihgeborenen mit dem EPO-SNP
rs1617640 wie zuvor bei Erwachsenen mit PDR beschrieben?

2) Gibt es einen Zusammenhang zwischen schwerer ROP und Gabe von rhEpo in
Abhangigkeit vom Vorliegen des EPO-SNPs rs1617640?

3) Bestatigen sich typische Risikofaktoren fur die Entwicklung einer schweren ROP in der

eigenen Fall-Kontroll-Studie?

6.1 Assoziationsstudien zum SNP rs1617640 bei Erkrankungen des

Erwachsenen

Die Hypothese, dass der SNPs rs1617640 mit dem Auftreten schwerer ROP assoziiert ist,
bestétigte sich in dieser retrospektiven Fall-Kontroll-Studie nicht. Nach der aktuellen Literatur
haben bislang acht Arbeitsgruppen bei Erwachsenen Assoziationsstudien zum SNP rs1617640

durchgefiihrt. Davon beziehen sich vier Studien auf die proliferative diabetische Retinopathie.

6.1.1 Assoziationsstudien bei proliferativer diabetischer Retinopathie

Die Haufigkeitsverteilung des SNPs rs1617640 in unserer Fall-Kontroll-Studie &hnelt den
Studiengruppen Erwachsener mit diabetischer Retinopathie wie von Tong et al. beschrieben.
Analog zu den Patienten mit PDR waren Friihgeborene mit schwerer ROP haufiger Tréager
eines Risiko-Allels T als Patienten der Kontroll-Gruppe. In der statistischen Auswertung lie3
sich hierflr aber kein signifikanter Unterschied feststellen. Eine mogliche Ursache kdnnte in
der Fallzahl von 142 Patienten liegen. Die Studie von Tong et al. umfasst insgesamt 2572
Probanden. Andererseits hat die hier vorgestellte Fall-Kontroll-Population aufgrund der
geringen relativen Haufigkeit extremer Friihgeburtlichkeit und gleichzeitigem Zugang zu
geeignetem Untersuchungsmaterial einen sehr hohen Stellenwert, zumal das Studiendesign
u.a. mit Analyse der medikamentdsen, adjuvanten rhEpo-Therapie als sehr giinstig und gut

begriindet zu bewerten ist.
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Im Gegensatz zur eigenen Untersuchung bei Friihgeborenen kann die Studie von Tong et al.
gut mit Studienpopulationen verglichen werden, bei denen ebenfalls die Relevanz des EPO-
SNPs rs1617640 im Rahmen der diabetischen Retinopathie analysiert wurde [98, 99, 100].

Diese Studien unterscheiden sich jedoch in einigen wichtigen Details.

In der Studie von Tong et al. haben alle Patienten der Fall-Gruppe neben der PDR auch eine
dokumentierte diabetische Nephropathie. Bei der Mehrheit der Patienten lag bereits eine
terminale Niereninsuffizienz (ESRD: end-stage renal disease) vor. In die Kontroll-Gruppe
wurden Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 oder 2, jedoch ohne diabetische Retinopathie
und Nephropathie eingeschlossen. Interessanterweise konnte in genomweiten Analysen
gezeigt werden, dass der Chromosomenabschnitt 7921, in welchen sich auch das EPO-Gen
befindet, mit einer erhohten Anfalligkeit fur eine diabetische Nephropathie assoziiert ist.
Insofern konnte der Genotyp TT auch die Entstehung einer diabetischen Nephropathie
beginstigen [101]. Dieser Frage wurde zwei Jahre spater in der Studie von Abhary et al.
nachgegangen [98]. Der wesentliche Unterschied dieser Fall-Kontroll-Studie bestand darin,
dass alle Patienten mit einer ESRD von der Untersuchung des SNPs ausgeschlossen wurden.
Die Studie wies tatsdchlich einen statistisch signifikanten Unterschied im Vorkommen des
SNPs rs1617640 zwischen Patienten mit (16,5 %) und ohne (9,6 %) diabetische Retinopathie
nach (p = 0,01). Im Gegensatz zu Tong et al. identifizierten die Autoren jedoch den Genotyp

GG als genetische Pradisposition fiir die diabetische Retinopathie (Tabelle 6.1).

