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1) Einleitung

1.1) Die Nebennieren

Die paarig angelegte Nebenniere spielt im menschlichen Organismus eine zentrale
Rolle. In ihr sind zwei endokrine Driisen unterschiedlicher phylogenetischer Herkunft

zu einem einzigen Organ zusammengefasst.

Das innen liegende Nebennierenmark (Medulla) entsteht aus den neuroektoderma-
len Sympathikogonien [1], diese durchwandern ab dem 45. Tag der Embryonalent-
wicklung die Anlage der Nebennierenrinde und bilden im Innern das Mark [2]. Die
Zellen des Parenchyms bestehen zum groRten Teil aus chromaffinen und phaochro-
men Zellen, deren Granula die Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin enthalten
und freisetzen. Diese Hormone sind Bestandteil des vegetativen Nervensystems und

steuern verschiedene Korperfunktionen (z.B. Herzfrequenz, Blutdruck, Verdauung).

Die aulRen liegende Nebennierenrinde (NNR, Cortex) entwickelt sich in der 4. Embry-
onalwoche aus dem Zolomepithel der hinteren Leibeswand [1]. Die adulte Rinde ist
dreizonig aufgebaut. Die aulRen gelegene Zona glomerulosa produziert hauptsachlich
Aldosteron und andere Mineralocorticoide. Die mittig gelegene Zona fasciculata, die
ca. 70 % der NNR ausmacht sezerniert v.a. Cortisol und andere Glucocorticoide. Die
innen gelegene Zona reticularis ist fur die Bereitstellung der Androgene (Testosteron,
Ostrogen) verantwortlich [3]. Damit ist die NNR ein lebenswichtiges Organ, welches
Einfluss auf den Elektrolythaushalt, auf den Kohlenhydrat — und EiweilRstoffwechsel,

auf das Immunsystem und auf die Sexualentwicklung hat.

Das Gewicht der adulten Nebenniere betragt ca. jeweils 4 g, wobei ca. 80 % des Ge-

wichtes auf die Nebennierenrinde fallen.



1.2) Die Entwicklung und Funktion der fetalen NNR

Im Folgenden soll speziell auf die Entwicklung der Nebennierenrinde eingegangen

werden.

Im Rahmen der Fetalentwicklung kommt es zu einem raschen Gewichtsanstieg. Be-
reits im 4. Monat wiegen beide Nebennieren ca. 4 g/kg KG und haben damit ihr
hochstes relatives Gewicht, welches etwa 35 mal hoher ist als das des Erwachsenen,

erreicht [4]. Den Uberwiegenden Anteil hat dabei die Nebennierenrinde.

Sucheston und Cannon, [5], beschrieben bereits 1968 fiinf verschiedene Entwick-
lungsstufen in der zonalen Differenzierung der NNR. Beginnend mit der Kondensati-
on, Proliferation und Migration der Zellen des Zolomepitels (3. — 6. Gestationswo-
che), Gber die Differenzierung des fetalen Cortex in zwei verschiedene Zonen (8. — 10.
Gestationswoche) bis zur postnatalen Atrophie des Fetocortex und Zonierung der

adulten Nebenniere.

Nach der 10. — 12. Gestationswoche bleibt die Histologie der fetalen Nebennierenrin-
de nahezu gleich. Der sogenannte Fetocortex (oder Fetalzone), der ca. 80 — 90 % der
NNR darstellt, besteht aus groRen eosinophilen Zellen, die Eigenschaften steroidpro-
duzierender Zellen besitzen. Der Neocortex (definitive, adulte oder permanente Zo-
ne) besteht aus einem schmalen Saum engliegender Basophiler mit den Eigenschaf-

ten proliferierender Zellen. AuBerdem besteht eine Ubergangszone.

Auch funktionell unterscheiden sich die verschiedenen Zonen der fetalen Nebennie-

renrinde.



Abb.1: Steroidbiosynthese
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Dabei kommt den beiden Schliisselenzymen der Steroidsynthese, der 3R-
Hydroxysteroid-Dehydrogenase (3R-HSD) und der 17a-Hydroxylase (17HYD), eine be-
sondere Bedeutung zu (siehe Abb.1). Beide Enzyme miussen zur Synthese von Al-
dosteron und Cortisol zur Verfligung stehen. Wird die 3R-HSD nicht exprimiert, kon-
nen lediglich Dehydroepiandrosteron (DHEA) und im Weiteren Androgene syntheti-
siert werden. Wird 17HYD nicht exprimiert, kénnen nur Mineralocorticoide gebildet

werden.

Die 3R-HSD wird wahrend der Schwangerschaft im Fetocortex nicht gebildet. Eine
Bildung von Mineralo — und Corticosteroiden ist entsprechend dort nicht moglich, es
entstehen DHEAS. Im Neocortex und zumindest in der Spatschwangerschaft auch in

der Ubergangszone kann dagegen eine 3R-HSD Aktivitidt nachgewiesen werden [6, 7].

Die 17HYD wird im Fetocortex und in der Ubergangszone exprimiert, fehlt aber im
Neocortex. Somit werden in der Ubergangszone alle Enzyme gebildet, folglich ist nur

dort eine Cortisolsynthese de novo moglich [8].

Die 21-Hydroxylase (21HYD), dessen Mangel das klassische Adrenogenitale Syndrom
(AGS) mit Cortisol- und Mineralocorticoidmangel darstellt, katalysiert die Synthese
der Progesterone zu den Desoxycortisolen. Das klinische Vollbild eine AGS manifes-
tiert sich in Hypoglykdmie, arterieller Hypotonie, u.U. lebensbedrohlichen Elektrolyt-
verschiebungen und Virilisierung des weiblichen Geschlechts. Bei Frithgeborenen fin-
den sich im Vergleich zu reifen Neugeborenen hdéhere 17-OH-Progesteron-
Konzentrationen, was durch eine verminderte Aktivitat der 21-Hydroxylase erklart

werden konnte.

Die 11R-Hydroxylase (118-HYD) katalysiert den letzten Schritt zur Cortisolbiosynthe-
se. Hingre et al [9] konnten in ihrer Arbeit eine reduzierte Enzymaktivitat bei Friihge-
borenen < 30 SSW in den ersten Lebenstagen im Vergleich zu reifen Neugeborenen
nachweisen. Dabei wurden die basalen 11-Desoxycortisol - und Cortisol - Level be-
stimmt und die jeweiligen Substrat / Produkt — Ratios bei Friih — und Reifgeborenen
verglichen. Es fand sich eine signifikant erhéhte Ratio (11,9 +/- 2,2 vs. 2,1 +/-0,4; p <

0,001), d.h. verminderte Enzymaktivitat, bei den Friihgeborenen.

Auf welchen Wegen produziert also der Fetus die fir die intrauterine Homoostase

und Reifung fetaler Organsysteme wichtigen Mineralo —und v.a. Corticosteroide?



1.3) Die fetoplazentare Einheit

Intrauterin ist der Stoffwechsel des Fetus liber die Plazenta eng verknlipft mit dem
mitterlichen Organismus. Dieses einmalige Zusammenspiel wird als fetoplazentare
Einheit zusammengefasst [10]. Eine schematische Darstellung zeigt Abb. 2 im Folgen-

den.

Abb.2: Die fetoplazentare Einheit
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Auf der einen Seite stellt das vom Fetocortex ca. ab der 8. SSW produzierte DHEA
bzw. das in der fetalen Leber hydroxylierte 16a-OH-DHEAS das wichtigste Substrat
der mitterlichen Ostriolsynthese dar. Sowohl miitterlicher Ostriolspiegel als auch die
Sekretionsrate des DHEAS im Fetocortex steigen gleichsam bis zur Geburt an [11] und
stellen nicht zuletzt einen Indikator fiir eine funktionierende Einheit und ,,Wohlbefin-

den” des Fetus dar.

Auf der anderen Seite stellt die Mutter (iber die Plazenta dem Fetus Progesteron zur
Synthese von Cortisol zur Verfligung. So wird der Mangel an 3B-HSD in der Fetalzone
umgangen. Das anfallende 17a-Hydroxy-Pregnenolon wird wiederum in DHEA um-

gewandelt und der miitterlichen Ostriolsynthese zur Verfiigung gestellt. Untersu-

10



chungen zur Expression von Schliisselenzymen der Cortisolbiosynthese lassen vermu-
ten, dass die menschliche Nebennierenrinde Cortisol aus Cholesterol de novo nicht
vor der 30. Gestationswoche produziert, sondern das dazu Progesteron als Vorstufe

genutzt wird [8].

