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Fur meinen Bruder



Referat

In der Neonatolgie hat der oxidative Stress besonders bei Frihgeborenen durch die
Unreife des antioxidativen Schutzsystems und zusétzlicher Sauerstofftherapie eine
groBe Bedeutung. Die bronchopulmonale Dysplasie, Retinopathia praematurorum und
periventrikulare Leukomalazie werden als Folge des oxidativen Stress angesehen und
unter dem Begriff ,oxygen free radical diseases of prematurity” zusammengefasst, um
auf eine gemeinsame Genese der Erkrankungen aufmerksam zu machen.

Wir untersuchten Hydroperoxide (als Marker des oxidativen Stress) in der
Perinatalperode mit dem ,Free oxygen radical monitor* (FORM). Es nahmen 137
Reifgeborene und 84 Friihgeborene an der Untersuchung teil. 80% der gesunden
Reifegeborenen zeigten am dritten Lebenstag eine Hydroperoxidbelastung von 56-184
FORT (10.-90.Perzentile). Geburtsgewicht und -gr6Be, APGAR- Score und
Geburtsmodus zeigten keinen EinfluB auf die Hydroperoxidbelastung.

Des Weiteren wurde die Wirkung von Sauerstoff auf die Hydroperoxidbelastung
untersucht. Hierbei wurden unterschiedliche Gruppen von Neugeborenen in Art der
Sauerstoffzufuhr  (spontan, Atembhilfe, mechanische Beatmung), Hb&he der
Sauerstoffzufuhr (Fi02>30% vs. FO.> 30%) und Sauerstoffkonzentration des Blutes
(PO2 < B6kPa vs. pO,> 6kPa; Sa0,80-85%vs.Sa0,85-93%vs Sa0,>93%) verglichen.
Hier konnten Kkeine signifikanten Unterschiede in der Hydroperoxidbelastung
verzeichnet werden.

In einem weiteren Schritt wurde der EinfluB der Hydroperoxidkonzentration bei
Frihgeborenen in der ersten Lebenswoche auf die spéatere Entwicklung einer
bronchopulmonalen Dysplasie, Retinopathia praematurorum oder periventricularen
Leukomalazie untersucht. Auch hier konnte kein signifikanter Zusammenhang
zwischen oxidativen Stress und den genannten Erkrankungen gefunden werden.

In wie fern Bestimmungen von reaktiven Sauerstoffspezies in der Perinatalperiode eine
sinnvolle Erweiterung in der Praventivdiagnostik von Risikokindern darstellen, muss in

weiteren Studien untersucht werden.

Julia Braulke: Messung von Hydroperoxiden im Blut von Reif- und Frihgeborenen.
Darstellung méglicher Einflussfaktoren und Auswirkung auf die Morbiditat
Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 54 Seiten, 2011
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Verzeichnis der Abklrzungen

Verzeichnis der Abkiirzungen

BAL: Bronchoalveolare Lavage

BPD: Bronchopulmonale Dysplasie

DNA: Desoxyribonukleinsaure

ELBW: extremly low birth weight

FG: Frihgeborene

g: Gramm

GSH: Glutathion

GSSG: Glutathiondisulfid

IGF 1: Insulin like growth factor 1

IMV: intermittierend mandatorische Ventilation

IPPV: intermittent positiv pressure ventilation

KITS: Kinderintensivstation

kPa: Kilopascal

MDA: Malondialdehyd

NADP: Nicotinamid- Adenin- Dinukleotid- Phosphat
NG: Neugeborene

PDA: Persitierender Ductus arteriosus

PVL: Periventrikuldre Leukomalazie

RG: Reifgeborene

ROP: Retinopathia of prematurity

RMP: Retinopathia praematurorum

ROS: Reactive oxygen species, reaktive Sauerstoffverbindungen
SIMV: synchronized intermittent mandatory ventilation
SIPPV: synchronized intermittent positiv pressure ventilation
SOD: Superoxiddismutase

VEGF: vascular endothelial growth factor

VLBW: very low birth weight infant

v



Einleitung

1. Einleitungq

1.1 Oxidativer Stress

Eine Imbalance zwischen Oxidantien und Antioxidantien zu Gunsten der Oxidantien,
die potentiell zu Schaden flhren kénnen, wird ,, oxidativer Stress® genannt (Sies 1985).
Mit der Entwicklung von photosynthetisierenden Organismen vor ca. 3,5 Milliarden
Jahren, die durch Wasserspaltung Sauerstoff freisetzen konnten, entstand die
Voraussetzung aeroben Lebens, welches im Vergleich zur anaeroben
Energiegewinnung energetisch vorteilig ist. Wahrend des Sauerstoffmetabolismus
entstehen jedoch als Nebenprodukte auch reaktive, toxische Sauerstoffverbindungen
(Oxidantien), gegen die der Koérper zwar antioxidative Gegenmechanismen
(Antioxidantien) entwickelt hat, die aber bei dem erwdhnten Ungleichgewicht zu
oxidativem Stress und damit zu Schaden fiihren kénnen. Somit ist oxidativer Stress der
Preis, den aerobe Organismen fir eine effizientere Bioenergetik zahlen missen
(Skulachev 1996).

1.2 Freie Radikale und antioxidative Mechanismen

Freie Radikale werden definiert als Molekule oder Atome, die ein oder mehrere
ungepaarte Elektronen beinhalten und zur unabhangigen Existenz fahig sind (daher
der Begriff , frei¥) (Halliwell 1989). Ungepaarte Elektronen sind Elektronen, die ein
molekulares oder atomisches Orbital alleine besetzen. Durch diese instabile
Elektronenkonfiguration entsteht eine hohe Reaktivitat.

Freie Radikale, die vom Sauerstoff abstammen, reprasentieren die wichtigsten
radikalischen Verbindungen, die in vivo gebildet werden (Miller et al 1990). Diese
radikalischen  Sauerstoffderivate werden ~ mit  einigen  nichtradikalischen
Sauerstoffverbindungen unter dem Begriff ,reaktive Sauerstoffspezies* (reactive
oxygen species, ROS) zusammengefasst. Die wichtigsten Bespiele werden in Tabelle
1 aufgefihrt.
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Tab.1 wichtige reaktive Sauerstoffspezies.

Reaktive Sauerstoffspezies Chemische Formeln
Superoxidradikal 0Oy

Hydroxylradikal OH"
Perhydroxylradikal HO,'

Alkoxylradikal RO’

Peroxylradikal ROO’

Hydroperoxid ROOCH
Wasserstoffperoxid H20,

Singulett- Sauerstoff 10,

Das Hydroxylradikal ist einer der reaktivsten Molekiile, die in der Chemie bekannt sind.
Aufgrund dessen Reaktivitit besteht das OH'- Radikal nur circa 10”° Sekunden (Pastor
et al 2000) bevor es seine Nachbarmolekile angreift. Es kann in Anwesenheit von
Ubergangsmetallen aus Wasserstoffperoxid entstehen. In der sogenannten
Fentonreaktion wird Wasserstoffperoxid in das hdchstreaktive Hydroxylradikal

umgewandelt.

Reaktion 1:  H,O, + Fe* > OH + OH" + Fe®
Im Gegenzug wird dreiwertiges Eisen durch ein Superoxidanion reduziert,
Reaktion 2:  Fe* + 0,y > Fe** + O,

Die Summe dieser Reaktionen ist als Haber- Weiss- Reaktion bekannt und ist die
Schlisselreaktion fir zahlreiche sauerstofftoxischer Prozesse in Anwesenheit von
Ubergangsmetallen (Halliwell und Gutterridge 2007)

Reaktion 3: H,0, + o, = OH + OH"

Auch das Superoxidradikal und das Wasserstoffperoxid kénnen in hoher Konzentration
Zellen schadigen, sind aber bei weitem nicht so reaktiv wie das Hydroxylradikal.

Das Superoxidanion entsteht entweder durch Enzyme wie die Xanthinoxidase oder
nichtenzymatisch (gréBtenteils im Rahmen der Atmungskette). Eine Uberproduktion
von O," flhrt zu Zellschaden. In manchen Fallen hat die Produktion von Superoxid
auch natirliche Funktionen. So werden zum Beispiel im Zuge der Immunabwehr durch
den respiratory burst Superoxidradikale durch die NADPH-Oxidase von aktivierten

2
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Phagozyten gebildet, um Bakterien abzutéten. Das gebildete O," reagiert zu
Wasserstoffperoxid, welches unter katalytischem EinfluB der Myeloperoxidase Chlorid
zu Hypochlorid (OCI’) oxidiert. Hypochlorid wirkt bakterizid.

Das Superoxidradikal dismutiert bei neutralen pH in wassrigen Medien, wobei
Wasserstoffperoxid ensteht (Reaktion 4).

Reaktion 4: Og.- + Og.- + 2H* > H202 + 02

Diese Reaktion wird durch die Superoxiddismutase (SOD) katalysiert, die somit zu den
antioxidativ wirksamen Enzymen gezahlt wird. Die Funktion der SOD wurde 1969 von
McCord und Fridovich entdeckt. Die verschiedenen Superoxiddismutasen
unterscheiden sich durch die verschiedenen lonen in ihrem aktiven Zentrum. So
existiert neben der kupfer- und zinkhaltigen Superoxiddismutase (CuZnSOD), die
hauptsachlich im Zytosol lokalisiert ist, eine manganhaltige Superoxiddismutase
(MnSQOD), die sich vornehmlich im Matrixraum von Mitochondrien befindet. Bei einigen
Pflanzen und Bakterien findet man zudem eine eisenhaltige Superoxiddismutase
(FeSOD) (Fridovich 1995). Die Notwendigkeit der SOD flr aerobe Lebewesen wird in
einer Studie von Lebovitz 1996 deutlich: Knockout Mause, die nicht fahig sind die
MnSOD zu bilden, sind schwer beeintrachtigt und sterben innerhalb von 10 Tagen
nach der Geburt.

Das Wasserstoffperoxid ist zwar kein Radikal, wird jedoch zu den ROS gezahlt.
Dadurch dass aus dieser Verbindung das héchstreaktive HydroxIradikal entstehen
kann (s. Reaktion 1-3), bendtigt der Organismus antioxidative
Verteidigungsmechanismen. Auf der einen Seite existieren Katalasen, die die
Umwandlung von Wasserstoffperoxid in Sauerstoff und Wasser katalysieren (Reaktion
5).

Reaktion 5: 2H,0, > 0O, + 2 H.O

Auf der anderen Seite gibt es die Glutathion- Peroxidase, welche das einzige
menschliche Enzym ist, dessen Aktivitat selenabhangig ist. Das Tripeptid Glutathion,
besteht aus Cystein, Glycin und Glutamat und wird in praktisch jeder Zelle als
Redoxmetabolit genutzt. Mit Hilfe des Enzyms wird Wasserstoffperoxid durch die
Koppelung seiner Reduktion zu Wasser mit der Oxidation von Glutathion (GSH) zu
Glutathiondisulfid (GSSG) entfernt (Reaktion 6).

Reaktion 6: 2 GSH + H.O, - GSSG +2H,0



Einleitung

Glutathiondisulfid wird durch die Glutathionreduktase wieder zu Gluthation reduziert.
Den reaktiven Sauerstoffverbindungen steht aber nicht nur ein enzymatischer
antioxidativer Schutz gegenlber, sondern auch eine Reihe von niedermolekularen
Substanzen, die in vivo gebildet werden, wie z.B. Bilirubin, Harnsaure und Coenzym Q,
oder von auBen zugefihrt werden muissen. Wichtigste Vertreter sind hierbei
antioxidative Vitamine wie Vitamin C (Ascorbat), Vitamin E (Tocopherole) und
sekundére Pflanzenstoffe wie z.B. Carotinoide (Vorlaufer des Vitamin A).