Tabelle 6.1 Assoziationsstudien des EPO-SNP rs1617640. Alle Studien haben als klinisches
Einschlusskriterium fiir die Fall-Gruppe eine proliferative diabetische Retinopathie. In der Studie von Tong et al.
sind die Patienten der Fall-Gruppe zusétzlich an einer diabetischen Nephropathie erkrankt. Die Fallzahlen sind
als absolute Haufigkeiten und die Genotypen als relative Haufigkeiten in Prozent angegeben.

Fall-Gruppe Kontroll-Gruppe

Studie Fallzanl |TT GT GG |TT GT GG |p-Wert
Studienpopulation ROP 142 40,3 50,0 9,7 357 528 114 0,86
Studienpopulationen PDR

Tong et al. [45] 2572 386 47,7 138 |261 537 20,2 | <0,001
Abhary et al. [98] 500 386 449 165 |386 518 9,6 0,01
Song et al. [99] 782 66,0 31,1 29 |666 290 44 >0,05
Balasubbu et al. [100] 704 90 474 436 |84 47,7 439 0,89
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Nachfolgend wurde in zwei weiteren Studien die Assoziation des SNPs rs1617640 mit der
PDR untersucht. Die Autoren Song et al. und Balasubbu et al. konnten keine Assoziation des
SNPs mit der diabetischen Retinopathie nachweisen (p > 0,05 bzw. p = 0,89). Bei den
Patientenkollektiven handelte es sich um eine chinesische bzw. um eine indische Kohorte [99,
100], wéhrend Tong et al. ausschlieBlich Kaukasier untersucht hatten [45]. Die ethnische

Herkunft kdnnte Einfluss auf die Assoziation haben.

Molekulargenetische Analysen kdnnen fir ein und denselben SNP unterschiedliche Risiko-
Allele identifizieren. Hierfur gibt es unterschiedliche Erklarungen. Zum einen kdnnen die
Ergebnisse bei verschiedenen ethnischen Gruppen und zusétzlich bei spezieller Lebensweise
unterschiedlich ausfallen [102]. Zum anderen ist in der Atiologie komplexer Krankheiten oft

das Zusammenspiel verschiedener Genloci relevant [103].

Um den tatsachlichen Effekt des SNPs rs1617640 auf die diabetische Retinopathie besser
einschétzen zu kdnnen, wurde das kumulative Ergebnis der Studien von Tong et al., Abhary
et al., Song et al. und Balasubbu et al. berechnet (Tabelle 6.2). Mit der Gesamtstichprobe von
4558 Patienten bestatigte sich sowohl die Assoziation des Genotyps TT mit der diabetischen

Retinopathie als auch der protektive Effekt des Genotyps GG.

Tabelle 6.2 Assoziation des SNP rs1617640 in allen vier Fall-Kontroll-Studien mit proliferativer
diabetischer Retinopathie. OR = Odds ratio. 95%CI = 95%-Konfidenzintervall.

Falle Kontrollen | OR 95%ClI p-Wert
TT 1053 592
GT/GG 1626 1287
2679 1879 1,408 1,241-1,598 < 0,001
Falle Kontrollen | OR 95%ClI p-Wert
GG 431 388
GT/TT 2248 1491
2679 1879 0,737 0,631-0,860 < 0,001
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6.1.2 Assoziation des EPO-SNPs rs1617640 mit anderen Erkrankungen

Derzeit liegen vier weitere Studien vor, die eine Assoziation des SNP rs1617640 mit anderen

Erkrankungen analysierten.