Abb.3: Cortisolkatabolismus
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Die plazentare 118-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (11R-HSD) liegt in zwei Isoformen
vor. Wahrend die 118-HSD Typ | (v.a. in der Leber vorkommend) Cortison in Cortisol
umwandelt, katalysiert die 118-HSD Typ Il (v.a. in der Niere exprimiert) die Inaktivie-
rung des Cortisols in das biologisch inaktive Cortison (siehe Abb. 3). Das Verhaltnis
aktiver Cortisol-(11-Hydroxy)-Metabolite zu inaktiven Cortison-(11-Keto)-Metaboliten
ist ein MaR fir die Aktivitat der 11R-HSD. Cortisol ist fir die Entwicklung zahlreicher

Organsysteme von Bedeutung, z.B. der Leber, der Lunge und des Zentralen Nerven-
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systems. AuRerdem stellt es einen Inhibitor der ACTH -Sekretion dar und verhindert
somit eine Uberproduktion von Androgenen [12]. Cortisol ist somit auch fiir die nor-
male Geschlechtsentwicklung, v.a. der Madchen, von entscheidender Bedeutung
[13]. In hohen Dosen kann es dem Fetus jedoch auch schaden [14]. Intrauterin wird

daher Cortisol zu 80% durch die plazentare 118-HSD inaktiviert [15].
1.4) Die postnatale Adaption

Zum Zeitpunkt der Geburt werden diese fein aufeinander abgestimmten Stoffwech-
selwege zwischen Mutter und Fetus abrupt beendet. Eine funktionierende Hypotha-

lamus — Hypophysen — NNR — Achse ist fiir das extrauterine Leben unabdingbar [16].

Bei reifen Neugeborenen kommt es in den ersten Wochen nach der Geburt zu einer
raschen Involution des Fetocortex, die Nebenniere verliert ca. 40 % an Gewicht. Die
Plasmakonzentrationen von DHEAS und Ausscheidungsraten von 38-Hydroxy-5-en-
Steroide im Urin nehmen rapide ab [17]. Auf der anderen Seite Gbernimmt der Ne-
ocortex, also die definitive Zone, die Bereitstellung signifikanter Mengen an biolo-
gisch aktiven Corticosteroiden [18]. Sasaki et al [19] untersuchten den Verlauf der
Plasmaspiegel von CRH (Corticotropin-Releasing-Hormon) in mitterlichen - und Na-
belvenenblut wahrend der Schwangerschaft und unter der Geburt. Es zeigte sich ein
signifikanter Anstieg im letzten Schwangerschaftstrimenon mit einem Maximum um
die Geburt und einem anschlieBenden Riickgang. Erhohte Werte fir ACTH im Nabel-
schnurblut unter der Geburt als Zeichen einer ,Stresssituation” fir den Saugling
konnten auch Pohjavuori et al [20] nachweisen. Nach einem postnatalen ,,Corticoste-
roid-Dip“ bis 12 h nach der Geburt steigen die Cortisolkonzentrationen im Plasma
beim Saugling wieder an [21]. Ca. ab dem 5. Lebenstag kann ACTH die Cortisolpro-
duktion adaquat stimulieren.[21] Eine typische zirkadiane Rhythmik wir erst nach 3 —

6 Monaten beobachtet [22, 23].

Der Fetus wachst intrauterin in einem Milieu niedriger Cortisolkonzentrationen her-
an, da wie weiter oben schon erwahnt, das Cortisol zu 80% inaktiviert wird. Die zu
frihe Geburt verhindert eine Vorbereitung des Stresshormonsystems wie beim reifen
Neugeborenen. Das Frithgeborene wird zudem einem weit hoheren Krankheitsstress
ausgesetzt. Es befindet sich in einem Dilemma zwischen der Bereitstellung ausrei-
chender Stresshormone und der Weiterreifung seiner Organsysteme in einem vollig

anderen Milieuoptimum (siehe Abb.4).
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Regulation des Stresshormons Cortisol —
Ein Dilemma des Fruhgeborenen?

Intrauterin: Postnatal:

Aufgabe: Forderung Aufgabe1:

Organreifung Stressbewiltigung

Produktion: Wie Aufgabe 2: Forderung

Erwachsener der Organreifung

Regqulation: Zu 80% Produktion (basal): Wie

Inaktivierung ZI,EOI(')wachsener (Heckmann et al

5

Cortisolspiegel: 25- ) _ ]

50nmol/l Requlation (reifes NG):
Anstieg von ACTH, CRH
und Reduktion der
Inaktivierung

Die aktuelle Datenlage beziiglich der postnatalen, stressbedingten Cortisolausschiit-
tung bei Frihgeborenen zeigt dazu unterschiedliche Ergebnisse. Verschiedene Stu-
dien konnten zeigen, dass Frithgeborene auf Stress (z.B. Krankheit, Operationen)
nicht mit einer gesteigerten Corticosteroidausschiittung wie bei Erwachsenen rea-
gierten. So wurden z.B. in der Studie von Scott et al [24] Friihgeborene mit einem Ge-
stationsalter von 32 bis 35 SSW untersucht. Es zeigten sich signifikant niedrigere
Plasmacortisolspiegel bei den krankeren Kindern. Auch Heckmann et al [25] konnten
mittels aufwandiger Untersuchungen und Gaschromatografie-Massenspektrometrie
(GC-MS) keinen Einfluss der Schwere einer Erkrankung auf die Cortisolproduktionsra-
ten bei Friihgeborenen < 30 SSW nachweisen. Sehr unreife Friihgeborene (< 1000 g
Geburtsgewicht) zeigten niedrigere postnatale Cortisolkonzentrationen, aber héhere
Spiegel fiur Steroidvorstufen [9]. In einer anderen Arbeit wurden direkt postnatal i.R.
katecholaminpflichtiger arterieller Hypotension auffallend niedrige Cortisolwerte

gemessen [26]. Eine Unreife adrenaler Enzymsysteme wird angenommen [27]. Diese

13



These wird dadurch unterstitzt, dass nach Gabe von Glucocorticoiden die Symptome
einer NNR - Insuffizienz verschwanden [28]. Die Unreife der adrenalen Funktion bei

Friihgeborenen ist umso ausgepragter, desto friher die Geburt erfolgt.

Bei reiferen Friihgeborenen > 30 SSW konnten z.B. Economou et al [29] héhere Cor-
tisollevel bei kranken Frithgeborenen im Vgl. zu gesunden Frithgeborenen bzw. Reif-
geborenen beobachten. Gunes et al [30] bestétigten diese Ergebnisse, indem sie ho-
here Cortisolspiegel bei Friihgeborenen mit RDS (respiratory distress syndrome) als
bei denen ohne RDS messen konnten. Grofer et al [31] konnten in einer Untersu-
chung von Friihgeborenen > 30 SSW ebenfalls eine positive Korrelation von Krankheit

und Cortisolproduktionsrate mittels GC-MS nachweisen.

Wahrend also bei unreifen Friihgeborenen < 30 SSW kein Zusammenhang zwischen
Krankheitsstress und Cortisolproduktion vorliegt, fand sich bei Friihgeborenen > 30

SSW eine Reifung der adrenalen Stressantwort.

Auch die extrauterine Involution der Fetalzone ist abhdngig von der Reife bzw. dem
postmenstruellen Alter und nicht vom Tag der Geburt. Die DHEAS Konzentration im
Plasma und die Ausscheidung der 3R-Hydroxy-5-en-Steroide (iber den Urin ndhern
sich erst bei Erreichen eines postmenstruellen Alters von 40 Wochen dem Niveau rei-

fer Neugeborener [32, 33].
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2) Ziele der Studie

2.1) Beschreibung des Patientenkollektives

Bereits in vorangegangenen Arbeiten wurden die Steroidmetabolite im Urin Friihge-
borener longitudinal erfasst und die summierten Cortisolproduktionsraten sowie Fe-
talzonensteroide als Marker der adrenalen Funktion bestimmt [31, 34]. Nachdem
diese Arbeiten jeweils Friihgeborene < 30 SSW und > 30 SSW getrennt voneinander
untersuchte, steht nun das Kollektiv, welches das gesamte Spektrum der Frihgeburt-

lichkeit von 23-36 Gestationswochen umfasst, zur Verfligung.

2.2) Bestimmung der Aktivitat der Schliisselenzyme der fetoplazentaren Einheit

durch Quotientenbildung der Steroidmetabolite im Urin

Die Gaschromatografie-Massenspektrometrie erlaubt die nicht selektive Messung des
Steroidmetaboloms in einem Messvorgang. Sie wird in der klinischen Routine u.a. zur
Diagnostik von Steroidbiosynthesedefekten im Rahmen eines adrenogenitalen Syn-
droms eingesetzt. Daher sind zur Charakterisierung der Steroidbiosynthese Substrat-

Produkt-Quotienten etabliert [35].