1.3  Zelluldre Schadiqgung durch ROS

Im gesunden Organismus ist die Bildung von ROS durch das antioxidative System
weitestgehend ausgeglichen. Wenn das normale Oxidations-
Antioxidationsgleichgewicht gestért wird, kann ein unkontrollierter Angriff auf nahezu
alle Zellbestandteile einsetzen (Loffler und Petrides 1998). Proteine kénnen durch
Oxidation von Sulfhydrylgruppen, Kohlenhydrate durch Polysacchariddepolymerisation,
Nukleinsduren durch Basenhydroxylation, ,nicking*, ,cross- linkage“ sowie DNA Brliche
(Frank et al 1985) und Lipide durch Peroxidation von ungesattigten Fettsduren
geschadigt werden. Auf die Lipidperoxidation, als Grundlage unserer MeBmethode von
Hydroperoxiden soll im folgendem genauer eingegangen werden.

1.3.1 Lipidperoxidation

Der Begriff der Lipidperoxidation beschreibt den Vorgang, der durch den oxidativen
Angriff einer ungesattigten Fettsdure oder einer Fettsdurenseitenkette von
Membranlipiden durch ein freies Radikal ablauft. Sie kann in drei Stufen eingeteilt
werden: Initiation, Propagation und Termination.

Die Lipidperoxidation beginnt durch ein Molekil, welches reaktiv genug ist, ein
Wasserstoffatom (H) einer Fettsdure abzuspalten. Moleklle, die das erste
Wasserstoffatom entfernen kdénnen, sind das Hydroxylradikal (OH’), das Alkoxyl-
Radikal (RO’), das Peroxylradikal (ROO’) und das Perhydroxylradikal (HOy)
(Gutteridge 1995). Hierbei werden vor allem ungeséattigte Fettsduren oxidiert. Durch die
Abspaltung von Wasserstoff, welches ein Elektron besitzt, bleibt ein ungepaartes
Elektron eines Kohlenwasserstoffatoms in der Fettsadure zurlck. Somit entsteht ein
Lipidradikal. Das entstandene Lipidradikal wird durch intramolekulares Rearrangement,
der sogenannten Dien- Konjugation stabilisiert. Unter aeroben Bedingungen folgt nun
meist die Reaktion mit Sauerstoff und es entsteht ein Peroxylradikal. Peroxylradikale
kénnen sowohl miteinander (Termination) als auch mit Membranproteinen reagieren,

kdnnen aber auch ein Wasserstoffatom von einer anderen Seitenkette eines

4



Einleitung

Membranlipids abspalten und somit eine Kettenreaktion in Gang setzen (Propagation)
und dabei selbst zu einem Lipidhydroperoxid werden. Eine einzige Initiation kann also
die Umwandlung von hunderten Fettsaureseitenketten zur Folge haben (Gutteridge
und Halliwell 1990). Die Lange der Propagation ist dabei abhangig von dem Lipid-
Protein Verhaltnis in einer Membran, der Fettsdurezusammensetzung, der
Sauerstoffkonzentration sowie der Anwesenheit von zum Kettenabbruch flhrenden
Antioxidantien (besonders a-Tocopherol als Bestandteil von Membranen) (Halliwell und
Chiroco 1993). Die Eigenschaften der urspringlichen Lipide werden durch die
Kettenreaktionen so verandert, dass es zu Funktionsveranderungen und zum Verlust

der Membranintegritat kommen kann.

1.4  Oxidativer Stress bei Neugeborenen

Neugeborene und vor allem Frihgeborene sind besonders anféllig fur oxidativen
Stress. Allein durch die Geburt muB3 sich ein Neugeborenes von der intrauterinen,
hypoxischen Umgebung (Sauerstoffpartialdruck ca. 25 mmHg) auf die sauerstoffreiche
extrauterine Umwelt umstellen.

Zusatzlich kann durch eine peri- und/oder postnatale Asphyxie beziehungsweise
Hypoxie oder im Rahmen eines Atemnotsyndroms eine Beatmungs- und/oder
Sauerstofftherapie mit hohen Sauerstoffkonzentrationen notwendig werden.

Dieser ,hyperoxischen“ Herausforderung steht ein unzureichender Schutz des noch
unreifen antioxidativen Enzymsystems und der nicht enzymatischen Antioxidantien
gegeniber. Besonders betroffen sind die unreifen Frihgeborenen, da sich das
antioxidative Schutzsystem erst in der spaten Gestation entwickelt. In diesem Sinne
hat das neonatale Plasma ein antioxidatives Profil mit niedrigen Konzentrationen von
Glutathionperoxidase, Superoxid Dismutase, B- Carotin, Vitamin E, Selenium, Kupfer,
Coeruloplasmin und anderen Plasmafaktoren (Haga et al 1978, Bracci et al 1988,
Gophinathan et al 1994)

Des Weiteren ist das nicht an Transferrin gebundene, freie Eisen im Plasma bei
Neugeborenen héher als bei Erwachsenen (Berger et al 1995), was Uber die Fenton-
Reaktion zu der Produktion von Hydroxylradikalen fihren kann. Bei Frihgeborenen
kann der Eisenhaushalt zusatzlich durch Erythrozytentransfusionen tberladen werden.
Circa 80% der VLBW wund 95% der ELBW erhalten im Krankenhaus
Erythrozytenkonzentrate (Widness et al 1996). Der transfundierte Erythrozyt hat zudem
eine kirzere Lebensspanne als bei Erwachsenen (Brad und Widness 1997). Es konnte
gezeigt werden, dass nach Bluttransfusionen, dass nicht an Protein gebundene Eisen
bei FG, nicht aber bei RG, erhéht ist (Hirano et al 2001).



Einleitung

Aufgrund des oben erlduterten Ungleichgewichts zwischen Uberproduktion von
Oxidantien und unreifen Antioxidantiensystem besteht bei Neugeborenen und
besonders Frihgeborenen eine hohe Gefahr der oxidativen Schadigung
verschiedenster Organe. In diesem Zusammenhang ist der Begriff der ,oxygen free
radical diseases of prematurity“ entstanden. Zu diesen Erkrankungen werden die
Bronchopulmonale Dysplasie, die Retinopathia praematurorum und die periventrikulare
Leukomalazie gezahit.
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1.4.1 Bronchopulmonale Dysplasie (BPD)

In der Bundesrepublik Deutschland erkranken pro Jahr etwa 1300 bis 1500
Neugeborene an einer BPD, wobei die Inzidenz bei 1 bis 1,8 Fallen auf 1000
Lebendgeburten (Muskala und Wauer 2002) liegt und somit eine der haufigsten
chronischen Lungenerkrankungen im Kindesalter darstellt.

Die BPD hat eine multifaktorielle Genese, in deren Zentrum als Hauptrisikofaktor die
unreife Lunge eines FG steht. Daneben bestehen weitere Faktoren wie die mit der
Frihgeburtlichkeit verbundene postnatale Sauerstoff- und Beatmungstherapie,
Inflammationsreaktionen und Infektionen, Lungenddeme infolge eines persistierenden
Ductus arteriosus , genetische Polymorphismen in kodierenden Genen fir
Surfactantproteine (Weber et al 2000) und die Erndhrung.

Extrem unreife Friihgeborene (< 27 Schwangerschaftswoche (SSW)) befinden sich in
der fetalen Lungenentwicklung noch im canalicularen Stadium, in der die
Vaskularisation des dichten Mesenchyms erst beginnt. Erst ab Ende des 6.
Schwangerschaftmonats wandelt sich das kubische Bronchialepithel in die flachen
Pneumozyten Typ | um, die sich eng mit den Blutkapillaren verbinden und ab dem
siebten Schwangerschaftsmonat einen Gasaustausch erst méglich machen. Die
surfactantproduzierenden Pneumozyten Typ |l sind zu diesem Zeitpunkt jedoch noch
unreif, so dass diese Entwicklungsstufen nicht immer mit einem selbststandigen Atmen
vereinbar sind. Somit wird bei Frihgeborenen oft eine Beatmungs-, zusatzliche
Sauerstoff- und Surfactanttherapie notwendig. Der zusatzliche Sauerstoff stellt einen
wesentlichen pathogenetischen Faktor einer BPD, auch chronische Lungenerkrankung
des Kindes genannt, dar (Jobe und Bancalari 2001,Saugstad 2001).

Die Zufuhr von hohen Sauerstoffkonzentrationen fiithrt zur Uberproduktion von freien
Radikalen wie Superoxid und Hydrogenperoxid gegen die frihgeborene Kinder durch
ihr nicht ausgereiftes antioxidatives System nicht ausreichend geschitzt sind (Frank
1991). Die freien Radikale bedingen eine direkte Schadigung und Apoptoseinduktion
der respiratorischen Epithelzellen (Thompson et al 2008, Buccellato et al 2004). In
diesem Zusammenhang konnte von Vento et al 2009 gezeigt werden, dass die spatere
Entwicklung einer BPD bei 78 Frihgeborenen (< 28 SSW) durch den Einsatz einer
inspiratorischen Sauerstofffraktion wahrend der Notfallversorgung im KreiBsaal von
30% im Vergleich zu 90% halbiert werden konnte.

Zusétzlich wird die unreife Lunge im Rahmen einer maschinelle Beatmung mit
positiven Beatmungsdriicken durch Baro- und Volutraumata geschadigt, was mit einem
Austritt von Flussigkeit in das Lungeninterstitium und einem Emphysem einhergehen

kann.
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Durch die oben beschriebenen postnatalen Noxen (u.a. freie Radikale, Baro- und
Volumentraumata, Infektionen) wird ein  Ungleichgewicht von pro- und
antiinflammatorischen Faktoren stimuliert und somit eine unspezifische pulmonale
Entzindung mit akuter Lungenschadigung hervorgerufen. In diesem Sinne sind die
Neutrophilen und proinflammatorischen Interleukine IL16, IL 6, IL 8 und TNFa
postnatal in trachealen Aspiraten von FG, die spater eine BPD entwickeln, erhéht. Im
Gegensatz dazu scheinen antiinflammatorische Zytokine wie IL-10 in Trachealsekreten
bei FG, die spater an einer BPD erkrankten, erniedrigt (Vento et al 2006).

Diese inflammatorische Aktivierung fuhrt zu einer pathologischen Lungenentwicklung,
die auf der einen Seite zu einer unzureichenden Alveolarisierung mit weniger und
gréBeren Alveolen und auf der anderen Seite zu einer Rarefizierung des
LungengeféaBbettes fuhrt (Gortner und Meyer 2007).
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1.4.2 Retinopathia praematurorum

Im Hinblick auf alle Neugeborenen liegt die Inzidenz einer Retinopathia praematurorum
(ROP) in den USA bei 0,12% und ist somit eine seltene Erkrankung. Betrachtet man
jedoch nur die Frihgeborenen erkranken je nach Statistik 7% an einer ROP. Bei den
Frihgeborenen, die ein Gestationsalter unter der 30. SSW oder ein Geburtsgewicht
unter 1300 g haben, erkranken sogar 21% an einer ROP (Lad et al 2008). In
Deutschland  entwickeln  pro  Jahr circa 400-600  Risikokinder  eine
behandlungsbediirftige ROP (Lorenz 2008).

Die Erkrankung wird in verschiedene Schweregrade (Stadium I-V) eingeteilt, an deren
Maximalstufe eine komplette Netzhautablésung steht (Kellner et al 2008).

Die ROP ist eine in 2 Phasen ablaufende Erkrankung der Netzhaut, bei der die Unreife
der Kinder und die Wirkung von Sauerstoff als Risikofaktoren im Vordergrund stehen.
In der ersten Phase der Entwicklung einer ROP (postnatal bis 30-32 SSW) kommt es
zum Stillstand des retinalen GefaBwachstums sowie zur Rickbildung und Oblitaration
schon vorhandener GefaBe. Physiologisch wachsen erst im 4. Gestationsmonat von
der Papille ausgehend GeféaBe in die periphere Retina. Hierbei wird die Angiogenese
durch das relativ hypoxische Milieu und den damit verbundenen Konzentrationsanstieg
von VEGF (vascular endothelial growth factor) stimuliert. Bei Kindern, die unreif
geboren werden, ist die Vaskularisierung der Retina noch nicht abgeschlossen.