Popov et al. konnten zeigen, dass Patienten mit dem Genotyp TT nach Kardiochirurgie mit
Herz-Lungen-Maschine mit einer erhohten Wahrscheinlichkeit eine Nierenersatztherapie
benotigten (p < 0,01) [104]. Die Autoren diskutieren einen méglichen Zusammenhang mit der
erhdhten Epo-Konzentration durch den Genotyp TT, da die Therapie mit rhEpo zu

thromboembolischen Ereignissen fiihren kann [105].

Eine weitere Studie prufte, ob der SNP rs1617640 mit Verdnderungen der Epo-Konzentration
beim Myelodysplastischen Syndrom (MDS) assoziiert ist [106]. Dies konnte bestatigt werden,
denn Patienten mit einem MDS zeigten signifikant haufiger den Genotyp GG als die Kontroll-
Gruppe (p < 0,001). Es wird vermutet, dass beim Genotyp GG niedrige Epo-Konzentrationen

die normale Reifung hamatopoetischer Zellen storen.

Khabour et al. konnten keinen Effekt des SNPs rs1617640 auf die Epo-Konzentration im
Serum nachweisen [107]. Jedoch konnten sie zeigen, dass das G-Allel signifikant haufiger bei
Blutspendern mit einem Hamatokrit von Uber 48 % als bei Blutspendern mit einem

Hamatokrit zwischen 42 und 47,5 % vorkam.

In einer Studie bei Patienten mit chronischer Schizophrenie hatten Tréger der Genotyp-
Kombination GG im SNP rs1617640 sowie von 21 bis 35 Wiederholungen der Dinukleotide
GA (Mikrosatelliten) im Promotor des EPOR-Gens eine deutlich bessere kognitive
Leistungsfahigkeit [108]. Kastner et al. vermuten, dass eine erhdhte Epo-Konzentration die

kognitive Leistungsfahigkeit steigert.

Aktuelle klinische Phase I1/111 Studien untersuchen die Relevanz von hochdosiertem rhEpo
auf das neurokognitive Outcome von VLBW-Friihgeborenen [109, 110, 111, 112, 113, 114].
Allerdings waren in diesen Studien nach den Studieninformationen, die Uber
www.clinicaltrials.org zuganglich sind (u.a. NCT #01378273), molekulare Untersuchungen

von Varianten des EPO- oder des EPOR-Gens nicht vorgesehen.
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6.2 ROP-Risiko unter rhEpo-Therapie

Die Ergebnisse der eigenen Studie erlauben erstmals, das mdogliche Risiko der rhEpo-
Behandlung fur die Entwicklung einer hohergradigen ROP unter der Bericksichtigung einer

eventuellen genetischen Pradisposition durch den SNP rs1617640 zu beurteilen.

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass wiederholte rhEpo-Gaben zur Behandlung
der Frihgeborenenandmie mit einem erhdhten ROP-Risiko assoziiert sind [60, 61]. Im Jahr
2012 wurde in einer Cochrane-Metaanalyse ein statistisch signifikant erhéhtes Risiko fiir eine
ROP >3° nach frither rhEpo-Behandlung (Beginn vor dem achten Lebenstag) errechnet [16].
Zwei Jahre spater aktualisierten die Autoren die Metaanalyse, weil die Studie von Romagnoli
et al. zuvor félschlicherweise der friihen rhEpo-Therapie zugerechnet wurde, obwohl die
Behandlung im Mittelwert erst am 10. (x1) Lebenstag begonnen wurde [17]. Um zu
uberprufen, ob der SNP rs1617640 unter Behandlung mit rhEpo fiur eine schwere ROP
pradisponiert, wurde eine Subgruppenanalyse durchgefuhrt. Tatséchlich ist ein Cut-off von
<7 Tagen flr die Definition eines frihen Beginns bzw. von > 7 Tagen flir den spéten Beginn
einer rhEpo-Behandlung willkirlich gewahlt, zumal die sogenannte Latenzphase (Phase 1) in
der Pathophysiologie der ROP etwa 14 Tage dauert (Abbildung 1.1) [23]. In den nach
Erkennen des Fehlers aktualisierten Cochrane-Metaanalysen konnte zwar ein Trend, jedoch
keine statistische Evidenz mehr festgestellt werden, nach der ein frilher oder spater Beginn
der rhEpo-Behandlung mit einem gesteigerten Risiko fir eine hdhergradige ROP assoziiert ist
[16, 115]. Nach einer aktuellen Literaturdurchsicht erscheinen diese beiden Analysen