Im Einzelnen werden in dieser Arbeit folgende Enzyme untersucht (siehe Abb.1 und

Abb.2):

- 3R-Hydroxy-Steroid-Dehydrogenase (3RHSD)

- 17a-Hydroxylase (17HYD)

- 21-Hydroxylase (21HYD)

- 11R-Hydroxylase (11RHYD)

- 11R-Hydroxy-Steroid-Dehydrogenase (118HSD)

2.3) Longitudinaler Verlauf der Enzymaktivitaten in Abhangigkeit vom Gestati-

onsalter

Es soll untersucht werden, wie sich die Enzymaktivitdten nach zu friiher Geburt und
Auflésung der fetoplazentaren Einheit andern. Der Einfluss des Gestationsalters als
der wichtigste Einflussfaktor bei Friihgeborenen soll dabei analysiert werden. Dazu
wurden in einem ersten Schritt die individuellen grafischen Verlaufe der Enzymaktivi-

taten in den Gruppen < 30 SSW und > 30 SSW analysiert und der 3. Lebenstag und
15



die 3. Lebenswoche als Zeitpunkte fir die statistische Analyse festgelegt. Im zweiten
Schritt wurde die Analyse nur flr die Friihgeborenen von < 28 und > 32 SSW durchge-
flihrt, um den moglichen Einfluss des Gestationsalters besser diskriminieren zu kon-

nen.
2.4) Méogliche Einflussfaktoren

Das Gestationsalter, also der Grad der Unreife, stellt bei Frihgeborenen den wich-
tigsten Einflussfaktor auf die Haufigkeit von Komplikationen und das Outcome dar.
Ein zweiter wichtiger Faktor ist die Schwere der Erkrankung in den ersten Lebensta-
gen. Hingegen konnte in den Voruntersuchungen [25, 31] gezeigt werden, dass der
Geburtsmodus, das Geschlechts und die Gabe pranataler Steroide an die Mutter kei-
nen Einfluss auf die Cortisolproduktionsraten hatten. Daher soll sich die Analyse auf
die Untersuchung des Einflusses von Erkrankung in den durch die Voruntersuchungen

definierten Gestationsaltergruppen beschranken.
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3) Patienten und Methoden

3.1) Patienten

Grundlage dieser Promotionsarbeit sind die im Rahmen zweier prospektiver Studien
erhobenen Datensatze im DFG-Projekt ,Ontogenese und krankheitsbedingte Modula-
tion der Steroidexkretionsarten Frithgeborener” (DFG: HE 3557/1-1. Lit: [25], [32],
[31]). In diesen Arbeiten erfolgte ausschlieflich die Betrachtung der summierten Ste-
roidproduktionsraten bzw. Fetalzonensteroiden. Die vorliegende Arbeit analysiert
nun, wie im Projektantrag beschrieben, die Bedeutung der Einzelmetabolite in Form
von Substrat-/Produkt-Quotienten zur Charakterisierung der Steroidbiosynthese bei

Friihgeborenen.

3.1.1) Patientenkollektiv

In diese Studie wurden alle am Zentrum fiir Kinderheilkunde und Jugendmedizin des
Universitatsklinikums GieRen und Marburg, Standort GieRen, Abt. Neonatologie, im
Zeitraum zwischen Juni 2001 und September 2002 entbundenen Friihgeborene < 30
SSW sowie die zwischen November 2001 und November 2002 entbundenen Friihge-
borene > 30 SSW aufgenommen. Das Gestationsalter wurde durch den Ballard —
Score [36] und rechnerisch nach dem ersten Tag der letzten Menstruationsblutung

ermittelt.

3.1.2) Ausschlusskriterien

Frihgeborene, die mindestens eines der folgenden Kriterien erfillten, wurden von

der Datenerhebung ausgeschlossen.

schwere kongenitale Fehlbildungen am Thorax, Abdomen, der inneren Organe

oder des Zentralen Nervensystems

- Vitium cordis, mit Ausnahme eines persistierenden Ductus arteriosus, offenen Fo-
ramen ovale oder Vorhofseptumdefekt vom Sekundumtyp

- Chromosomenabberationen

- Hydrops fetalis

- Funktionsstorungen oder Anlageanomalien der endokrinen Organe (z.B. Hypothy-

reose, Adrenogenitales Syndrom, intersexuelles Genitale)
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- postnatale Steroidtherapie oder eine pranatale Betamethasontherapie der Mut-

ter i.R. der Lungenreifeinduktion stellte kein Ausschlusskriterium dar

3.1.3) Gruppenbildung

Das Patientenkollektiv wurde nach folgenden Kriterien in die Gruppen ,well preterm
infants” (wenig beeintrachtigte Frihgeborene) und ,,ill preterm infants” (kranke
Friihgeborene) eingeteilt. Diese Zuordnung wurde schon in vorhergehenden Arbeiten

verwendet [37, 38].

Kriterien fir ,,ill preterm infants”:

- Atemnotsyndrom mit Notwendigkeit einer Surfactanttherapie (beatmete Kinder
mit FiO2 > 0,4 und tcSO2 < 88%)

- Konnatale Infektion (C-reaktives Protein > 10 mg/l oder Linksverschiebung im
Blutbild in den ersten 72 Lebensstunden)

- Nosokomiale Infektion ( C-reaktives Protein > 10 mg/I oder Linksverschiebung im
Blutbild nach den ersten 72 Lebensstunden)

- Intraventrikulare Hdmorrhagie > Grad Il

- Arterielle Hypotension

- Stoffwechselentgleisungen (Hypo — bzw. Hyperglykdmie, BE < -10 mmol/I)

Apnoen oder Bradykardien, wie sie haufig bei Friihgeborenen beobachtet werden,

stellten kein Kriterium dar.

Kriterien fur ,well preterm infants“:

Eine Zuordnung in diese Gruppe erfolgte, wenn zum Zeitpunkt der Probengewinnung

und 48 h davor und danach (bzw. 24 h an Tag 1 und 2) kein Kriterium der o.g. zutraf.

Zur Objektivierbarkeit wurde zusatzlich bei jeder Probengewinnung und bei jedem

Proband der sog. ,,Score for Neonatal Acute Physiology” (SNAP) bestimmt [39].
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Tab.1: Score for Neonatal Acute Physiology

Punkte 1 3 5
RR syst/mmHg 66-80 81-100 20-29 >100
RR diast/mmHg 30-35 <20
HF max/min 180-200 80-90 | 201-25040-79 | >250<40
HF min/min

AF/min 60-100 >100

Temp./°C 35-35,5 33,3-34,9 <33,3
PO,/mmHg 50-65 30-50 <30
PO,/FiO, 2,5-3,5 0,3-2,49 <0,3
PCO,/mmHg 50-65 66-90 >90
OI=MADxFiO,/artpa0, 0,07-0,2 0,21-0,4 >0,4
Hk max/% 66-70 >70

Hk min/% 30-35 20-29 <20
Leukos/x1000 2,0-5,0 <2,0

ITQ >0,21

Neutrophile 500-999 <500

Thrombos/x1000 30-100 <30

Harnstoff/mg/dI 40-80 >80

Kreatinin/mg/dI 1,2-2,4 2,5-4,0 >4,0
Diurese/ml/kg/h 0,5-0,9 0,1-0,49 <0,1
Indirektes Bilirubin

> 2kg GG/mg/dI 15-20 >20

</=2kg GG/mg/dI/kg 5-10 >10

Dir. Bilirubin/mg/dI >2

Natrium max/mmol/I 150-160 161-180 >180
Natrium min/mmol/I 120-130 <120

Kalium max/mmol/I 6,6-7,5 7,6-9,0 >9,0
Kalium min/mmol/I 2,0-2,9 <2,0

Ca ion. max/mmol/I >3,5

Ca ion. min/mmol/I 0,2-0,25 <0,2

Ca tot. max/mmol/I >3

Ca tot. min/mmol/I 1,25-1,73 <1,25

Glukose max/mg/dl 150-250 >250

Glukose min/mg/dl 30-40 <30

Bicarbonat max/mmol/l | >33

Bicarbonat min/mmol/l | 11-15 <10

Serum pH 7,2-7,3 7,1-7,19 <7,1
Krampfanfall Singular Multipel

Apnoe Stimulation Keine Stim. Beatmung
Blut im Stuhl positiv

19




3.2) Methoden
3.2.1) Uringewinnung

Die Glukocorticoid — und Fetalzonenmetabolite wurden zu zuvor definierten Zeit-
punkten in 24 — h — Sammelurin bestimmt. Dabei erfolgten die Messungen in der ers-
ten Lebenswoche engmaschig an den Tagen 1, 2, 3 und 5. Dies wurde mit einem er-
hohten perinatalen Stress und der héheren Inzidenz neonataler Komplikationen in
den ersten Lebenstagen begriindet [38]. In den folgenden Lebenswochen erfolgte bis
zur Vollendung des 1. Lebensmonats eine Messung wochentlich sowie einmal im 2.

Lebensmonat.