Das Neugeborene erlebt durch die Umstellung der intrauterinen auf die postnatale
Umwelt eine relative Hyperoxie, die durch Sauerstofftherapie aggraviert werden kann.
Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass Hyperoxie die VEGF- Sekretion
supprimiert (Pierce et al 1995).

Des Weiteren scheint IGF-1 (Insulin like growth factor 1) wichtig fir die retinale
GefaBentwicklung und niedrige Konzentrationen an IGF-1 mit der ersten Phase der
ROP assoziiert zu sein (Hellstrom et al 2003).

Auf den GeféaBverlust in der ersten Phase der ROP folgt eine Hypoxie. Aus dieser
entwickelt sich die 2. Phase der ROP bei Friihgeborenen ab einem Gestationsalter von
32.-34. Wochen. Durch einen hypoxieinduzierten VEGF- Konzentrationsanstieg
resultiert eine pathologische retinale Neovaskularisation. Aber auch IGF-1 scheint eine
wichtige Rolle bei der 2. Phase der ROP zu spielen, welches ein Friihgeborenes ab
einem Gestationsalter von ca. 34 Wochen in ausreichender Konzentration bildet.
(Heckmann 2008).

Obwohl Vasokonstriktion und Neovaskularisation das Bild und die Schwere einer ROP
bestimmen, werden durch die Hypoxie und Hyperoxie freie Radikale generiert, die zum
retinalen GefaBschaden beitragen (Weinberger et al 2001).
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1.4.3 Periventrikuldre Leukomalazie

Frihgeborene reprasentieren 5% aller Geburten, aber 50% aller Kinder mit
frihkindlicher Hirnschadigung (Berkowitz und Papiernik 1993).

Hierbei haben Frihgeborene ein hohes Risiko eine intraventrikuldre Hamorrhagie
(IVH), einen parenchymalen ischamischen Infarkt (PVHI), eine periventrikulare
Leukomalazie oder eine diffuse Schadigung der Gehirnzellen zu entwickeln. Dabei
dominieren die zwei zuletzt genannten (Maalouf et al 2001).

Eine periventrikuldre Leukomalazie ist eine perinatale Hirnschadigung, die als
Endstadium einer schweren Perfusionsstérung durch Schadigung der wei3en
Substanz (u.a. Pyramidenbahnen) mit zystischen L&sionen einhergehen kann
(Michaelis und Niemann 2004).

Es gibt zwei sich Uberlappende Formen der PVL: (1) die zystische PVL, bei der fokale
Nekrosen makroskopisch sichtbar sind und sich zu multiplen Zysten entwickeln und (2)
die nicht zystische PVL, bei der die fokalen Nekrosen nur mikroskopisch sichtbar sind
und sich hauptséachlich gliése Narben entwickeln. Die zystische Form ist selten; die
nicht zystische PVL zahlt heutzutage zu den am meisten beobachteten Schadigungen
der weiBBen Substanz bei Frihgeborenen (Khwaja und Volpe 2008).

Pathogenetischer Ausgangspunkt der periventrikularen Leukomalazie ist die cerebrale
Ischamie. Aber auch maternale (intrauterine) oder neonatale
Infektionen/Inflammationen sind mit dem Auftreten einer PVL assoziiert (Leviton et al
2005).

Die periventrikuldren Areale sind verletzliche Endzonengebiete der arteriellen
Versorgung im unreifen Gehirn, die erst in den letzten 16 Wochen der Gestation eine
weitere Vaskularisierung zeigen (Takashima et al 1978, Ballabh et al 2004). Zudem
scheint  die  cerebrovasculdre  Autoregulation bei  Frihgeborenen  auf
Blutdruckschwankungen noch eingeschrankt und somit kann die cerebrale Zirkulation
druckpassiv werden, was gerade bei Hypotension zur Ischdmie in den
Endzonengebieten flhren kann (Soul et al 2007).

Die beiden einleitenden Mechanismen Ischamie und Infektionen flhren dann Uber
exzitatorische Transmitter (Glutamat) und den Angriff von freien Radikalen zu
Zellschaden und -tod der sich entwickelnden Oligodendrozyten. Hier soll nur auf
letzteres eingegangen werden.

Durch die akute Ischdmie kommt es auf der einen Seite zum Aufbrauchen von
Adenosintriphosphat (ATP) zu Adenosindiphosphat (ADP). Dies wird (ber
Zwischenprodukte weiter zu Hypoxanthin verstoffwechselt. Durch den Rickgang der
oxidativen Phosphorylisierung bei Ischamie, kénnen Membranpotentiale nicht mehr
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aufrechterhalten werden und es kommt zu einem Einstrom von Calcium in die Zelle.
Der Calciuminflux hat viele Konsequenzen wie z.B. die Aktivierung der Phospholipase
A2. Diese Reaktion flihrt zur Phospholipid- Hydrolyse und Stérung von Membranen der
Zellen und Organellen (Buonocore et al 2001). Auch das mitochondrale
Membranpotential wird durch den Calciuminflux gestért und kann Uber eine
Freisetzung von Cytochrom c direkt die Apoptose induzieren (Halliwell und Gutteridge
2007).

Bei Reperfusion des ischdmischen Gewebes kommt es zu massiver Freisetzung von
ROS. Erstens wird in Anwesenheit der Xanthinoxidase das akkumulierte Hypoxanthin
zu Xanthin und Harnsadure metabolisiert. Bei dieser Reaktion entsteht das
Superoxidradikal und durch die nachfolgende Reaktion der SOD Wasserstoffperoxid
(Kelly 1993). Zweitens wird durch die erhdhte intrazelluldare Calciumkonzentration
durch die NO- Synthetase Stickstoffmonooxid gebildet. Drittens werden durch die
Anwesenheit von Eisen in sich entwickelnden Oligodendrozyten (Connor und Menzies
1996) oder auch durch parenchymale Blutungen Uber die Fenton- Reaktion
Hydroxylradikale generiert (Volpe 2001). Somit kommt es zur oxidativen Schédigung
der weiBen Substanz, die zum nekrotischen und apoptotischen Zelltod fiihrt (Saikumar
et al 1998)

Das klinische Bild der Uberlebenden einer PVL ist stark abhéngig von dem AusmaB
der periventrikuldren L&sionen. Die Kinder zeigen in 5-10% cerebrale LAhmungen und
in 50% Aufmerksamkeits- und Verhaltensstérungen neben kognitiven Defiziten (Hack
et al 2005, Wilson-Costello et al 2007).
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2 Zentrale Fragestellungen

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Hydroperoxidbelastung als Marker flr
oxidativen Stress bei Reif- und Friihgeborenen.

In einem ersten Schritt soll ein Richtwert fir Hydroperoxide bei gesunden
Reifgeborenen am 3. Lebenstag erarbeitet werden. Des Weiteren wird der EinfluB der
Parameter GeburtsgréBe, Geburtsgewicht, Geburtsmodus und Geschlecht auf die
Hydroperoxidbelastung bei Reifgeborenen untersucht.

In einem weiteren Schritt sollen die Hydroperoxidkonzentrationen der Friih- und
Reifgeborenen verglichen werden, um zu untersuchen, ob Frihgeborene tatsachlich
vermehrten oxidativen Stress ausgesetzt sind.

Bei den Frihgeborenen stellt sich die Frage, ob die Sauerstoffkonzentration des Blutes
sowie die Art und die Hoéhe der Sauerstoffzufuhr die Hydroperoxidkonzentration
beeinflusst.

In einem letzten Schritt soll untersucht werden, ob hohe Hydroperoxidkonzentrationen
bei Frihgeborenen in der ersten Lebenswoche einen Risikofaktor flr das spatere
Erkranken an einer Bronchopulmonalen Dysplasie, Retinopathia praematurorum oder

periventrikularen Leukomalazie darstellen.
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3 Material und Methoden

3.1 Art, Ort, Zeitraum der Studie

Die Studie wurde durch die Ethik Komission der medizinischen Fakultat der Martin
Luther Universitat in Halle (Saale) genehmigt.

In dieser Untersuchung wurden Neugeborene, die sich nach der Geburt stationar auf
der Neugeborenenstation bzw. der Kinderintensivstation der Universitatsklinik Halle/
Saale befanden, untersucht. Das Patientenkollektiv entstand in einem Zeitraum von 20
Monaten (1/2005- 8/2006).

3.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Es wurden Neugeborene in die Untersuchung eingeschlossen, die an der
Universitatsklinik Halle/Saale geboren wurden und/oder sich postnatal stationar auf
einer der beiden oben genannten Stationen befanden. AuBerdem war das
Einverstandnis beider Elternteile nétig zur Aufnahme in die Studie.

3.3 Patienten
3.3.1 Gestationsalter

Mit Hilfe der Menstruationsanamnese der Mutter wurde die Schwangerschaftswoche
(SSW) zum Zeitpunkt der Geburt ermittelt.

Durch das Gestationsalter wurden die untersuchten Neugeborenen in zwei Gruppen
eingeteilt. So wurde zwischen Reifgeborenen mit einem Gestationsalter von
mindestens 37 SSW und Frihgeborenen, die vor der vollendeten 37 SSW geboren
sind, unterschieden.

3.3.2 Zeitpunkt der Blutenthahme

Alle reifen Neugeborenen (> 37 SSW) waren zum Zeitpunkt der Blutentnahme 72
Stunden alt. Bei diesen Kindern erfolgte die Blutentnahme im Rahmen des
Neugeborenen Screenings. Somit fanden keine zuséatzlichen Punktionen statt.

Bei den Frihgeborenen (SSW < 37 SSW) erfolgte die Blutentnahme innerhalb der
ersten Lebenswoche an unterschiedlichen Tagen im Rahmen von ohnehin nétigen
Blutentnahmen, wie zum Beispiel Blutgasanalysen. Die Kinder haben somit zum
Abnahmezeitpunkt ein unterschiedliches Alter, es konnten jedoch zusatzliche

Blutentnahmen vermieden werden.
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3. 4. Arbeitsvorgang und Messverfahren

3.4.1 Messgerat und Reagenzien

Die automatisierte Bestimmung von Hydroperoxiden im Blut erfolgte mit dem FORM
(Free Oxygen Radical Monitor) Photometer der Firma Incomat Medizinische Geréte
GmbH (Glashitten, Deutschland). Das Messgerat wurde von Callegari 1930 SpA,
Catellani Gruppe (ltalien) entwickelt.
Es wurden ausschlieBlich Reagenzien der Firma Incomat Medizinische Geréate
verwendet. Fir die Testung werden zwei Reagenzien bendtigt.
Reagenz 1: Acetatpuffer (pH-Wer: 4,8), der Eisensulfationen enthalt, in

Mikrovette
Reagenz 2: vorbereitetes lyophilisiertes Chromogen- Reagenz in

quadratischer Messkuvette ( Schichtdicke 1cm)

3.4.2 Testprinzip

Das Testprinzip beruht auf der Fahigkeit von Ubergangsmetallen (wie z.B. Eisen) die
Bildung von freien Radikalen aus Hydroperoxiden zu katalysieren.

Die in der Reagenz 1 enthaltenen Eisenionen katalysieren die sogenannte Fenton-
Reaktion:

Reaktion 1: ROOH + Fe** > OH + RO+ Fe®

Das zweiwertige Eisen reagiert mit einem Hydroperoxid, dabei entsteht ein
Alkoxylradikal und dreiwertiges Eisen.

Reaktion 2: ROOH + Fe** > ROO" + H* Fe*

Dreiwertiges Eisen reagiert mit einem Hydroperoxid, dabei wird ein Peroxidradikal und
zweiwertiges Eisen freigesetzt.

Die Quantitat der gebildeten Alkoxyl- und Peroxidradikale ist somit direkt proportional
zur Menge an Hydroperoxiden im Blut.
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In einem weiteren Schritt wird nach der Blutentnahme das gepufferte Kapillarblut mit
einem oxidierbaren Agenz namens FORT- Chromogen (CrNH,), welches sich in der
MesskUvette befindet, gel6st.