erganzungs- und aktualisierungswiirdig.

Sowohl die Patienten der Fall- als auch der Kontroll-Gruppe bekamen ihre erste rhEpo-Dosis
durchschnittlich nach dem achten Lebenstag appliziert. Tatséchlich ist in der Fall-Kontroll-
Studie die rhEpo-Therapie auch bei Vorliegen des Risikoallels T der Erwachsenengruppe mit
PDR bei Frihgeborenen nicht mit einem erhdéhten ROP-Risiko assoziiert. Dabei wurde in
beiden Gruppen nahezu die gleiche kumulative Dosis verabreicht. Im Gegensatz zu den
meisten Studien wurde bei Friihgeborenen mit schwerer ROP sogar seltener als in der
Kontroll-Gruppe eine rhEpo-Therapie angeordnet. Die vom SNP rs1617640 geschaffenen
putativen Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren wie TAL1 und die gleichzeitige exogene
rhEpo-Zufuhr haben demnach keinen kumulativen Effekt auf die Vaskularisation der Retina
(p = 0,19, Abbildung 6.1).
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Abbildung 6.1 TT als Risikoallel fur schwere ROP bei spater rhEpo-Therapie. Es ist die Odds Ratio mit
dem 95%-Konfidenzintervall bei Patienten mit und ohne rhEpo-Therapie sowie fur das gesamte
Patientenkollektiv dargestellt.

Interessanterweise hat bei M&usen eine erhdhte Epo-Konzentration im Auge in der Phase 1
(Initilerung) der ROP eine protektive Wirkung, indem es vor hyperoxisch-bedingten
Vasoobliterationen schiitzt und zudem neuroprotektiv wirken kann [69, 74, 116]. Somit lasst
sich die Hypothese aufstellen, dass erhohte Epo-Konzentrationen - im Gegensatz zur PDR - in
den ersten Lebenstagen das ROP-Risiko senken. Die h6here endogene Epo-Konzentration im
Auge beim Genotyp TT kdnnte schon von Beginn an die pathologischen Prozesse der ROP an
der Retina hemmen. Dies kann jedoch nicht aus einer Fall-Kontroll-Studie hergeleitet werden,

sondern erfordert weiterfiihrende grundlagenwissenschaftliche Untersuchungen.

6.3 Uberprifung anderer Risikofaktoren fiir die Entstehung einer ROP

Inzidenz

Die Inzidenz der hohergradigen Retinopathie liegt gemalR der Zahlen des Instituts fir
angewandte Qualitatsforderung und Forschung im Gesundheitswesen bundesweit bei 3,32 %
[2]. In der Gesamtkohorte der Charité, aus welcher die Fall- und Kontrollpatienten ausgewéhlt
wurden, lag die Inzidenz der ROP > 3° Uber den Zeitraum von Geburtsjahr 1999 bis 2009 mit
3,7 % &hnlich hoch. Eine retrospektive Reevaluation der ophthalmologischen Befunde war
nicht maoglich, da sie nicht fotografisch, sondern nur schriftlich dokumentiert wurden.
Wiinschenswert ware zukiinftig eine sog. Red Cam zur unabhangigen Dokumentation der
Retinae zu verwenden, um anhand der Fotos auch retrospektiv Aussagen treffen zu kdnnen
[117].