Der 24 — h — Sammelurin wurde in speziellen Einmalwindeln der Firma Pampers®
(Procter&Gamble, Schwalbach, Deutschland) aus reiner Zellulose aufgefangen. Es
wurden zwei verschiedene GroRen benutzt: kleine Windeln (Leergewicht 16 g) fir
Friihgeborene unter 2300 g und groRe Windeln (Leergewicht 22 g) fiir Sduglinge tber
2300 g. Um eine Verunreinigung mit Stuhl zu verhindern wurde eine urindurchldssige
Gaze zwischen Haut der Patienten und der Zellulosewindel platziert. Die Windeln
wurden wahrend der Sammelperiode alle 4 h durch das vorher eingewiesene und ge-
schulte Pflegepersonal der neonatologischen Intensivstation bzw. der neonatologi-
schen Station ,Moro“ gewechselt (bei sehr kleinen Patienten teilweise auch erst nach
8 h, um eine ausreichende Urinmenge zu gewahrleisten). Anschliefend wurden diese
erneut gewogen und bis zur Beendigung der 24 — h — Sammelepisode in einem Plas-
tiksack aufbewahrt, um einer Verdunstung weitestgehend entgegenzuwirken. Nach
spatestens 36 h wurden die Windeln der Weiterverarbeitung zuganglich gemacht.

War dies nicht moglich, wurden sie bei —20 °C eingefroren.

AnschlieBend wurden die Windeln einer Sammelperiode des jeweiligen Patienten zu-
sammengefihrt, ggf. aufgetaut und der Urinextraktion zugeflihrt. Zunachst wurde die
oben beschriebene Gaze aus den Windeln entfernt. Waren die Windeln trotz dieser
,VorsichtsmaRnahme* stark stuhl — oder mekoniumverschmiert, wurden sie verwor-
fen. Auch bei Durchfallerkrankungen der Sauglinge oder zu geringen Urinmengen pro
Windel (< 10 ml bei den Kleinen bzw. < 12 ml bei den GroBen) wurden diese entsorgt.
Fiir die eigentliche Uringewinnung stand eine spezielle Hydraulikpresse mit einem
Druck von 120 kPa/cm? zur Verfiigung. Vor dem Pressen wurde die Windel mittig ge-

faltet, sodass die Zelluloseanteile nach auen gekehrt wurden. Im Anschluss wurde
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die gefaltete Windel in einen 1-Liter-Gefrierbeutel der Marke Melitta® (Minden,
Deutschland) gelegt, dieser dann fest verschlossen und so unter die Presse gelegt,
dass der ausgepresste Urin ungehindert in eine herabhdangende Ecke des Beutels ab-
flieRen konnte. Dieser Vorgang wiederholte sich insgesamt dreimal. Der Beutel wurde
aufgeschnitten, der Urin in ein steriles Plastikgefal® geleitet und bis zur Analyse im

Steroidlabor abzentrifugiert und bei einer Temperatur von -80°C eingefroren.

Dieser oben beschriebene Vorgang der Urinsammlung in Vlieswindeln zum Einmalge-
brauch wurde schon mehrfach beschrieben, z.B. in Roberts et Lucas [40] und Ahmad
et al [41]. Auch die Extraktion von Steroidmetaboliten wurde bereits in Vorarbeiten

evaluiert [34, 42].

Tab.2 zeigt die exzellenten Riickgewinnungsraten der Einzelmetabolite beispielhaft

fiir die Glukocorticoidmetabolite aus den Zellulosewindeln [34].

Tab.2: aus [34]

Table 2. Evaluation of urine collection procedure II: relative recavery of individual urinary glicocorticoid metabolites after extraction
from pure cellulose nappies

Small nappies, volume incubated (mL) Medium nappies, volume incubated (mL)

15(n=75) Win=15 45m=13) Nin=73 0in=73) =735

Recovery of 11-hydroxy-metabolites (%)
F

85 93 97 90 97 101
6p-OH-F 59 70 90 3 T0 93
THF 12 112 12 101 99 101
a«THF 115 117 119 100 102 14
pL 104 101 109 96 101 102
Total 11-hydroxy-metabolites a0 96 104 87 91 100
Recovery of 11-keto-metabolites (%)
THE 101 100 105 97 99 101
|p-OH-THE 108 109 121 109 107 108
fie-OH-THE 115 116 118 111 11 12
aCL 110 112 116 103 115 111
fiee-OH--CL 108 109 110 107 111 12
pLL 109 109 110 102 107 14
|p-OH-pCL 93 99 105 96 105 i)
6er-OH-p-CL 107 110 106 114 113 114
Total 11-keto-metabolites 107 107 109 107 111 110

Various sizes of nappies were employed and different amounts of aliquots of pool urine were used for incubation. To correct for the difference between
inoculated and extracted volume, amounts of recovered steroids were calculated by multiplying the concentration of the steroid with the respective inoculated
volumes. Then, the recovery rate of the individual steroid is presented as percentage of the inoculated amount of the metabolite.
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3.2.2) Labordiagnostik mittels quantitativer GC-Massenspektrometrie

In der Arbeit von Heckmann et al [25] wurde erstmals zur Charakterisierung des Ste-
roidmetabolismus bei Friilhgeborenen die Gaschromatografie - Massenspektrometrie
eingesetzt, die frei von Kreuzreaktivitat ist, Gber eine hohe Spezifitat verfiigt und

nicht invasiv die Bestimmung der Steroidmetabolite aus dem Urin erlaubt.

Die asservierten Proben wurden in das Steroidforschungslabor (Leitung: Prof. Dr. S. A.
Wudy) des Zentrums fir Kinderheilkunde und Jugendmedizin am Standort Giellen

des Universitatsklinikums GieBen und Marburg gebracht und dort weiter verarbeitet.

Die Urinsteroidprofile wurden mittels quantitativer Gaschromatographie — Massen-
spektrometrie nach der Methode von Shackleton et al [35, 43] erstellt. Die Technik
wird ausfihrlich im Buchbeitrag von Wudy et al [44] dargestellt, kurz beschrieben

funktioniert sie folgendermalen:

Aus einer 5 ml groRen Portion aus dem 24-h-Sammelurin werden freie und konjugier-
te Harnsteroide mittels Festphasenextraktion (Sep-Pak® C18-Kartusche, Fa. Waters,
Milford, USA) herausgel6st. Es erfolgt eine enzymatische Hydrolyse (Aryl-Sulfatase
aus Helix Pomatia, Fa. SIGMA, Taufkirchen, Deutschland). Nach erneuter Festphasen-
extraktion und Zugabe von drei internen Standards (5a-Androstan-3a,17a-diol, Stig-
masterol und Cholesterylbutyrat) beginnt die Derivatisierung der Harnsteroide zu
Methyloxim-Trimethylsilyl-Ethern. Anschlieffend wurde die GS-MS durchgefiihrt. Da-
zu wurde der Gaschromatograph (GC-Serie 6890, Agilent Technologie GmbH, Boblin-
gen, Deutschland), der mit einem Agilent Injektor der Serie 7683 ausgestattet war, di-
rekt an ein Massenspektrometer (Agilent 5973N MSD) angeschlossen. Die Messung
erfolgte an einer OV-1 fused silica Kapillare (Optima-1-MS, 25 m x 0,2 mm innerer
Durchmesser, Filmdicke 0,1 um, Fa. Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland) mittels
,selected ion monitoring” (,SIM“-Modus, Einzelmassenregistrierung, Massenfrag-
mento — graphie). Helium dient als Tragergas. Die gesamte Datenauswertung erfolgt

EDV — gestitzt.

Die folgenden C21-Metabolite, d.h. Glukocorticoidmetabolite, wurden so bestimmt:

Tetrahydrocortison, a-Cortolon, R-Cortolon, 6a-Hydroxy-a-Cortolon, 1R-Hydroxy-

Tetra-Hydrocortison, 6a-Hydroxy-a-Cortolon, 6a-Hydroxy-3-Cortolon, 1R-Hydroxy-R-
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Cortolon, Tetrahydrocortisol, Allotetrahydrocortisol, a-Cortol, 3-Cortol, Cortisol, 6B-

Hydroxy-Cortisol.

Die Interassay-Prazision (n=8) schwankte zwischen 1,3% fiir 6a-Hydroxy--Cortolon
und 7,0% fur 1R-Hydroxy-R-Cortolon. Die Intraassay-Prazision (n=8) schwankte zwi-

schen 0,5% fur Tetrahydrocortison und 5,3% fiir 18-Hydroxy-RB-Cortolon.

Dabei wurden die taglichen Ausscheidungsmengen auf das Koérpergewicht und die
Kreatininausscheidung korrigiert (ug/kg/d per mg Kreatinin). Kreatinin wurde nach

der Jaffé-Methode bestimmt.

Die folgenden 3R-Hydroxy-5-en-Steroide, d.h. Fetalzonensteroide, wurden so be-

stimmt: 5-Androsten-3R-17a-diol, 16a-Hydroxy-Dehydroepiandrosteron, 1603-
Hydroxy-Dehydroepiandrosteron, Androstentriol-16aq, 1568,16a-Hydroxy-
Dehydroepiandrosteron, 16-0O-Androstendiol, 16a,18-Hydroxy-
Dehydroepiandrosteron, 158,17a-Hydroxy-Pregnenolon, 16a-Hydroxy-Pregnenolon,
Androstentetrole, 15R-Hydroxy-Pregnenetetrol, 21-Hydroxy-Pregnenolon, 38,20a,21-

Pregnentriol, P>-Tetrol.