Reaktion 3: ROO" + RO" + 2 CrNH, 2>

ROO + RO + 2 (CrNHy)*

Dabei entsteht das rotgeférbte kationische Radikal des Chromogens (CrNH.)",
welches mit dem FORM- Photometer bei einer Wellenlange von 505nm erfasst werden
kann. Das Kation ist der Konzentration der im Blut vorhandenen ROS proportional. Die
ROS Konzentration wird in FORT Einheiten wiedergegeben, wobei eine FORT Einheit
0.26 mg/l H,O, entsprechen.

In einer Untersuchung an der Universitat Padua (ltalien) von Jori et al wurde 2002 die
Zuverlassigkeit des FORM- Testverfahrens getestet. Hierbei ergaben sich fir das
FORT- Chromogen FORT- Werte, die mit einer statistischen Signifikanz mit der
Prifreagenz fur kolometrische Messungen, p- Phenylendiamin, korrelieren. Zudem
zeigten sich gute Ubereinstimmungen zwischen dem FORT- Photometer und der
standardisierten und anerkannten spektralphotometrischen Methode mit dem Perkin
Elmer Photometer hinsichtilich der im Versuchsaufbau bekannten Konzentrationen von
Hydroperoxiden (TBH- Lésung von 10 bis 60uM). Mit beiden Photometern konnte mit
zunehmender Konzentration an Hydroperoxiden bis 40uM (entspricht 500 FORT ) eine
lineare Zunahme der Absorption festgehalten werden. Hbhere
Hydroperoxidkonzentrationen fihrten jedoch zu einer Abweichung der Linearitat —
vermutlich in Folge von Uberreaktionen- und damit zu keinen zuverlassigen

Ergebnissen.
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3.4.3

3.5

Neben dem Geburtsgewicht/ —gréBe und dem Geschlecht der Reifgeborenen wurde
der APGAR- Score festgehalten. Dieser Score wird zur Beurteilung des postnatalen
klinischen Zustandes des Neugeborenen herangezogen. Er beschreibt mit klinischen
Parametern die Vitalitat eines Kindes in der ersten, flinften und zehnten Lebensminute.
Zudem wurde der Geburtsmodus als mdglicher Einflussfaktor dokumentiert. Dabei
wurde zwischen Spontangeburt und Sectio caesarea unterschieden. Hierbei war nicht
von Interesse, ob es sich dabei um einen primaren oder sekundaren Kaiserschnitt

Arbeitsvorgang

Kapillarblutentnahme aus der Ferse (Neugeborenenstation/ KITS) oder
vendse Blutentnahme (KITS) bei oben beschriebenen Patienten.
Einbringen der blutgefiliten Kapillare in eine mit Puffer gefillte
Mikrovette (Reagenz 1).

Transport zum Messgerat

(Standpunkt: KITS des Universitatsklinikums Halle/ Saale)

Uberfiihren des Mikrovetteninhaltes in eine Messkiivette in der sich das
Chromogen befand (Reagenz 2).

Zentrifugation (eine Minute, Zentrifuge wird zum Testgerat mitgeliefert)
Einsetzen der Kivette in das FORM-Photometer.

Untersuchte Parameter bei Reifgeborenen (RG)

handelte.
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3.6 Untersuchte Parameter bei Frithgeborenen und Reifgeborenen

3. 6.1 Art der Sauerstoffzufuhr

Um die Art der Sauerstoffzufuhr zu differenzieren, wurden die Frihgeborenen in drei
Gruppen unterteilt.

In die erste Gruppe gehéren die Frihgeborenen, die zum Zeitpunkt der Blutentnahme
vollkommen selbstandig atmeten. In diese Gruppe wurden auch Kinder mit
Sauerstoffnasensonden und Kinder mit Sauerstoffzufuhr im Inkubator zugeordnet.

In die zweite Gruppe wurden die Kinder eingeteilt, die mit einer pharyngealen
Atembhilfe unterstitzt wurden. Darunter fallt die Atemhilfe mit dem pharyngealen CPAP
(continuous positiv airway pressure) und dem pharyngealen IMV (intermittierende
mandatorische Ventilation).

Der dritten Gruppe wurden Kinder zugeordnet, die invasiv beatmet wurden. Hierunter
fallt die kontrollierte mechanische Beatmung (IMV sowie intermittent positiv pressure
ventilation (IPPV)) und die assistierte mechanische Beatmung (synchronisierte
intermittierende mandatorische Ventilation (SIMV), synchronized positive pressure
ventilation (SIPPV)).

3.7 Untersuchte Parameter bei Frithgeborenen (FG)

3. 7.1 Sauerstoffkonzentation des Blutes

Hier wurden der Sauerstoffpartialdruck (pO.) und die Sauerstoffsattigung (SaO.) als
maogliche Einflussfaktoren zum Zeitpunkt der Blutabnahme ermittelt.

Der Sauerstoffpartialdruck ist proportional zu der Sauerstoffkonzentration, die
physikalisch im Blut geldst ist (Henry Dalton Gesetz). Hier wurde unterschieden, ob bei
den Kindern ein pO, von mehr oder weniger als 6 kPa verzeichnet wurde.

Als Sauerstoffsattigung bezeichnet man den Teil des Sauerstoffs, der chemisch an
Hamoglobin (OxyHb) gebunden ist im Vergleich zum gesamten Hamoglobin. Dieser
wurde pulsoxymetrisch gemessen. Aufgrund der Sauerstoffsattigung erfolgte die
Einteilung der Frihgeborenen in drei Klassen:

Gruppe 1: Sa0,: 80-85%

Gruppe 2: Sa0,.85%- 93%

Gruppe 3: Sa0, > 93%
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3.7.2 Hohe der Sauerstoffzufuhr

Um die Hoéhe der Sauerstoffzufuhr festzuhalten, wurde die inspiratorische
Sauerstofffraktion (FO,) zum Zeitpunkt der Blutentnahme bei den Frihgeborenen
dokumentiert. Bei den selbstédndig atmenden Kindern entspricht die inspiratorische
Sauerstofffraktion die der Raumluft (21%).

Es erfolgte bei den Frihgeborenen die Bildung von zwei Gruppen beziglich der
inspiratorischen Sauerstofffraktion:

Gruppe 1: F0,<30%
Gruppe 2:  FO, > 30%

3.7.3 Untersuchte Erkrankungen

Das Vorhandensein der untersuchten Erkrankungen (Bronchpulmonale Dysplasie,
Retinopathia praematurorum, periventrikulare Leukomalazie) wurde zu einem spateren

Zeitpunkt retrospektiv durch Akteneinsicht ermittelt.

3.8 Erlauterung der statistisch angewandten Methoden

Die statischen Auswertungen wurden mit Hilfe von SPSS fir Windows, Version 17.0
(SPSS Inc., U.S.A.) durchgefthrt. Die Darstellung der kontinuierlichen Variabeln
erfolgte als Mittelwerte, wahrend als StreumaBe die Standardabweichungen gewahit
wurden.

Die kontinuierlichen Variablen wurden mittels des Kolmogorov-Smirnov-Tests
hinsichtlich ihrer Normalverteilung Uberprift. Die getesteten Variablen wiesen ganz
Uberwiegend keine Normalverteilung auf (Kolmogorov-Smirnov-Test: p<0,05). Bei den
Vergleichen der Stichproben wurden durchgehend nichtparametrische Tests fir nicht
normalverteilte Stichproben herangezogen.

Beim Vergleich von 2 unabhangigen, nicht normalverteilten Stichproben wurde der
Mann-Whitney-U-Test und bei mehr als 2 unabh&ngigen, nicht normalverteilten
Stichproben der H-Test nach Kruskal und Wallis angewendet.

In den grafischen Darstellungen, die ebenfalls mit SPSS erstellt wurden, wurden zur
Veranschaulichung der Mediane und Quartilsabstdande Boxplots verwendet. Wahrend
in den Boxen der Median sowie die 25.-75. Perzentile aufgetragen sind, entsprechen
die T-Balken dem kleinsten und gr6Bten Wert, sofern diese keine AusreiBer bzw.
Extremwerte sind. Die AusreiBer sind dabei Werte, die zwischen 1 1/2 - 3 Boxlangen
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auBerhalb der Box liegen; sie sind in den Grafiken als Kreise dargestellt, wahrend
Extremwerte mehr als 3 Boxlangen auBerhalb der Box gemessen wurden und als
Kreuzchen aufgetragen sind. Die kategorisierten Daten wurden grafisch mit Hilfe von
gruppierten Balkendiagrammen dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Beschreibung des Patientenkollektivs

Es wurden insgesamt 221 Neugeborene in der vorliegenden Arbeit untersucht. Es
wurde keines der untersuchten Kinder aus der Untersuchung ausgeschlossen.

4.1.1 Gestationsalter von Friih- und Reifgeborenen

Von den 221 Patienten waren 137 (62 %) Reifgeborene. 84 Kinder waren
Frihgeborene.

Im Durchschnitt kamen die Reifgeborenen in der 40 SSW zur Welt (Median: 40 SSW).
Die langste Schwangerschaftsdauer betrug 42 Wochen.

Die Frihgeborenen wurden durchschnittlich in der 33 SSW geboren. Das unreifeste
Kind kam mit einem Gestationsalter von 24 Wochen zur Welt.

Tabelle 4.1 zeigt die Haufigkeitsverteilung der Schwangerschaftswochen, in der die

untersuchten Friihgeborenen geboren wurden.

Tab. 4.1: Prozentuale Verteilung der SSW bei Frithgeborenen.

Dargestellt sind die Haufigkeiten, Prozente und kumulierten Prozente der
Schwangerschaftswochen, in denen die untersuchten Friihgeborenen zur Welt kamen
(n=84).

Kumulierte
Haufigkeit | Prozent | Prozente
24 -28 SSW |13 15,5 15,5
29 -32 SSW | 31 36,9 52,4
33-36 SSW |32 38,1 90,5
37 SSW 8 9,5 100,0
Gesamt 84 100,0
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4.1.2 Geschlecht von Friih- und Reifgeborenen
<

Reife
. Frihgeborene
N Reifgeborene
mannlich weiblich
Geschlecht
Abbildung 4.1.: Geschlechtsverteilung von Reif- und Frithgeborenen.

Dargestellt ist die prozentuale Verteilung des Geschlechts aller Neugeborenen (n=221).

116 der untersuchten 221 Kinder waren méannliche Neugeborene. Davon wurden 42
(36 % aller mannlichen NG) vor der vollendeten 37 SSW geboren. 74 (64 % aller
mannlichen NG) der mannlichen Kinder waren reifgeboren.

105 der untersuchten Neugeborenen waren weiblich. Davon waren 42 (40% aller
weiblichen NG) Friihgeborene und 63 (60% aller weiblichen NG) Reifgeborene.

4.1.3. Reifgeborene

Geburtsmodus

103 (75 %) der Reifgeborenen wurden spontan geboren. 34 (25 %) kamen durch eine

Sectio caesarea zur Welt, hierbei wurde nicht zwischen primérer und sekundérer
Sectio unterschieden.
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Geburtsgewicht und GeburtsgroBe

Die reifen Neugeborenen hatten im Durchschnitt ein Geburtsgewicht von 3421 Gramm
und eine GeburtsgréBe von 50 cm.

Das kleinste Reifgeborene war 45 cm groB; das gréBte Reifgeborene hatte eine GroBe
von 55 cm.

Das leichteste Reifgeborene wog 3421g, das schwerste Reifgeborene hatte ein
Gewicht von 5125g.

APGAR-Score

Die Bestimmung des APGAR-

Vitalitdtsbeurteilung bei jedem der 137 Reifgeborenen eine, funf und zehn Minuten

Scores wurde als standardisierte, klinische
nach der Geburt durchgefiihrt. Bereits in der Beurteilung nach einer Minute zeigten die
Neugeborenen, mit einem durchschnittlichen APGAR- Score von 9, Normalbefunde in
Hautfarbe, Puls, Reaktion beim Absaugen, Muskeltonus und Atmung.

Tabelle 4.2: Mittelwert, Median, Standardardabweichung und Spannweite

stetiger Merkmale im Kollektiv der Reifgeborenen.