Dennoch erscheinen die Zahlen ausreichend robust, um weitere Risikofaktoren fir die

Entstehung der ROP >3° zu analysieren. Dazu zéhlen das Geburtsgewicht und das
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Gestationsalter [12]. Das durchschnittliche Geburtsgewicht eines Friihgeborenen mit schwerer
ROP betrégt in der vorliegenden Studie 707 g. Damit entspricht die Studienpopulation der
anderer groRer Studien. Zu den bekanntesten und umfangreichsten Studien z&hlt die CRYO-
ROP-Studie, in welcher 4099 Kinder augenarztlich untersucht wurden. Im Durchschnitt
wogen Kinder mit einer ,,threshold disease“ dort 800 g [34]. Das niedrige Geburtsgewicht
und niedrige Gestationsalter der Studienpopulation ist deshalb représentativ und zur
Beantwortung der Fragestellungen geeignet. Durch die stratifizierte Randomisierung des
Gestationsalters und Geburtsgewichtes konnte ausgeschlossen werden, dass das ROP-Risiko
durch eine intrauterine Wachstumsretardierung und die damit verbundenen Stérungen im
IGF-1-Stoffwechsel beeinflusst wurde.

Patientencharakteristika

Die Risikofaktoren mannliches Geschlecht, kaukasische Herkunft und Mehrling spiegeln sich

ebenfalls in der vorliegenden Fall-Kontroll-Studie wider (Tabelle 5.3).

Erkrankungen des Frithgeborenen

Die ROP reflektiert die Unreife und vor allem die Schwere der Erkrankungen des
Frihgeborenen. Kinder mit einer ROP haben h&ufiger ein Atemnotsyndrom, rezidivierende,
schwere Apnoen, eine Sepsis, die hamodynamischen Folgen eines PDA, eine NEC sowie eine
ICH durchgemacht [118]. Auch in der eigenen Arbeit wurde bei den meisten Patienten mit
schwerer ROP zusétzlich ein PDA und oftmals eine ICH diagnostiziert. Jedoch wurde bei den
Patienten der Kontroll-Gruppe ebenso h&ufig ein PDA diagnostiziert. Dies ist naheliegend, da
beide Gruppen durch die stratifizierte Randomisierung ahnlich unreif sind. Die von Kumar et
al. gezeigte Assoziation der ICH mit der ROP fand sich auch in der vorliegenden Fall-
Kontroll-Studie. Beziiglich der NEC gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden

Gruppen (siehe Tabelle 5.4).

Sauerstoffexposition

In vielen Studien wurde die Sauerstoffexposition als entscheidender Risikofaktor fur die
Entwicklung einer ROP beschrieben. Dabei korrelieren eine erhohte inspiratorische
Sauerstoffkonzentration, eine erhohte arterielle Sauerstoffsattigung, eine lange Sauerstoff-
zufuhr, eine Beatmung und der haufige Wechsel zwischen Hyperoxie und Hypoxie mit dem

Erkrankungsrisiko. Die inspiratorische Sauerstoffkonzentration sowie die Dauer der
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Beatmung konnten auch in dieser Fall-Kontroll-Studie als Risikofaktor fir eine hohergradige
ROP bestatigt werden. In beiden Studienpopulationen hatten nahezu alle Patienten eine
Sauerstofftherapie erhalten. Die Zufuhr von Sauerstoff stellt somit per se keinen isolierten
Risikofaktor dar. Es liel sich jedoch ein signifikanter Unterschied bezuglich der FiO, von 1,0
feststellen. Trotz der stratifizierten Randomisierung kénnte die héufigere Anwendung eines
FiO, von 1,0 Ausdruck schwererer Erkrankungen in der Fall-Gruppe sein. Dies ist gut
vereinbar mit einem groReren, statistisch signifikanten Unterschied in der Dauer der
Beatmung. Friihgeborene mit ROP wurden nahezu doppelt so lange beatmet (siehe Tabelle
5.5). Hierbei kann das Uberangebot an Sauerstoff mitursachlich fiir die ROP sein [23].