Die Interassay-Prazision (n=8) schwankte zwischen 1,54% fiir Androstentriol-16a und
8,2% fir 16-O-Androstendiol. Die Intraassay-Prazision (n=8) schwankte zwischen

0,48% fur Androstentriol-16a und 3,54% fiir 5-Androsten-3R-17a-Diol.

Analog zu den Glukocorticoidmetaboliten wurden die Ausscheidungsraten auf Kor-

pergewicht und Kreatininausscheidung korrigiert (ug/kg/d per mg Kreatinin).

Die Harnsteroide mit Abklirzungen und Systematischen Bezeichnungen kann man der

Tabelle im Anhang entnehmen.
3.2.3) Berechnung der Enzymaktivitaten

Die Bildung von Quotienten zur Evaluierung einer Enzymaktivitat wurde schon in élte-
ren Arbeiten [9] sowie in aktuellen Veroffentlichungen [45] benutzt. Dabei wurden
die Metabolite der Steroidbiosynthese im Serum der Patienten gemessen. Diese Quo-
tienten bestehen aus den Metaboliten vor dem Enzym (=Substrat) im Zdhler und den

Metaboliten nach dem Enzym (=Produkt) im Nenner.
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Die Enzyme der Steroidbiosynthese kénnen aber auch non-invasiv Gber die im Urin
gemessenen Metabolite ihrer Substrate bzw. Produkte charakterisiert werden. In der
Arbeit von Caulfield et al [35] zur Diagnostik kongenitaler adrenaler Hyperplasie, z.B.
21-Hydroxylasemangel als Enzym des klassischen AGS, wurden entsprechende Ratios

entwickelt und validiert.
Im Einzelnen wurden folgende Formeln verwendet (Abkirzungen siehe Anhang):

- 17HYD:  160-OH-P’-olon / 16a-OH-DHEA

3BHSD: DHEA*100/CM

- 21HYD: 1) 15@,17a—OH—P5—0|0n*100 / CM
2) P*>-olon-5R,3a*100 / CM

3) Pregnanetriol (PT)*100 / CM

11RHYD: THS*100/CM
11BHSD: THF + aTHF + aC + RC + F/ THE + aCl + RCI

Wahrend zur Berechnung der Cortisolproduktion bei Erwachsenen Tetrahydrocorti-
son, Tetrahydrocortisol und 5a-Tetrahydrocortison verwendet wurden, zeigte sich in
vorangegangenen Studien, dass diese bei Neonaten in zu geringen Mengen nachzu-
weisen waren und lUberwiegend 11-Keto-Steroidmetabolite gefunden wurden [35].
AuBerdem wird die Summe der Cortisolmetabolite in den ersten postnatalen Tagen
moglicherweise auch durch maternale Substrate verfalscht.

Daher wurde stattdessen die Summe aus Tetrahydrocortison (THE), a — Cortolon (aCl)
und B-Cortolon (RCl) verwendet (=CM), die in bisherigen Studien quantitativ ca. 20-

50% aller Cortisolmetabolite entspricht [46, 47].

Die Quotienten der Enzyme der Steroidbiosynthese verhalten sich umgekehrt propor-
tional zur Enzymaktivitat. Auch die Ratio der 11R-Hydroxy-Steroid-Dehydrogenase
Typ Il, das Schlisselenzym des Cortisolabbaus, verhalt sich umgekehrt der Aktivitat.

Abb. 5 zeigt die jeweiligen Urinmetabolite schematisch.
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Abb.5: Enzyme und deren Urinmetabolite n. [35]
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3.2.4) Patientendaten

Fiir jeden Patienten wurden vor Beginn der Studie die Stammdaten mittels Erhe-
bungsbogen systematisch erfasst. Zu diesen Daten gehdrten Gestationsalter (be-
stimmt nach Friihschall und Ballard Score [36]), Geburtsgewicht, Geschlecht, Nabel-
schnur-pH, 5-Minuten-APGAR, Geburtsmodus (spontan bzw. Sectio caesarea), SGA
(,small for gestational age”, d.h. Geburtsgewicht < 10. Perzentile), Temperatur bei
Aufnahme, Gabe von pranatalen Steroiden (diese wurde als komplett bezeichnet,
wenn spatestens 24 h prapartal eine zweimalige Betamethasongabe nach AWMF-
Leitlinien [48] bei der Mutter erfolgte) und die Frage nach endokrinologischen Er-
krankungen in der Familie. Der SNAP [39] fiir den Aufnahmetag wurde erfasst. Au-
Rerdem wurden folgende Diagnosen bei Entlassung bzw. Tod festgehalten: Peri-
ventrikuldare Leukomalazie [49], Intraventrikuldare Hamorrhagie [50], Infektion nach
oben beschriebenen Kriterien, nachgewiesene Keime in der Blutkultur, Bronchopul-

monale Dysplasie (BPD) [51], Chronic Lung Disease (CLD) [52], Atemnotsyndrom nach
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Stadieneinteilung [53], Retinopathia praematororum [54] und Nekrotisierende En-

terocolitis [55].

Im Verlauf der Datensammlung wurden an jedem Tag der Uringewinnung die Ver-
laufsdaten mittels standardisierten Bogen erhoben. Dabei wurden die Kriterien der
Gruppeneinteilung in ,well“ und ,,ill“, die weiter oben beschrieben wurden, abge-

fragt. Auch der SNAP [39] wurde an allen Messtagen dokumentiert.

3.2.5) Statistik

Alle Messungen der Steroidmetabolite im Urin wurden eigens gesammelt und die Da-
ten in eine Excel-Datenbank (Excel 2010, Microsoft® Corporation, Redmond, WA,
USA) eingegeben. AnschlieRend erfolgte die selbstandige Berechnung der Quotienten
nach o.g. Formeln. In Zusammenarbeit mit dem Institut fiir medizinische Statistik
wurde die Analyse geplant und ausgewertet (Version 8 statistical package, SAS Insti-
tute, Inc., Cary, NC, USA). Die statistische Beratung und Bearbeitung erfolgte durch
Herrn Dr. R.-H. Bodeker (Leiter der AG Medizinische Statistik) und Frau C. Scheibel-
hut.

Zur deskriptiven Auswertung des Patientenkollektivs verwendeten wir den Mann-
Whitney U-Test fiir quantitative und den exakten Test auf Unabhangigkeit nach Fis-

her (Fisher’s exact test) fiir qualitative Merkmale.

Um den Einfluss des Gestationsalters zu untersuchen, wurde die bereits in anderen
Arbeiten bestehende Kategorisierung des Patientenkollektives in eine Gruppe < 30
SSW und eine andere > 30 SSW (z.B. [32], [31], [34]) zunachst beibehalten. Durch
longitudinale Darstellung der Einzelverlaufe wurden fir das jeweilige Enzym zwei
Zeitpunkte mit der grofSten Diskrepanz beider Gruppen definiert, zwischen denen die
statistischen Tests durchgefiihrt wurden. Fiir jeden Probanden und jedes Enzym wur-
den einheitlich der 3. Lebenstag und die 3. Lebenswoche als Testzeitpunkte festge-
legt. Da es sich um nicht normalverteilte Merkmale handelte, wahlten wir nichtpa-
rametrische Testverfahren. Zur Erhéhung der Trennscharfe bei der Untersuchung des
Einflusses des Gestationsalters wurden in den weiteren Analysen zwei Gestationsal-
tergruppen mit < 28 SSW und > 32 SSW gebildet. Wir untersuchten die Enzymaktivi-
taten zunachst in einem nicht-parametrischen dreifaktoriellen Modell, um den Ein-

fluss des Gestationsalters (Kategorisierung in < 28 SSW und > 32 SSW), des postnata-
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len Alters (Tag 3 und Woche 3) und von Krankheit (Definition gesund oder krank) zu
prifen. Ein Einfluss von Erkrankung auf die Enzymaktivitdten wurde nicht gefunden
(siehe 4) im Anhang). Daher erfolgte die Analyse im zweifaktoriellen Modell. Das
adaquate Auswertungsverfahren ware die zweifaktorielle Varianzanalyse (VA), die

gleichzeitig drei Hypothesen testen kann:

1) Unterscheiden sich FG < 28 SSW und FG > 32 SSW beziiglich des Zielparameters
voneinander (OHNE Bericksichtigung des postnatalen Alters; globaler Einfluss des

Gestationsalters?)

2) Hat das postnatale Alter (Tag 3 und Woche 3) einen Einfluss auf die Werte des
Zielparameters (OHNE Berlicksichtigung der zwei Gestationsaltergruppen; globaler

Einfluss des postnatalen Alters?)