Dargestellt ist die Auflistung von Mittelwert, Median, Standardabweichung und
Spannweite der Merkmale GréBe, Gewicht und APGAR- Score aller untersuchten
Reifgeborener (n=137).

GréBe | Gewicht Apgar
Reifgeborene (cm) | (g) Apgar 1 | Apgar 5 | 10
Mittelwert 50 3421 9 10 10
Median 50 3405 9 10 10
Standard-
abweichung 2,063 | 482,714 | 913 ,632 ,375
Minimum 45 2380 5 8 8
Maximum 55 5125 10 10 10
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4.1.4. Frihgeborene

Von 82 der untersuchten 84 unreifen Friihgeborenen konnten die zu untersuchenden
Variablen Sauerstoffpartialdruck, Sauerstoffsattigung, inspiratorische Sauerstofffraktion
und die Erkrankung/ Nichterkrankung an einer BPD, PVL und RPM ermittelt werden. 2
der Frihgeborenen befanden sich postnatal auf der Neugeborenenstation und wurden
innerhalb der ersten Lebenswoche entlassen, so dass die genannten Parameter nicht

sicher erhoben werden konnten.

Oxygenierung ( Sauerstoffpartialdruck, Sauerstoffsattiqunqg)

Bei 46 Frihgeborenen (56 %) wurde ein Sauerstoffpartialdruck von weniger als 6 kPa
zum Zeitpunkt der Blutentnahme gemessen. 36 (34 %) der Kinder zeigten hier einen
p0, von > 6 kPa. Die gemessenen Werte der Sauerstoffsattigung sind in der Tab. 4.3.

zusammengefasst.

Tab.4.3.: Sauerstoffsattigung bei Friihgeborenen.
Dargestellt sind die gemessenen Sauerstoffsattigungen der Frihgeborenen.

Sauerstoff-

séttigung Haufigkeit Prozente
80-85% 2 2,4
86-93% 19 23,2
> 93% 61 74,4
Gesamt | 82 100,0

Hohe der Sauerstoffzufuhr

Bei 72 der Frihgeborenen wurde zum Zeitpunkt der Blutentnahme eine inspiratorische
Sauerstofffraktion von unter 30% verzeichnet und 10 der Friihgeborenen erhielt eine
Sauerstoffzufuhr mit einer F,O, von 30% oder mehr.

Untersuchte Erkrankungen

10 der 82 Frihgeborenen (12%) entwickelten eine brochopulmonale Dsyplasie.
8 Kinder (10 %) entwickelten eine Retinopathia praematurorum.
Zwei der Frihgeborenen (2 %) entwickelten eine periventrikuldren Leukomalazie.
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4.1.5. Art der Sauerstoffzufuhr bei Frith- und Reifgeborenen

Alle 137 Reifgeborenen atmeten spontan. Zum Zeitpunkt der Blutentnahme atmeten 40
der Friihgeborenen (49%) selbststandig ohne zusatzliche supportive MaBnahmen. 19
der frihgeborenen Kinder (23%) erhielt eine pharyngeale Atemhilfe mittels IMV oder
CPAP. 23 der Friihgeborenen wurde invasiv mechanisch beatmet.

4. 2. Gemessene Hydroperoxidwerte bei gesunden Reifgeborenen

80 % der 137 Reifgeborenen zeigten eine Hydroperoxidbelastung von 56-184 FORT
(10.-90. Perzentile).
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4.3 Parameter bei Reifgeborenen

4.3.1 Geburtsgewicht- und gréBe

Die reifen Neugeborenen hatten im Durchschnitt ein Geburtsgewicht von z =3405
Gramm.

Ein Vergleich der Hydroperoxidbelastung zwischen den Kindern, die weniger oder
mehr als 3405g wogen, zeigte keinen signifikanten Unterschied. (132,89 + 124,05
[Median 110 FORT] vs. 126,32 £ 124,98 [Median 102 FORT], p= 0,946. Abbildung 4.2
zeigt die grafische Darstellung der Hydroperoxidbelastungen der Gruppen im Boxplot-
Diagramm

Zwischen den Reifgeborenen die kleiner/gleich und grdéBer als der Durchschnitt
(Median: 50cm) waren, sahen wir beziiglich der Hydroperoxidkonzentrationen keine
signifikanten Unterschiede. (124,48 = 121,87 [Median 106 FORT] vs. 138,23 £128,49
[Median 108 FORT], p= 0,374)

Somit konnte kein Zusammenhang zwischen der Hydroxiperoxidbelastung und dem
Geburtsgewicht/ der Geburtsgrd Be gefunden werden.
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Abb. 4.2.: Hydroperoxide (FORT) vs. Gewicht.

Dargestellt ist der Vergleich der Hydroperoxide bei verschiedenen Gewichtsgruppen
(Median: 34059) bei Reifgeborenen im Boxplotdiagramm (n= 137, p= 0,946).
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4.3.2 APGAR- Score

Da die untersuchten Reifgeborenen im Durchschnitt bereits nach einer Minute eine
gute postnatale Adaptation zeigten, der Median des APGAR- Score (1 Minute) lag bei
9 Punkten, war eine Gruppenbildung schwierig. Der Vergleich zwischen der Gruppe
von Kindern, die unter 9 Punkten im 1-Minuten-APGAR- Score lagen und derer die 9
oder den maximalen Wert von 10 Punkten erreichten erbrachte keine signifikanten
Unterschiede. (134,18%+ 132,05 [Median: 110 FORT] vs. 102,50+ 51,69 [Median: 101
FORT], p=0,284). Da im AGAR Score nach 5 Minuten bereits 56 % und im APGAR
Score nach 10 Minuten 86 % der Reifgeborenen den maximalen Punktewert von 10
erreichten, erfolgte der Vergleich bezuglich der Hydroperoxidbelastung zwischen den
Kindern, bei denen der APGAR-Score (5/10 Minuten) bei weniger als 10 Punkten lag
und den Kindern, die den optimalen Punktewert hatten. Auch hier zeigten sich weder
beim finf noch beim zehn Minutenwert signifikante Unterschiede.
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Abb. 4.3 Hydroperoxide (FORT) bei APGAR 5.

Dargestellt ist der Vergleich der Hydroperoxide bei Reifgeborenen, die im 5 Minuten
APGAR- Score einen Wert von 10 oder weniger Punkten erreichten ( n=137, p=0,499).
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4.3.3 Geburtsmodus

Ein Vergleich der Hydroperoxidbelastungen zwischen den Reifgeborenen, die spontan
oder per sectionem geboren wurden, zeigte keinen signifikanten Unterschied. (135,67
+ 140,02 [Median 108 FORT] vs 111,66 + 51,69 [Median 106 FORT], p= 0,996.
Abbildung 4.4 zeigt die grafische Darstellung der Hydroperoxidbelastungen der
verschiedenen Geburtsmodi im Boxplot-Diagramm.
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Abb. 4.4: Hydroperoxide (FORT) vs. Geburtsmodus.
Dargestellt ist der Vergleich der Hydroperoxide bei verschiedenen Geburtsmodi

(Spontangeburt und Sectio caesarea) bei Reifgeborenen im Boxplotdiagramm (n= 137,
p= 0,996).
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4.4 Art der Sauerstoffzufuhr bei Reif- und Frihgeborenen

Die spontanatmenden Kinder (alle RG und 40 FG) zeigten eine mittlere
Hydroperoxidbelastung von 122 FORT. Bei den 19 Friihgeborenen, die eine Atemhilfe
bendtigten, wurde durchschnittlich ein FORT-Wert von 87,89 gemessen. Bei den
invasiv. mechanisch beatmeten Frihgeborenen wurde im Durchschnitt eine
Hydroperoxidbelastung von 98,39 FORT nachgewiesen. Zwischen den Gruppen gab
es keinen signifikanten Unterschiede (Kruskal-Wallis-Test; p: 0,167) bezlglich der
Hydroperoxidbelastung.

Abbildung 4.5 zeigt die grafische Darstellung der Hydroperoxidbelastungen bei den
verschiedenen Arten der Sauerstoffzufuhr im Boxplot-Diagramm.
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Abb. 4.5: Hydroperoxide (FORT) bei verschiedenen Arten der O,-Zufuhr.

Dargestellt ist der Vergleich der Hydroperoxide bei verschiedenen Arten der
Sauerstoffzufuhr (Spontanatmung, Atemhilfe und invasive Beatmung) bei Reif- und
Frihgeborenen im Boxplotdiagramm (n= 221, p= 0,167).

Zu beachten sind die Hydroperoxidwerte bei der Spontanatmung, die auBerhalb der
Box liegen (°/ *). Diese AusreiBBer sind Reifgeborene.
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4.5 Parameter der Friihgeborenen

4.5.1 Hohe der inspiratorische Sauerstofffraktion

Die Frihgeborenen, die zum Zeitpunkt der Blutenthahme entweder spontan atmeten
oder mit einer inspiratorischen Sauerstofffraktion von weniger als 30% behandelt
wurden, zeigten durchschnittlich eine Hydroperoxidbelastung von 95,17 FORT. Bei den
Kindern, bei denen eine héhere inspiratorische Sauerstofffraktion nétig war, wurden im
Durchschnitt Werte von 104,5 FORT gemessen. Es zeigte sich jedoch kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen. ( 95,17 + 62,32 [ Median 80
FORT] vs. 104,5 + 64,66 [Median 117 FORT]; p= 0,547 )

Abbildung 4.6 zeigt die grafische Darstellung der Hydroperoxidbelastungen bei
verschiedenen inspiratorischen Sauerstofffraktionen im Boxplot-Diagramm.
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Abbildung 4.6: Hydroperoxide (FORT) bei unterschiedlicher FiO,.
Dargestellt ist der Vergleich der Hydroperoxide bei verschiedenen inspiratorischen

Sauerstofffraktionen (FiO,) bei Friihgeborenen im Boxplotdiagramm
(n= 82, p= 0,547).
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4.5.2 Oxygenierung

Der Vergleich zwischen den Frihgeborenen, bei denen ein Sauerstoffpartialdruck
gréBer/ gleich und kleiner 6 kPa gemessen wurde, erbrachte keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der Hydroperoxidbelastung. (95,70+ 52,34 [Median 96 FORT]
vs. 97,08 + 73,68 [Median 72 FORT]; p= 0,543)

Auch die Gruppen der Sauerstoffsattigung zeigten sich bezlglich der
Hydroperoxidbelastung nicht signifikant unterschiedlich (Kruskal- Wallis- Test; p=
0,722). So hatten die FG mit einer Sauerstoffsattigung von 80-83% eine
durchschnittliche Hydroperoxidbelastung von 82 FORT. Kinder, die in die Gruppe 2
(86-93%) zugeordnet wurden, zeigten im Durchschnitt Hydroperoxidwerte von 100,74
FORT und Kinder der Gruppe 3 (> 93%) Werte von 95,39 FORT. Abbildung 4.7 zeigt
die grafische Darstellung der Hydroperoxidbelastungen bei den Gruppen der

Sauerstoffsattigung im Boxplotdiagramm.
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Abb. 4.7: Hydroperoxide (Fort) bei verschiedener Sauerstoffsiattigung.
Dargestellt ist der Vergleich der Hydroperoxide bei verschiedenen

Sauerstoffsattigungen (SO,) bei Frihgeborenen im Boxplotdiagramm
(n= 82, p=0,722).
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4.6 Untersuchte Erkrankungen
4.6.1 Bronchopulmonale Dysplasie

Bei den 10 Frihgeborenen, die eine bronchopulmonalen Dysplasie entwickelten,
wurde im Durchschnitt ein Wert von 108,6 FORT in der ersten Lebenswoche
gemessen. Bei den Kindern, die spéater nicht an einer bronchopulmonalen Dysplasie
erkrankten, wurde eine durchschnittlich niedrigere Hydroperoxidbelastung festgestellt
(Mittelwert: 94,6 FORT). Jedoch zeigen sich zwischen den Gruppen keine signifikanten
Unterschiede (p= 0,242). Abbildung 4.8 zeigt den Vergleich bezuglich der
Hydroperoxidbelastung bei den an einer BPD erkrankien und nichterkrankten
Frihgeborenen im Boxplotdiagramm.
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Abbildung 4.8: Hydroperoxide (FORT) mit vs. ohne BPD.