Parenterale Erndhrung und Steroide

Kinder mit hohergradiger ROP bzw. schwerer Bronchopulmonaler Dysplasie wurden langer
parenteral erndhrt und erhielten h&ufiger eine Glukokortikoid-Therapie (siehe Tabelle 5.6).

Die erhobenen Ergebnisse bestétigen die aktuelle Literatur [19, 119].

Bluttransfusionen / Eisensupplementation

Schon vor uber 30 Jahren erkannten Sacks et al., dass das transfundierte VVolumen von
Erythrozytenkonzentraten mit einer hoheren ROP-Inzidenz assoziiert ist [14]. Insbesondere
ein kumulatives Bluttransfusionsvolumen von uber 60 ml/kg Korpergewicht erhéht das Risiko
signifikant. Dies bestétigt sich in der vorliegenden Fall-Kontroll-Studie. Frihgeborene mit
hohergradiger ROP bekamen ein nahezu doppelt so grofRes Blutvolumen wie Friihgeborene
ohne ROP transfundiert. Pathophysiologisch ist die kurzfristige bzw. rasche Erhéhung der
Sauerstoffverfligbarkeit relevant. Dabei trdgt die niedrigere Sauerstoffaffinitdt des
transfundierten, adulten Hamoglobins A zu einer leichteren Sauerstoffabgabe in der Retina im
Vergleich zum fetalen H&moglobin F bei [120]. Je friher nach der Geburt eine Transfusions-
therapie begonnen wurde, desto hoher ist das Risiko fiir eine hohergradige ROP. Tatsdchlich
wurde in der Fall-Gruppe die Transfusionstherapie bereits am zweiten Lebenstag, in der
Kontroll-Gruppe jedoch erst ab dem vierten Lebenstag begonnen. Weiterhin werden die
retinalen Endothelzellen durch die Bildung von Sauerstoffradikalen geschadigt, deren Bildung
durch freies Eisen begunstigt wird [121]. Sowohl wiederholte Bluttransfusionen als auch eine
Eisensupplementierung erhéhen das Angebot an freiem Eisen. Dieser pathophysiologische
Faktor konnte in der vorliegenden Studie nicht nachvollzogen werden. Kinder mit schwerer

ROP bekamen signifikant weniger Eisen supplementiert (siehe Tabelle 5.7).
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6.4 Zusammenfassung

Diese Fall-Kontroll-Studie zeigt, dass der EPO-Promotor-Polymorphismus rs1617640 nicht
mit einem erhohten Risiko fir eine hohergradige ROP des Frihgeborenen assoziiert ist. Auch
unter exogener rhEpo-Zufuhr ist der SNP nicht als zusatzlicher Risikofaktor fiir die schwere
ROP identifizierbar. Bislang zeigte sich auch, dass eine hochdosierte rhEpo-Therapie zur
Neuroprotektion nicht mit einem erhohten ROP-Risiko assoziiert ist [110]. Ein primares
Konzept zur Pravention einer hohergradigen ROP muss die Reduktion von Bluttransfusionen,
vermutlich auch durch Einsatz von rhEpo zur Prévention einer transfusionsbedurftigen
Frihgeborenenanamie, berucksichtigen. Die optimale Therapie mit rhEpo, insbesondere mit
subkutaner Verabreichung [122], sollte in randomisierten, Klinischen Studien reevaluiert
werden. Hierbei sollte vor allem die Neuroprotektion durch rhEpo bertcksichtigt werden, da
rhEpo unter anderem den Verlust (vor-)geschéadigter Ganglienzellen der Retina reduzieren
[116] und zu einer signifikanten Visusverbesserung bei indirekter, traumatischer

Optikusneuropathie fuhren kann [123].
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