3) Die - in der Regel - wichtigste Hypothese: Ist der (mogliche) Einfluss, den das post-

natale Alter hat, in den beiden Gestationsaltergruppen unterschiedlich?

Anders formuliert lautet die Frage: Hat das Gestationsalter einen Einfluss auf die Ver-

anderung der Werte im postnatalen Verlauf?

Zunachst wird gepriift, ob man die Wechselwirkungshypothese ablehnen kann. Wenn

nicht, werden die globalen Tests betrachtet.

Voraussetzung fiir eine VA ist aber die Normalverteilung der Daten, die bei dem inte-
ressierenden Parameter nicht gegeben ist.

Daher wurde folgendermallen vorgegangen:

a) Zur Beantwortung der Fragestellung, ob es eine Wechselwirkung zwischen Gestati-
onsalter und postnatalem Alter gibt, wurde fiir jeden Patienten die Differenz des in-
teressierenden Parameters "Woche 3 minus Tag 3“ gebildet und dann mit Hilfe des
Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests untersucht, ob man beziglich dieser Differenz Unter-
schiede zwischen den beiden Gestationsaltergruppen aufzeigen kann. Ein solcher Un-
terschied wiirde bedeuten, dass die postnatale Verdnderung vom Gestationsalter
beeinflusst wird, also eine Wechselwirkung vorliegt. Dazu erfolgt die Angabe des Sig-

nifikanzniveaus als pzeit x Gruppe

b) Zur Untersuchung eines globalen Zeiteffekts werden alle FG, egal ob < 28 SSW oder

> 32 SSW, gemeinsam betrachtet und mit Hilfe des Vorzeichen-Rang-Tests (es han-
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delt sich um abhédngige Stichproben, Vor- und Nachwert desselben Patienten) wird
Uberprift, ob sich die Werte an Tag 3 on den Werte in Woche 3 unterscheiden. Dazu

erfolgt die Angabe des Signifikanzniveaus als pzeit

Da der Vorzeichen-Rang-Test zwar keine Normalverteilung voraussetzt, dafir aber
gleiche Verteilungsformen zu den beiden Zeitpunkten, wurden die Ergebnisse mit Hil-

fe des Vorzeichen-Tests, der diese Voraussetzung nicht hat, kontrolliert.

c) Bei der Uberpriifung eines "globalen Gruppeneffekts" bildet man fiir jeden Patien-
ten die Summe der beiden Messungen an Tag 3 und in Woche 3 und vergleicht diese
Summe/Durchschnitt in den beiden Gruppen. Man schaut also, ob die beiden Grup-
pen auf demselben Niveau liegen. Da es sich um unabhdngige Stichproben handelt,
wird dies mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-Test getestet. Dazu erfolgt die Angabe

des Signifikanzniveaus als pgruppe
Die Auswertung erfolgte ausschlielich nach den Kriterien der explorativen Statistik.
3.2.6) Ethische Evaluation

Vor Beginn der Studie wurde diese der Ethikkommission des Klinikums (Aktenzeichen
04/02) vorgelegt, die dieser zustimmte. Die Eltern wurden anhand eines standardi-
sierten Aufklarungsbogens (siehe Anhang) Uber die Durchfihrung der Uringewin-
nung, die Risiken und dem moglichen Nutzen der Studie ausfihrlich aufgeklart. Durch
eigenhandige Unterschrift willigten sie ein, eine Revidierung der Einverstandniserkla-

rung (siehe Anhang) war zu jedem Zeitpunkt moglich.

Alle Daten der Probanden wurden anonymisiert erfasst und bearbeitet.
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4) Ergebnisse

4.1) Beschreibung des Patientenkollektives

An dieser Studie nahmen nach Anwendung der Einschluss — und Ausschlusskriterien
sowie schriftlicher Einwilligung durch die Eltern insgesamt 144 Friihgeborene zwi-
schen 23 und 36 SSW teil. Diese wurden am Zentrum fiir Kinder — und Jugendmedizin
des Universitatsklinikum GielRen und Marburg, Standort Gielden, in der Zeit zwischen

6/2001 und 11/2002 entbunden und betreut.

Es erfolgte nach weiter oben genannten Kriterien eine Einteilung in , wenig beein-
trachtigte” (,well”) und ,kranke” (,ill“) Frihgeborene. Dabei wurden 76 Patienten
der Gruppe ,wenig beeintrachtigt” und 68 Patienten der Gruppe ,krank” zugeordnet.
Tab.3 zeigt die Verteilung wichtiger neonataler Charakteristika unter Angabe des Sig-

nifikanzniveaus in beiden Gruppen.

Tab.3: Verteilung neonataler Charakteristika in den Gruppen

,well” Sl p
n=76 n=68
Gestationsalter / Wo- 32,7 28,1 < 0,001#
chen * (24-36,9) | (23,5-35,6)
Geburtsgewicht / g * 1825 1095 <0,001"
(640-2920) | (457-2700)
Geschlecht (m/w) 31/45 29/39 0,86™
SGA 6 (8%) 7 (10%) 0,77
Prinatale Steroide | 40 (56%) 47 (72%) 0,083"
(gesamt) n=71 n=65
Sectio 67 (88%) 60 (88%) 1,0%
Art. Nabelschnur pH * 7,32 7,31 0,75"
(7,14-7,44) | (7,12-7,62)
n=66 n=62
5-Min.-APGAR * 9 8 0,006"
(5-10) (1-10)
n=67

* Median und Minimum/Maximum

# Mann-Whitney-U-Test

## Fischer’s exakter Test
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Kranke Friihgeborene waren unreifer, hatten ein deutlich niedrigeres Geburtsgewicht
und einen im Median um eins niedrigeren 5 Minuten APGAR. Die Miitter der kranken

Friihgeborenen erhielten haufiger pranatale Steroide zur Induktion der Lungenreife.

Hinsichtlich der Auswertung von Art und Schwere der neonatologischen Erkrankun-
gen in Abhangigkeit der Gruppenzugehorigkeit standen 140 Datensatze zur Verfi-

gung (76 ,wenig beeintrachtigt”, 64 , krank”). Tab.4 zeigt deren Haufigkeit.

Tab.4: Haufigkeiten neonataler Erkrankungen in den Gruppen

»well” il P*
n=76 n=64
Tod 0 (0%) 5 (8%) 0,018
Konnatale Infektion 0(0%) | 30(47%) <0,001
Nosokomiale Infektion | 0(0%) | 30 (47%) <0,001
ANS 35 54 (84%) <0,001
(46%)
BPD 2 (3%) 21 (33%) <0,001
PDA 9 (12%) | 29 (45%) | <0,001
NEC 0 (0%) 5 (8%) 0,018
ROP 3 (4%) 8 (13%) 0,11
IVH 7 (9%) 19 (30%) 0,002

* Fischer’s exakter Test

Die Ergebnisse entsprechen der Gruppendefinition. Finf Kinder der Gruppe der kran-

ken Frihgeborenen verstarben vor Entlassung.

Abb. 6 zeigte den zeitlichen Verlauf der SNAP — Werte in den beiden Gruppen. Es
zeigt sich in den ersten 4 Lebenswochen ein Unterschied zwischen den ,kranken” und
,wenig beeintrachtigten” Probanden (p < 0,0002 fiir SNAP Tag 1 bis Woche 4). Im 2.
Lebensmonat bestand nur ein Trend zu hheren SNAP-Werten bei den kranken Fruh-

geborenen (Monat 2 p=0,06).
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Abb.6: Zeitlicher Verlauf der SNAP — Werte
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Die Einteilung der Patienten nach dem Gestationsalter wurde schon in verschiedenen
Arbeiten angewandt [29] [31] [38]. Tab.5 zeigt die Verteilung der perinatalen Parame-

ter nach SSW getrennt.

Tab.5: Verteilung neonataler Charakteristika getrennt nach SSW

< 30 SSW | >30SSw
n=61 n=79
Gestationsalter / Wo- 27,2 33,3
chen * (24 - 30) (30— 36,9)
Geburtsgewicht / g * 1000 1980
(460 - 1690) | (1090 - 2920)
Geschlecht (m/w) 31/30 52 /27
SGA 4 (6%) 8 (10%)
Pranatale Steroide 51 (84%) 34 (43%)
(gesamt)
Sectio 52 (85%) 72 (91%)
Art. Nabelschnur pH * 7,31 7,31
(7,12-7,46) (7,1-7,62)
5-Min.-APGAR * 8 9
(5-10) (1-10)

* Median und Minimum/Maximum
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Mdtter von FG < 30 SSW wurden vor der Geburt deutlich haufiger mit Steroiden zur
pranatalen Lungenreife behandelt. Statistische Unterschiede in der Sectiofrequenz,
dem Nabelschnur - pH sowie dem 5 - Minuten - APGAR fanden sich im Gruppenver-

gleich nicht.