Dargestellt ist der Vergleich der Hydroperoxide zwischen an einer bronchopulmonalen
Dysplasie erkrankten Friihgeborenen und nicht erkrankten Frihgeborenen im
Boxplotdiagramm (n= 82, p= 0,242).
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4.6.2 Retinopathia praematurorum

Bei den Frihgeborenen, die an einer Retinopathia praematurorum erkrankten,
beobachteten wir durchschnittlich héhere Fortwerte (Mittelwert: 114,25 FORT) als bei
den Kindern, die nicht erkrankten (Mittelwert: 94,36 FORT). Allerdings waren auch hier

keine signifikanten Unterschiede zu messen (p= 0,434).

Abbildung 4.9 zeigt den Vergleich zwischen den beiden Gruppen (RPM/ ohne RPM)
hinsichtlich der Hydroperoxidbelastung.
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Abb. 4.9.: Hydroperoxide (Fort) mit vs. ohne Retinopathia praematurorum.
Dargestelllt ist der Vergleich der Hydroperoxide zwischen an einer Retinopathia

praematurorum erkrankten Frihgeborenen und nicht erkrankten Frihgeborenen im

Boxplotdiagramm (n= 82, p= 0,434).
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4.6.3 Periventrikulare Leukomalazie

Abbildung 4.10 zeigt den Vergleich zwischen den Frihgeborenen, die an einer
perventrikuldren Leukomalazie erkrankten, und deren, die nicht erkrankten, hinsichtlich
der Hydroperoxidbelastung.
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Abb 4.10: Hydroperoxide (FORT) mit vs. ohne PVL.

Dargestellt ist der Vergleich der Hydroperoxide zwischen an einer periventrikularen
Leukomalazie erkrankten Frihgeborenen und nicht erkrankien Frihgeborenen im
Boxplotdiagramm (n= 82).

Rein deskriptiv wurden bei den zwei erkrankten Friihgeborenen im Durchschnitt eine
héhere Hydroperoxidbelastung festgestellt (Mittelwert: 118 FORT) als bei den
Gesunden (Mittelwert: 95,76 FORT). Eine Prifung, ob ein Zusammenhang zwischen
der Hydroxyperoxidbelastung und dem Erkrankungsrisiko einer periventrikularen
Leukomalazie besteht, ist aufgrund der geringen Anzahl der Erkrankten nicht sinnvoll.
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4.7 Hydroperoxide: Frithgeborene vs. Reifgeborene

Abbildung 4.11 zeigt eine Gegentberstellung der gemessenen Hydroperoxide bei
Frih- und Reifgeborenen.
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Abb. 4.11: Hydroperoxide (FORT): Verteilung bei Friih- und Reifgeborenen.

Dargestellt ist eine GegenUberstellung der Verteilungen von Hydroperoxidwerten bei
den untersuchten Reif- und Frihgeborenen. Zu beachten ist, dass zur besseren
Ubersichtlichkeit nur Hydroperoxidkonzentrationen bis 450 FORT abgebildet sind.
Hoéhere Werte (*, n=2) sind nicht dargestellt. Nicht dargestellte Hydroperoxidwerte
sind 1) 1050 FORT und 2) 896 FORT. Beide Werte sind bei Reifgeborenen
gemessen.

In der Gruppe der Friihgeborenen wurde eine Belastung von Hydroperoxiden mit einer
Spannweite von 6 bis 376 FORT (0,05- 2,86 mmol/l) gemessen. Bei den
Reifgeborenen lag der niedrigste Wert bei 2 FORT (0,02 mmol/l). Die maximale
Belastung von Hydroperoxiden wurde bei einem Reifgeborenen bei 1050 FORT
(7,98mmol/l) ermittelt.

Reifgeborene hatten signifikant mehr Hydroperoxide als Friihgeborene (130,2+124 Fort
[Median 106 FORT] vs. 96,2+ 61,8 Fort [Median 84 FORT]; Mann-Whitney-U-Test,
(p=0,004).
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Abbildung 4.12 zeigt die grafische Darstellung der Hydroperoxidbelastungen bei Reif-
und Frihgeborenen im Boxplot-Diagramm.
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Abbildung 4.12: Hydroperoxide (FORT) bei Frih- vs. Reifgeborenen.

Dargestellt ist der Vergleich der Hydroperoxide zwischen Reifgeborenen und
Frihgeborenen (n=221) im Boxplotdiagramm. Reifgeborene zeigten am dritten
Lebenstag signifikant hdéhere Hydroperoxidkonzentrationen als Frihgeborene in der
ersten Lebenswoche (p=0,004).
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5 Diskussion
5.1 Gemessene Hydroperoxidwerte bei Reifgeborenen

Bei 80% der gesunden Neugeborenen konnte eine Hydroperoxydbelastung von 56-184
FORT (10.-90. Perzentile) am dritten Lebenstag gemessen werden. Es liegen bisher
keine Richtwerte des FORT- Tests fir die perinatale Periode vor. Die
Referenzbereiche fir Erwachsene kdnnen der Tabelle 5.1 entnommen werden.

Tabelle 5.1: Bewertung FORT- Einheiten flir Erwachsene.

Dargestellt ist eine abgestufte Bewertung der gemessenen FORT Werte bei
Erwachsenen. Laut Fachinformation der Firma Incomat Medizinische Gerate GmbH
(Glashitten, Deutschland).

230- 311 Normalwert

311- 341 Leicht erhéhter oxidativer Stress
341- 401 Oxidativer Stress

401-501 Hoher oxidativer Stress

> 500 Sehr hoher oxidativer Stress

Hieraus wird klar, dass unsere beobachteten Richtwerte flir gesunde Reifgeborene
niedriger als die des Erwachsenen sind.

Die gefundene niedrigere Belastung bei Reifgeborenen im Vergleich zu Erwachsenen
stimmt mit friheren Untersuchungen mit dem d-ROM Test, der durch ein &hnliches
Testverfahren die Hydroperoxidbelastung misst, Gberein (Parmigiani 1997).

Diese Beobachtungen wéren durch bessere antioxidative Kapazitdten des neonatalen
Erythrozyten bzw. Plasmas erklarbar. Frosali et al. konnten 2004 in diesem
Zusammenhang bei Neugeborenen (Reif- und Friihgeborene) ein effizienteres GSH-
Recyclingsystem der Erythrozyten am Tag der Geburt nachweisen als bei gesunden
Erwachsenen. Wiedeman et al wiesen 2003 in neonatalem Blut eine verminderte
Oxidationsanfalligkeit durch den héheren Gehalt an Bilirubin und niedrigeren Gehalt an
mehrfach ungesattigten Fettsduren im Vergleich zum adultem Plasma nach.
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5.2 Hydroperoxide bei Reifgeborenen

Wir konnten keine signifikanten Unterschiede des oxidativen Stresses bei RG, die
spontan oder per sectionem geboren worden, feststellen. Der mdgliche
Zusammenhang zwischen Anstrengung bzw. Geburtsmodus und oxidativem Stress ist
Inhalt einiger Studien gewesen. Manche Autoren verzeichneten einen hd@heren
oxidativen Stress bei Kindern, die per Kaiserschnitt geboren wurden

(Georgeson et al 2002, Inanc et al 2005). Andere, wie auch wir, konnten keine
Assoziation zwischen der Hbéhe des oxidativen Stresses und dem Geburtsmodus
erkennen (Fogel et al 2005, Hracsko et al 2007). In diesem Zusammenhang ist
festzuhalten, dass wir nicht den EinfluB von primarer und sekundéarer Sectio auf den
oxidativen Stress untersuchten. Lurie et al beobachteten 2007 bei Neugeborenen, die
mit Notfallsectio geboren wurden, héhere Malondialdehydkonzentrationen (MDA,
weiterer Marker der Lipidperoxidation) im Nabelschnurblut als bei Neugeborenen, die
mit elektiver Sectio zur Welt kamen. Hierbei wird klar, dass der oxidative Stress eines
Neugeborenen eher nicht durch den Geburtsmodus selbst beeinflusst wird, sondern
den schon vorher existierenden fetalen oxidativen Status widerspiegelt.

Auch fir die anderen untersuchten Einflussparameter (Geburtsgewicht und
GeburtsgroBe, Apgar-Score und Geschlecht) konnten wir keine signifikanten
Unterschiede bezlglich der Hydroperoxidbelastung aufzeigen. Parmigiani et al
untersuchten 2000 bei 80 NG den EinfluB von u.a. Geschlecht, Apgar-Score und
Geburtsgewicht auf die Hydroperoxidbelastung (d- ROM- Test) im Nabelschnurblut.
Auch hier zeigten sich keine signifikanten Unterschiede beziiglich des Apgar-Scores
und des Geburtsgewichts. Allerdings wurden hier bei den weiblichen NG signifikant
niedrigere Hydroperoxidbelastungen als bei den mannlichen NG gemessen.

In Bezug auf den Einflussfaktor Geburtsgewicht und GeburtsgréBe untersuchten wir
Kinder mit einem Gewicht von 3421 + 483g und einer GréBe von 50 + 2cm. Upadhaya
et al konnten 2005 bei NG mit einem Geburtsgewicht von unter 2500g eine héhere
Malondialdehydbelastung als bei NG mit einem Geburtsgewicht Uber 2500g im
Nabelschnurblut nachweisen. Die Unterschiede des antioxidativen Status bei
normalgroBen und zu kleinen Reifgeborenen konnten auch von Yuan Shun Lee et al
2005 dargestellt werden. Es ware folglich interessant gewesen, wenn wir mehr kleinere
und leichtere Reifgeborene auf die Hydroperoxidbelastung in unsere Messungen
einbezogen  hatten, um den  mdglichen EinfluB  von intrauteriner

Wachstumsretardierung auf die Hydroperoxidbelastung genauer zu untersuchen.
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5.3 Hydroperoxide bei Friihgeborenen- Auswirkungen auf die
Morbiditat
5.3.1 Hydroperoxide als Risikofaktor in der Entwicklung der

Bronchopulmonalen Dysplasie.

Anhand unserer Ergebnisse lasst sich kein Unterschied in der Ho6he der
Hydroperoxidkonzentration in der ersten Lebenswoche im Blut zwischen den FG, die
spater an einer BPD erkrankten und denen, die nicht erkrankten, ableiten. Somit
scheinen erhdhte Hydroperoxide in der ersten Lebenswoche kein Risikofaktor fir die
spatere Entwicklung einer BPD zu sein.

Der EinfluB auf die oxidative Schadigung in den ersten Lebenstagen auf die spéatere
Entwicklung einer BPD wurde in zahlreichen Studien untersucht. Es gibt einige
Arbeiten, die von hdheren Konzentrationen an Markern der Lipidperoxidation in
Assoziation mit einer spateren Entwicklung einer BPD berichten. Die Marker wurden
hierbei in Flussigkeiten aus alveolarer Lavage, Atemluft, Plasma und Urin bestimmt.

So konnte 2004 durch Collard et al. eine héhere MDA- Konzentration in Aspiraten
(Bronchoalveoléare Lavage (BAL)) und Plasma von beatmeten FG, die spéater an einer
BPD erkrankten, am ersten und siebten Tag dargestellt werden. Sie wiesen jedoch
daraufhin, dass die Héhe der oxidativen Schadigung mit endotracheale Infektionen und
Septikédmien assoziiert ist.

Im Plasma konnten 2004 durch Ahola et al. signifikant erhéhte 8-
Isoprostankonzentrationen bei FG mit extrem niedrigen Geburtsgewicht (extremly low
birth weight infants, ELBWI) am dritten und siebten Lebenstag verzeichnet werden, die
spater an einer BPD erkrankten als bei ELBWIs , die ohne BPD Uberlebten.

In der ausgeatmeten Luft kbnnen Ethan und Pentan als Produkte der Lipidperoxidation
gemessen werden. Es konnte gezeigt werden, dass die Konzentration von Pentan
signifikant abh&ngig von der inspiratorischen Sauerstofffraktion (Pitkanen et al1990) ist
und, dass FG die hohe Konzentrationen von Ethan und Pentan in der exspirierten Luft
zeigten, ein erhéhtes Risiko, im Vergleich zu FG mit niedrigen Konzentrationen, an
einer BPD zu erkranken hatten (Varsila et al 1994). Nycyk et al. konnten 1998 den
Zusammenhang BPD und erhdhten ausgeatmeten Pentankonzentrationen wiederum
nicht aufzeigen.

1993 konnte gezeigt werden, dass MDA-Konzentrationen wahrend des ersten
Lebensmonats signifikant héher im Urin nachzuweisen sind bei FG (25-35 SSW), die
a) mechanisch beatmet wurden (IMV oder HFV vs Spontanatmung), b) zusétzlich
Sauerstoff erhielten und auch c) spéater an einer BPD erkrankten. Es konnte auBerdem
eine positive Korrelation zwischen der MDA Konzentration und der inspiratorischen
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Sauerstofffraktion dargestellt werden (Schlenzig et al 1993). Im Gegensatz dazu
konnte kein Zusammenhang zwischen der Exkretion von F2- Isoprostanen im Urin von
FG (< 30 SSW) in der ersten und dritten Lebenswoche und der spateren Entwicklung
einer BPD gefunden werden (Reuter et al 2007).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es zwar Hinweise auf den pradiktiven
Aussagewert von Lipidperoxidationsmarkern in der ersten Lebenswoche auf die
spatere Entwicklung einer BPD gibt. Jedoch scheinen hier weitere Faktoren wie unter
anderem extreme Unreife sowie pulmonale und generalisierte Infektionen EinfluB zu
nehmen, die in unsere Untersuchung nicht bertcksichtigt wurden. In diesem
Zusammenhang wurden héhere Proteinoxidationsprodukte in Trachelaspiraten von FG
mit einem Geburtsgewicht unter 1500g gefunden (verglichen mit gréBeren FG); es
zeigte sich jedoch kein signifikanter Zusammenhang mit der Entwicklung einer BPD.
Es konnte jedoch eine Assoziation der Proteinoxidation mit neutrophiler Aktivierung
hergestellt werden (Buss et al 2000).

Solche Studien zeigen, dass bei unreifen FG eher ein Zusammenspiel aus perinataler
Infektion, Baro/Volutraumata sowie hoher inspiratorischer Sauerstofffraktion Gber eine
komplexe inflammatorische Antwort zur vermehrten Bildung von ROS und
proinflammatorischen Zytokinen zu der Entwicklung einer BPD pradisponieren (Speer
2009).
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5.3.2 Hydroperoxide als Risikofaktor in der Entwicklung einer

Retinopathia praematurorum ( ROP)

Anhand unserer Ergebnisse lasst sich kein Unterschied in der Ho6he der
Hydroperoxidkonzentration in der ersten Lebenswoche im Blut zwischen den FG, die
an einer ROP erkrankten und denen, die nicht erkranken, ableiten. Die H6he der
Hydroperoxide in der ersten Lebenswoche scheint somit keine pradiktive Aussagekraft
Uber die Entwicklung einer RMP zu haben. Dies ist mit den Ergebnissen aus anderen
klinischen Studien vereinbar (Winterbourn 2000, Ahola et al 2004). Eine 1999 von
Papp et al verdffentlichte Untersuchung an 12 Patienten mit aktiver RMP (< 3.
Lebensmonat) konnten im Vergleich zu nicht erkrankten gleichaltrigen Kontrollen
niedrigere  Konzentrationen an reduziertem Glutathion (GSH) und héhere
Konzentrationen an der oxidierten Form (GSSG) feststellen. Die Autoren schlugen vor,
den Quotienten aus oxidierten und reduzierten Glutathion, der mehr als zweifach
erhdht bei den FG mit aktiver Erkrankung war, als Screening Methode bei
Risikokindern zu verwenden. Hierbei ist festzuhalten, dass die GSSG/ GSH Ratio, als
Ausdruck des oxidativen Stresses, in einer bereits manifesten Phase der Erkrankung
gemessen wurde und somit eigentlich keine Aussage Uber den Risikofaktor ,oxidativer
Stress” in der Entwicklung einer ROP getroffen werden kann.

Es gibt wenige klinische Studien, die eine tragende Rolle von reaktiven
Sauerstoffverbindungen in der Entwicklung bzw. Progression einer ROP darstellen.
Allerdings konnte in einer Metaanalyse von mehreren klinischen Studien, die den
EinfluB von antioxidativen Vitamin E- Prophylaxen bei FG priften, eine insgesamt
52%ige Reduktion der Inzidenz von ROP (Grad 3+) verzeichnet werden (Raju et al
1997). Allerdings wurden unter der Vitamin E Prophylaxe ein vermehrtes Auftreten von
Sepsis, nekrotisierenden Enterokolitiden und Hirnblutungen verzeichnet.

Saito et al konnten 2007 in einem Tierexperiment mit Ratten, dass die Entstehung
einer ROP nachahmt, eine steigende Produktion von Lipidhydroperoxiden wahrend der
Ausbildung von avaskuldren Arealen der Retina mit maximalen Konzentrationen in der
Zeit der intravitrealen Neovaskularisation darstellen. Durch die Injektion von
antioxidativ wirksamen N- Acetylcystein wurde die Lipidhydroperoxidbildung reduziert.
Diese Reduktion zeigte jedoch keinen EinfluB auf die avaskularen Areale oder
Neovaskularisationen in der Retina. Diese Daten deuten daraufhin, dass andere
komplexe Wege — in Verbindung mit ROS- in der Pathogenese einer ROP eine Rolle
spielen und dass endogene Lipohydroperoxide selbst nicht ursachlich flar die
Neovaskularisation sind.
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Es gibt jedoch Hinweise daflr, dass der Sauerstoff selbst neben der Unreife der FG
den pathogenetischen Hauptfaktor in der Entwicklung einer ROP darstellt.

Die Bedeutung von Sauerstoff in der Entwicklung einer ROP wird in einer
retrospektiven Untersuchung an 295 FG (< 28. SSW) klar: 27,2 % der Kinder, deren
arterielle Sauerstoffséattigung bei 88-98% gehalten wurde, entwickelten im Gegensatz
zu 6,2% der Kinder, die eine Sauerstoffsattigung von 70-90% zeigten, eine schwere
operationsbedurftige ROP (Tin et al 2001).

Sun et al konnten 2002 bei untersuchten 1544 Kindern (extremly low birth weight
(ELBW)) die Erkrankungshé&ufigkeiten an BPD und ROP in Abhangigkeiten von der
Sauerstoffsattigung der Kinder (<95% vs. >95%) aufzeigen. Die Autoren berichteten
von signifikant niedrigeren Inzidenzen an schwerer ROP (10% vs 29%) und BPD (27%
vs. 53%) bei Kindern, die mit einer angestrebten Sauerstoffsattigung von < 95%
behandelt wurden. Hiermit zeichnet sich ab, dass die héheren Grade der ROP durch
den zurlickhaltenden Einsatz von Sauerstoff vermieden werden kénnen, eindeutige
Empfehlung existieren bislang aber noch nicht (Pelken und Maier 2008).

2010 wurde wiederum von der Studiengruppe SUPPORT an 1316 (24.-28 SSW)
beobachtet, dass niedrigere Zielbereiche der Sauerstoffsattigung (85-89%) im
Vergleich zu hdheren Zielbereichen (91-95%) die Entwicklung einer schweren ROP

nicht signifikant vermindern.
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5.3.3 Hydroperoxide als Risikofaktor in der Entwicklung von einer

periventriculdren Leukomalazie

In unserer Untersuchung erkrankten nur 2 FG an einer periventricularen Leukomalazie
weshalb ein statistischer Vergleich in der Hydroperoxidbelastung zwischen erkrankten
und nicht erkrankten Kindern nicht sinnvoll erschien.

Dennoch sprechen einige Daten fur den oxidativen Stress in der Pathogenese der
periventriculdaren Leukomalazie. Es wurden neuroanatomische Untersuchungen mit
immunzytochemischen Markern fir oxidativen (Hydrononenal) und nitrativen
(Nitrotyrosine) Stress durchgefiihrt. Hier wurde eine Anreicherung in Pre-
Oligodendrozyten und reaktiven Astrozyten im Bereich von diffusen Lasionen der
weiBen Substanz dokumentiert (Haynes et al 2003). Interessanterweise konnten
Gerstner et al 2008 zeigen, dass Hyperoxie (80% Sauerstoffinkubation) in vitro in Pre-
Oligodendrozyten zur vermehrter ROS Generation und zu vermehrtem Zelltod im
Vergleich zu Normooxie fuhrt. Weiterhin konnte demonstriert werden, dass reife
Oligodendrozyten keine vermehrte Vulnerabilitdit gegentber Hyperoxie zeigen. Die
vermehrte Verletzlichkeit der Pre- Oligdendrozyten kénnte durch die Tatsache erklart
werden, dass antioxidative Enzyme (Cu/ZnSOD und MnSQOD ) in der weiB3en Substanz
zwischen der 18 und 38 Gestationswoche weniger exprimiert werden und es erst
verzigert ab der 38 Woche zur verstarkten Bildung der beiden Superoxiddismutasen
kommt (Folkerth et al 2004) .

Diese Beobachtungen sind wichtig fir das Management der betroffenen
Frihgeborenen in der Klinik. Aber nicht nur die Vermeidung von Hyperoxie durch
zusatzliche Sauerstofftherapien, sondern auch das Vermeiden von Hypokapnie im
Rahmen von Beatmungstherapien sollten angestrebt werden. CO, ist ein potenter
cerebraler Vasodilatator und in einigen Studien konnte ein Zusammenhang zwischen
friher Hypokapnie und dem Auftreten einer PVL gezeigt werden (Murase und Ishida
2005).

Wenige Studien an lebenden Friihgeborenen unterstitzen die Hypothese der Toxizitat
von ROS bei der PVL. So wurden in einer Studie von Inder et al 2002 erhéhte
Proteincarbonyle im Liquor- als Marker fir oxidativen Stress- bei FG mit spateren
magnetresonaztomografischen Hinweisen einer PVL im Vergleich zu gesunden FG
gefunden. Auch bei der bereits erwahnten Studie von Ahola et al 2004 konnte auch
eine erhdhte 8- Isoprostankonzentration bei 8 untersuchten FG mit PVL gemessen

werden.
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5.4 Vergleich Hydroperoxide bei Reif- und Frithgeborenen

Der Vergleich zwischen den untersuchten Reif- und Frihgeborenen erbrachte
Uberraschenderweise  eine  signifikant  hdéhere  Hydroperoxidbelastung  der
Reifgeborenen. Nach der Geburt ist das NG durch die Umstellung auf eine relativ
sauerstoffreiche Umwelt auch vermehrt ROS ausgesetzt. Vor allem bei FG wird die
ROS Produktion durch perinatale Hypoxie und den daraus folgenden therapeutischen
Einsatz von Sauerstoff sowie Infektionen aggraviert. Dieser erhéhten Produktion von
freien Radikalen steht ein zum Teil noch unreifes System gegentiber (Saugstad 2005).
Deshalb ware zu erwarten, dass FG eine hdéhere Hydroperoxidbelastung, als Marker
fir oxidativen Stress, zeigen, wie es bei Buonocore et al 2002 beobachtet werden
konnte. Unsere Beobachtungen deuten nicht auf einen vermehrten oxidativen Stress
im Plasma von FG im Vergleich zu RG hin. Aber auch andere Studien konnten keinen
héheren oxidativen Stress durch Lipidperoxidationsmarker bei FG nachweisen. So
konnte Winterbourn et al 2000 keinen signifikanten Unterschied in der
Malonaldehydkonzentration bei RG und FG aufzeigen. In der gleichen Studie wurden
sogar hdéhere Proteincarbonylkonzentrationen, als Marker der Proteinoxidation, bei
Reifgeborenen gemessen.