Tab.6 zeigt analog zu Tab.4 die Haufigkeit der neonatalen Erkrankungen getrennt

nach dem Gestationsalter.

Tab.6: Haufigkeiten neonataler Erkrankungen getrennt nach SSW

<30SSW | >30SSwW p*
n=61 n=79

Tod 5 (8%) 0 (0%) 0,012

Konnatale Infektion 20(33%) | 10(13%) | 0,005

Nosokomiale Infektion | 27 (44%) 3 (4%) <0,001

ANS 54 (88%) | 35 (44%) | <0,001
BPD 23(38%) | 0(0%) | <0,001
PDA 32(52%) | 6(7%) |<0,001
NEC 5 (8%) 0(0%) | 0,012
ROP 10(16%) | 1(1%) | 0,001
IVH 21(34%) | 5(6%) |<0,001

* Fischer’s exakter Test

Die typischen neonatalen Erkrankungen und die postnatalen Risiken der Friihgeburt-
lichkeit traten bei den sehr kleinen Friihgeborenen erwartungsgemaR haufiger auf.

Auch die Infektionsrate war im Vergleich zu den Patienten > 30 SSW deutlich erhoht.
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4.2) Verlauf der Enzymaktivitaten in Abhangigkeit vom Gestationsalter

17a-Hydroxylase:

Dieses Enzym ist ein Schliisselenzym der Cortisolsynthese und katalysiert die Um-
wandlung von Pregnenolon zu 17a-Hydroxypregnenolon bzw. Progesteron zu 17a-
Hydroxyprogesteron. Es wird intrauterin von der fetalen Zone synthetisiert und steht
am Beginn der Steroidbiosynthese. Eine Minderaktivitat dieses Enzyms flhrt zu ei-
nem Mangel an Corticosteroiden und Sexualhormonen.

Abb. 7a zeigt postnatal den zeitlichen Verlauf der berechneten Enzymquotienten in
Abhédngigkeit vom Gestationsalter nach Gliederung in Gruppen <30 und >30 SSW.

Zu beachten ist die umgekehrte Proportionalitat der ermittelten Quotienten zur En-
zymaktivitat.

Es zeigte sich ein Abfall der Enzymaktivitdat um den Faktor 2 bis 3 zum Ende der ersten

Lebenswoche, der in der Gruppe der reiferen Friihgeborenen ausgepragter war.

Abb.7a: Enzymqguotienten <30 vs. >30 SSW
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Abb. 7b zeigt die Mediane der Enzymaktivitaten an den Untersuchungszeitpunkten
Tag 3 und Woche 3 nach Gestationsaltergruppen < 28 und > 32 SSW. Die Verdnde-
rungen des Medians dienen der Anschaulichkeit und entsprechen nicht dem Median
der Verdanderungen, daher zeigt Abb. 7c die Verteilung der Differenzen. In der zwei-
faktoriellen nichtparametrischen Analyse fanden sich jedoch keine Wechselwirkun-

gen oder globalen Effekte (Ppzeit x Gruppe=0,131; pzeit=0,211 bzw. pgruppe=0,611).
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Abb.7b: Enzymqguotienten zu den Zeitpunkten Tag3 und Woche3
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Abb.7c: Differenzen der Enzymaktivitat zwischen Tag3 und Woche3
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3[8-Hydroxysteroid-Dehydrogenase:

Die 3R-Hydroxysteroid-Dehydrogenase, ebenfalls ein Schlisselenzym der Steroidbio-
synthese, katalysiert die Umwandlung des Pregnenolon in das Progesteron. Intraute-
rin zeigt es erst im dritten Trimester eine zunehmende Aktivitat [6]. Der intrauterine
Block der 3R-HSD erfordert zur Cortisolsynthese die Bereitstellung von Progesteron
durch die Plazenta (fetoplazentare Einheit).

Abb. 8a zeigt den entsprechenden Verlauf der errechneten Enzymquotienten.

Zu beachten ist ebenfalls die umgekehrte Proportionalitdt des Quotienten zur eigent-
lichen Enzymaktivitat.

Es zeigt sich eine Zunahme der Enzymaktivitat vom Ende der ersten Lebenswoche zur
3. Woche bei den unreifen Frilhgeborenen < 30 Gestationswochen. Bei den reiferen

Friilhgeborenen > 30 Wochen fand sich diese Anderung nicht.

Abb.8a: Enzymqguotienten <30 vs. >30 SSW
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Abb. 8b zeigt die entsprechenden Mediane der Aktivitaten der 3R-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase am dritten Lebenstag und dritter Lebenswoche nach Gruppeneintei-
lung in < 28 SSW und > 32 SSW, Abb. 8c wiederum die Verteilung der Differenzen. Es
fand sich eine Wechselwirkung beider Parameter, d.h. SSW und Zeitpunkt (pzeit x Gruppe

=0,019) im Sinne einer starkeren Zunahme der Enzymaktivitat bei FG < 30 SSW.
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Abb.8b: Enzymqguotienten zu den Zeitpunkten Tag3 und Woche3
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Abb.8c: Differenzen der Enzymaktivitat zwischen Tag3 und Woche3
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21-Hydroxylase:

Der Mangel an diesem Enzym stellt das klassische Adrenogenitale Syndrom dar. Ohne
dieses Enzym, welches die Reaktion der Progesterone in die Vorstufen des Cortisols
bzw. der Mineralocorticoide katalysiert, kommt es zu einem Mangel dieser Steroide
und zu einem Uberangebot an Sexualhormonen.

Abb. 9a zeigt die zeitlichen Verlaufe analog zu den vorherigen Enzymen. Bei der 21-
Hydroxylase standen uns insgesamt drei Formeln zur Berechnung des Enzymquotien-
ten zur Verfiigung.

Auch diese Quotienten verhalten sich umgekehrt proportional zur Enzymaktivitat.

Bei allen Formeln zeigt sich ein dhnlicher Verlauf mit einer Abnahme der Enzymaktivi-
tat ab dem Ende der ersten Lebenswoche fiir die sehr unreifen Friihgeborenen < 30
Wochen. Ein anderes Bild ergibt sich bei den Friihgeborenen > 30 Wochen. Wahrend
sich fur die erste Formel ein dhnlicher, aber langst nicht so ausgepragter Abfall der
Enzymaktivitdt wie bei den unreiferen Friihgeborenen zeigte, ergab sich keine Ande-
rung in der zweiten Formel. Bei Betrachtung der dritten Formel kam es hingegen zu

einer signifikanten Zunahme der Enzymaktivitat bei den reiferen Kindern.

Abb.9a: Enzymguotienten <30 vs. >30 SSW
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Median Aktivititsindex
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Abb. 9b gibt die Mediane der Verdanderungen an Tag 3 bzw. Woche 3 abhangig von
den Gruppen < 28 SSW und > 32 SSW wieder. Abb. 9c zeigt die Verteilung der Diffe-
renzen.

Abb.9b: Enzymquotienten zu den Zeitpunkten Tag3 und Woche3
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21 Hydroxylase Formula 3
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Abb.9c: Differenzen der Enzymaktivitat zwischen Tag3 und Woche3
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Quotient 4 Woche 3 -Tag 3

30-
o
f 20- —_—
©
o
¥ 10-
[
£
£
I
=
-10 . .
9 9
s al
2; o)
o 57
<> o3
Sy &
& N
> &
Quotient 5 Woche 3 -Tag 3
20-
o
f 10-
©
o
S ¥ N U SS— —— ...
S 1
£
£ -10-
c’ —
=
-20 . .
9 o
& &
g oV
& 42
& &
& &
& &
Q o»{{\

Eine Wechselwirkung der Einfliisse von Gestationsalter und Zeitpunkt fand sich in al-
len zur Berechnung benutzten Formeln (pzeit x gruppe <0,001) im Sinne einer starkeren

Abnahme der Enzymaktivitat bei den FG > 30 SSW.
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118-Hydroxylase:

Dieses Enzym katalysiert den letzten Schritt der Cortisolbiosynthese und ist auch in
die Biosynthese der Mineralocorticoide involviert. Es ist ein zentrales Enzym im Rah-
men der adrenalen Stressantwort.

Abb. 10a zeigt den Verlauf.

Auch hier verhalt sich der Quotient umgekehrt proportional zur Enzymaktivitat.

Es zeigt sich eine deutliche Abnahme der Enzymaktivitat ab der ersten Lebenswoche
ausschlieBlich bei den unreifen Friihgeborenen < 30 Wochen, wobei die Aktivitat un-

mittelbar postnatal auf dem gleichen Niveau wie das der reiferen Friihgeborenen lag.

Abb.10a: Enzymquotienten <30 vs. >30 SSW
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Im Rahmen der zweifaktoriellen Varianzanalyse fand sich nur bei Betrachtung der
Gestationsaltergruppen ein Unterschied (pgruppe=0,005) im Sinne einer vom
postnatalen Alter unabhangigen niedrigeren relativen Enzymaktivitat bei FG < 30
SSW. Eine Wechselwirkung zwischen SSW und Zeitpunkt zeigte sich nicht (pzeit x Gruppe
=0,389).