Ein Erklarungsversuch ware, dass die gemessene oxidative Schadigung im Plasma
keinesfalls Ausdruck fir die oxidative Schadigung im Gewebe ist. Frosali et al.
untersuchten in diesem Zusammenhang 2003 die erythrozytdren Konzentrationen von
GSH und GSSG sowie den GSH/GSSG Quotienten am Tag der Geburt bei Reif- und
Frihgeborenen. Sie konnten keinen Unterschied zwischen den Gruppen darstellen.
Dieses effektive System im Blut kénnte gerade bei Friihgeborenen einen
kompensatorischen Mechanismus fir das defiziente antioxidative System im unreifen
Gewebe darstellen (Frank 1984).

Weiterer Erklarungsanséatze kdénnten in der Methode selbst liegen und stellen somit
eine mdgliche Fehlerquellen unserer Untersuchung dar.

Bei der Betrachtung unserer Ergebnisse fallt auf, dass die RG nicht nur signifikant
héhere Hydroperoxidbelastungen am dritten Lebenstag hatten als FG in der ersten
Lebenswoche zeigten, sondern auch dass bei den RG zwei Kinder auBerhalb des fir
die FORT- Methode gultigen Messbereichs (< 500 FORT) lagen. Hierbei ist wichtig zu
erwahnen, dass sich das FORM- Photometer auf der Kinderintensivstation befand. Die
Blutentnahmen der RG fanden auf der Neugeborenenstation des Universitatsklinikum
Halle/ Saale statt. Diese wurden dann noch auf der Neugeborenenstation in die
Mikrovette mit Reagenz 1 eingebracht, um dann zur Bearbeitung auf die
Kinderintensivstation transportiert zu werden. Die Bearbeitung der Proben dauerte bei
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den RG allein schon durch den Transportweg langer. Es konnte gezeigt werden, dass
die Lagerung der Blutproben fir bis zu 7 Stunden auf Eis keinen EinfluB auf die FORT-
Werte hat (Garelnabi et al 2008). Es gibt aber keine Daten darlber, ob die Inkubation
in der Reagenz 1 durch den langeren Transportweg die FORT Werte beeinflusst und
das hierdurch falsch hohe Werte entstehen. Dies muss noch weiter untersucht werden
und kénnte Inhalt weiterer Studien sein.

AuBerdem ist unsere Beobachtung der hoheren Hydroperoxidbelastung bei
Reifgeborenen durch den Umstand zu erklaren, dass alle Frihgeborenen in den ersten
3 Lebenstagen im Gegensatz zu den Reifgeborenen mit Vitamin C (FG< 1000g:
1x50mg/d, FG>1000g: 1x100mg/d) und im Verlauf mit Multibionta (Vit. D, Vit. B1,
Vit.B2, Vit B6, Vit C, Niacin) als Standard behandelt wurden (FG<1000g: 1x 5 Tropfen,
FG> 1000g: 2x 5 Tropfen). Die Gabe der antioxidativ wirksamen Vitamine verfélscht
eventuell die Hydroperoxidwerte und ist als mdgliche Schwache unserer Studie

anzusehen.
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6 Schlussfolgerungen

Wir erarbeiteten einen Richtwert far Hydroperoxide im Blut bei gesunden
Reifgeborenen am 3. Lebenstag mit dem , free oxygen radical monitor® (FORM).
Dieser zeigte sich nicht von Geburtsgewicht, Geburtsgr6Be, APGAR Score und
Geburtsmodus beeinflusst.

Der Vergleich zu Frihgeborenen ergab bei den Neugeborenen signifikant héhere
Werte als bei den Frihgeborenen. Dies ist Uberraschend, stimmt aber mit anderen
Untersuchungen Uberein (Winterbourn et al 2000). Andererseits konnte dieses
Ergebnis durch die Methode erklart werden (Medikation der FG mit antioxidativ
wirksamen Vitaminen, lAngere Transportwege der Proben der RG).

In der Literaturlbersicht erscheinen direkte Beweise, dass freie Radikale ursachlich fur
die Entstehung einer bronchopulmonalen Dysplasie, periventrikularen Leukomalazie
oder Retinopathia praematurorum sind, begrenzt. Auch wir konnten keinen
Zusammenhang zwischen der Hydroperoxidbelastung und der spateren Erkrankung an
einer bronchopulmonalen Dysplasie oder Retinopathia praematurorum darstellen.
Vielleicht sollten freie Radikale besser als Nebenprodukte in einer komplexen
Pathogenese im Rahmen von Inflammationen und Ischdmie/Reperfusionstrauma
betrachtet werden. Des Weiteren ist es mdglich, dass oxidativer Stress als lokales
Phanomen angesehen werden sollte. Das wirde erklaren, warum die Messung im Blut
keinen EinfluB auf die spéatere Erkrankung zeigt. In diesem Zusammenhang konnte
gezeigt werden, dass neonatale Erythrozyten bessere antioxidative Kapazitaten als
adulte Erythrozyten haben, was ein defizientes unreifes Enzymsystem im Gewebe
ausgleichen kénnte.

In folgenden Untersuchungen wird es zudem von Vorteil sein, nicht nur einen einzelnen
Wert flr oxidativen Stress zu bestimmen, sondern erweiterte Untersuchungen des
oxidativen Status mit GSH/GSSG Ratio, Vitamin C und E, antioxidativ wirksamen
Enzymen (wie z.B. Catalase und Superoxiddismutase) neben

Lipidperoxidationsmarkern zu veranlassen, um Risikokinder zu identifizieren.
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7 Zusammenfassung

Ein Neugeborenes ist aufgrund der peri- und postnatalen Umstellung von der
intrauterinen hypoxischen auf eine fir ihn relativ hyperoxische Umwelt vermehrt
reaktiven Sauerstoffverbindungen ausgesetzt. Gerade Frihgeborene sind u.a.
aufgrund des noch unreifen antioxidativen Schutzsystems und zusatzlicher
Sauerstofftherapie einem erhdhten oxidativen Stress ausgesetzt. Eine der schwersten
Folgeerkrankung ist Entwicklung einer bronchopulmonalen Dysplasie, Retinopathia
praematurorum oder periventrikuldre Leukomalazie. In den 80er Jahren wurde von
Saugstad in Zusammenhang der genannten Krankheitsbilder der Begriff ,, oxygen free
radical diseases of prematurity“ (Freie Radikal Erkrankungen bei Frihgeborenen) ins
Leben gerufen, um auf die eventuell gemeinsame Genese der Erkrankungen
aufmerksam zu machen (Saugstad 2005). Direkte Beweise, dass reaktive
Sauerstoffverbindungen wirklich eine kausale Rolle bei den ,oxygen free radical
diseases of prematurity” spielen, sind begrenzt.

In der vorliegenden Studie untersuchte ich den oxidativen Stress in der
Perinatalperiode mit dem , Free oxygen radical monitor* mit dem Ziel, einen Richtwert
fir Hydroperoxide bei gesunden Neugeborenen zu erarbeiten und mdgliche
Einflussfaktoren zu finden. 80 % der untersuchten 137 Reifgeborenen zeigten eine
Hydroperoxidbelastung von 56-184 FORT (10.-90. Perzentile). Geburtsgewicht,
GeburtsgroBe, APGAR-Score und Geburtsmodus zeigten keinen EinfluB auf die
Hydroperoxidbelastung. Der Vergleich zwischen den 137 Reifgeborenen und 84
Frihgeborenen erbrachte Uberraschenderweise signifikant héhere
Hydroperoxidbelastungen bei den Reifgeborenen.

In einem zweiten Schritt sollte der EinfluB der Art (spontan, Atemhilfe, mechanische
Beatmung) und der H6he der Sauerstoffzufuhr (FO.,> 30% vs. FiO,> 30%) sowie der
EinfluB der Oxygenierung (Sauerstoffpartialdruck pO, < 6kPa vs. pO.> 6kPa;
Sauerstoffsattigung  Sa0,80-85% vs. Sa0,85-93% vs. Sa0,>93%) auf die
Hydroperoxidbelastung bei Frihgeborenen untersucht werden. Auch hier konnten
keine signifikanten Unterschiede in den Hydroperoxidbelastungen verzeichnet werden.
Zuletzt stellten ich mir die Frage, ob eine hohe Hydroperoxidbelastung einen
Risikofaktor fur die spatere Entwicklung einer bronchopulmonale Dysplasie,
periventrikularen Leukomalazie oder Retinopathia praematurorum darstellt. Hier konnte
ich keinen Zusammenhang zwischen der H6he der Hydroperoxidbelastung und der
Entwicklung einer bronchopulmonalen Dysplasie oder Retinopathia praematurorum
feststellen.
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Anhand der Ergebnisse und der Literaturiibersicht kénnten reaktive Sauerstoffspezies
besser als Nebenprodukte von Inflammation und Ischamie/ Reperfusionstraum in einer
komplexen Pathogenese der genannten Erkrankungen betrachtet werden. Des
Weiteren ist es mdglich, dass oxidativer Stress als lokales Phdnomen mit noch
unreifen antioxidativen Verteidigungssystemen im Gewebe bei Frihgeborenen
angesehen werden sollte. Das wurde erklaren, warum die Messung im Blut keinen
EinfluB auf die spatere Erkrankung zeigt.

AuBerdem sind weitere Untersuchungen notwendig, ob durch die gewéahlte Methode
ein Zusammenhang zwischen oxidativen Stress und den ,oxygen free radical diseases
of prematurity“ dargestellt werden kann.
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9. Thesen

10.

11.

12.

Neugeborene sind vermehrt oxidativen Stress ausgesetzt.

80 % der untersuchten 137 Reifgeborenen zeigten eine

Hydroperoxidbelastung von 56-184 FORT (10.-90. Perzentile).

Die H6he der Hydroperoxidbelastung bei Reifgeborenen ist nicht abhangig von
GeburtsgroBe, Geburtsgewicht, APGAR Score und Geburtsmodus.

Der oxidative Stress der 82 untersuchten Friihgeborenen ist nicht abhanging
von der  Oxygenierung des Blutes (Sauerstoffsattigung und
Sauerstoffpartialdruck).

Der oxidative Stress unterscheidet sich nicht bei den untersuchten
Frihgeborenen, die beatmet wurden, eine Atemhilfe bendtigten oder vollig
selbstandig atmeten.

Die untersuchten Frihgeborenen mit erhéhten Hydroperoxiden in der ersten
Lebenswoche hatten kein erhdhtes Risiko an einer brochopulmonalen
Dysplasie zu erkranken.

Die untersuchten Frihgeborene mit erhéhten Hydroperoxiden in der ersten
Lebenswoche hatten kein erhdhtes Risiko an einer Retinopathia
praematurorum zu erkranken.

Nur zwei der untersuchten Friihgeborenen erkrankten an einer periventrikularen
Leukomalazie, so dass keine Aussage Uber Hydroperoxide als Risikofaktor in
der Entstehung einer periventrikuldren Leukomalazie getroffen werden kann.
Bei den untersuchten Reifgeborenen wurden signifikant hdhere
Hydroperoxidwerte gemessen als bei den untersuchten Friihgeborenen. Dies
kénnte durch den langeren Transportweg der Blutproben der Reifgeborenen
oder auch durch die antioxidativen Medikation der Frihgeborenen erklart
werden.

Reaktive Sauerstoffspezies sollten besser als Nebenprodukte von
Inflammationen und Ischédmie/Reperfusionstrauma in einer komplexen
Pathogenese der genannten Erkrankungen betrachtet werden.

Andererseits kénnte oxidativer Stress als lokales Phdnomen mit noch unreifen
antioxidativen Verteidigungssystem im Gewebe angesehen werden. Dies wiirde
erklaren, warum die Messung im Blut mit seinen effizienten antioxidativen
Verteidigungsmechanismen keinen EinfluB auf die spatere Erkrankung zeigt.

Es sind weitere Untersuchungen notwendig, ob durch die gewahlte Methode ein
Zusammenhang zwischen oxidativen Stress und den ,,oxygen free radical

diseases of prematurity“ dargestellt werden kann.
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