Abb. 10b gibt die Mediane der Verdanderungen an Tag 3 bzw. Woche 3 abhangig vom

Gestationsalter wieder. Abb. 10c zeigt die Verteilung der Differenzen.
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Abb.10b: Enzymguotienten zu den Zeitpunkten Tag3 und Woche3
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118-Hydroxysteroid-Dehydrogenase:

Die 11R-Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ Il baut das biologisch aktive Cortisol in
das biologisch inaktive Cortison ab.

Der Quotient der Summen der Cortisol - (11-Hydroxy) zu den Summen der Cortison -
(11-Keto) Metabolite wurde zur Beschreibung der relativen Enzymaktivitat der 11R-
HSD gebildet. Je groRer der Quotient umso hoher liegt die Konzentration der Cor-
tisolmetabolite.

Abb. 11a zeigt die jeweiligen zeitlichen Verlaufe.

Der Quotient liegt bei den unreifen Friihgeborenen im Sinne einer Verschiebung zu
den Cortisolmetaboliten an den Tagen 2 und 3 hoher als bei den reiferen Friihgebo-
renen > 30 Wochen. Im weiteren Verlauf kommt es dann zu einem Abfall des Quoti-

enten auf das Niveau der reiferen Kinder.

Abb.11a: Enzymquotienten <30 vs. >30 SSW
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Abb. 11b bildet den Verlauf der Aktivitdt der 11B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase ab-
hangig von SSW und Zeitpunkt der Messung ab. Eine Wechselwirkung konnte gefun-

den werden (pzeit x Gruppe <0,001). Abb. 11c gibt die Differenzen wieder.
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Abb.11b: Enzymqguotienten zu den Zeitpunkten Tag3 und Woche3
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Tab.7 gibt eine Zusammenfassung der statistischen Ergebnisse der zweifaktoriellen

Varianzanalyse zur Abhangigkeitsprifung der jeweiligen Enzymaktivitat von SSW und

Zeitpunkt der Messung postnatal.

Tab.7: Zusammenfassung der zweifaktoriellen Varianzanalyse

Quotient Enzym pZeit X Gruppe pGruppe (Gestati' pZeit X Gruppe (Wechselwirkung)
(postnatales Alter) | onsalter)

Q1 17HYD 0,211 0,611 0,131

Q2 3BHSD < 0,001 0,007 0,019

Q3 21HYD < 0,001 0,005 < 0,001
Formel 1

Q4 21HYD 0,013 <0,001 < 0,001
Formel 2

Q5 21HYD 0,210 0,024 <0,001
Formel 3

Q6 11BHYD | 0,566 0,005 0,389

Q8 11BHSD | < 0,001 < 0,001 <0,001

4.3) Einfluss von Erkrankung auf die Enzymaktivitat

Ein Einfluss von Erkrankung auf die jeweiligen Enzymaktivitdten konnte nicht gezeigt

werden (siehe Methoden ,Statistik” und Punkt 4) im Anhang).

46




5) Diskussion
5.1) Patientenkollektiv

Zu dieser Studie konnten 140 Frihgeborene zusammengefasst werden, deren Gesta-
tionsalter bei Entbindung das gesamte Spektrum der Friihgeburtlichkeit abdecken
(23. — 36. SSW). In den meisten bisher veroffentlichten Untersuchungen wurden
Frihgeborene > 30 SSW beobachtet [30]. Ein dhnlich grofRes Kollektiv (zwischen 24
und 36 SSW (n=120)) untersuchten Scott et al. [24]. Dabei wurden Plasmacortisol-
spiegel, aber keine weiteren Steroidmetabolite bestimmt. Bei der ,very low birth
weight” — Gruppe wurden direkt postnatal die hochsten Cortisolspiegel gemessen.
Diese sehr unreifen Friihgeborenen sind in besonderer Weise postnatalen Stress aus-
gesetzt. Eine Untersuchung dieser Patientengruppe erscheint im Hinblick auf die Un-

reife der NNR daher besonders interessant.

Der Untersuchungszeitraum, in dem die Probanden longitudinal beobachtet wurden,
betrug in unserer Studie zwei Monate. Viele Veroffentlichungen befassten sich nur
mit der ersten Lebenswoche [24, 30, 56]. Die Veranderung der Cortisolexkretion und
Zunahme der Enzymaktivitdat der Steroidbiosynthese in den folgenden Wochen ist
von Interesse, da in diesem Zeitraum die Umbauvorgange in der NNR stattfinden [18]
und die anfanglich bestandenen Stresssituationen und neonatalen Erkrankungen be-
handelt wurden. Wittekind et al. [57] bestimmten die Plasma - ACTH - und Cortisol-
spiegel Giber einen Zeitraum von acht Wochen und konnten eine signifikante Abnah-

me der Level bis zur achten Lebenswoche feststellen.

Viele bisher veroffentlichte Untersuchungen zeigten, das v.a. neonatale Erkrankun-
gen und damit verbundene Komplikationen die Stressantwort der Frihgeborenen
verandern. Bisher wurde aber keine einheitliche Definition vom Schweregrad der Er-
krankung verwendet [24, 57]. Die Verwendung von Scores [39, 58] zur Objektivierung
hat sich etabliert. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Einteilung der Frihgeborenen
in zwei Gruppen. Da Friihgeburtlichkeit kein physiologischer Zustand ist, wurden alle
Probanden, die nach weiter o.g. Kriterien nicht in die Gruppe der ,kranken” (,,ill)
Friihgeborenen gehoren, in die Gruppe der ,wenig beeintrachtigten” (,well“) Friih-
geborenen zugeordnet. Der aulRerdem angewandte SNAP umfasst mehrere (patho)-
physiologische Variablen, die gut mit der Morbiditdt der Sduglinge korrelieren. Die

Haufigkeit neonataler Erkrankungen war in der Gruppe der ,kranken” Frithgeborenen
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erwartungsgemals signifikant erhdoht. Auch die SNAP Werte waren v.a. in der ersten

Lebenswoche signifikant zwischen den Gruppen unterschiedlich.

Zusammenfassend wurde in dieser Studie erstmals eine sehr groRe, das gesamte Ge-
stationsalterspektrum umfassende Population Friihgeborener, die detailliert anhand
prospektiv erhobener klinischer Parameter charakterisiert wurden, beziglich ihres

Steroidmetaboloms longitudinal untersucht.
5.2) Methodik
5.2.1) Uringewinnung

Bei jedem Probanden wurde im Untersuchungszeitraum bis zu acht Mal ein 24-h-Urin
gewonnen. Zirkadiane Schwankungen in der Exkretion wurden damit als mdgliche
Fehlerquellen ausgeschlossen. Eine Steroideinzelmessung im Plasma, wie sie bisher
haufig durchgefihrt wurde [24, 56, 59], reprasentiert nicht die Cortisolproduktionsra-
te [60]. Durch Messung der Glukokortikoidmetabolite und der fetalen Steroide im
Urin ist eine bessere Aussage Uber die adrenale Funktion zu machen [61]. Kraan et al.
[62] zeigten, dass bei Erwachsenen die Summe der nicht invasiv, mittels 24-h-Urin
gemessenen Glukokortikoidmetabolite 75% der invasiv bestimmten Cortisolprodukti-

onsrate entspricht.

Der Urin wurde mit Hilfe von Einmalwindeln [40] gesammelt und mittels einer Hyd-
raulikpresse ausgepresst [34], dabei konnten Riickgewinnungsraten von lber 90%
gezeigt werden. Die Bestimmung der Steroidmetabolite im Urin [25] erfolgte mittels
Gaschromatographie — Massenspektrometrie. So stand eine etablierte Methodik zur
Verfliigung, die obwohl sie nicht invasiv ist, eine hohe Genauigkeit und Selektivitat

(keine Kreuzreaktionen) zur Bestimmung einzelner Steroidmetabolite aufweist.
5.2.2) Quotientenbildung

Durch o.g. Verfahren wurden verschiedene Glucocorticoid — und Fetalzonensteroid —
Metabolite bestimmt (siehe 3.2.2). Caulfield et al [35] beschrieben entsprechende
Quotienten aus Steroidmetaboliten im Urin zur Bestimmung der Enzymaktivitdt. Die-
se Quotienten sind relativer Ausdruck der Enzymaktivitdt. Gegenstand der Dissertati-
on sind die beiden Schliisselenzyme der fetoplazentaren Einheit (3R8-HSD, 17a-HYD),

das klassische Enzym des adrenogenitalen Syndroms (21-HYD), das den letzten Schritt
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der Cortisolsynthese katalysierende Enzym (118-HYD) und das Enzym des Cortisolab-

baus (11B-HSD).
5.3) Verlauf der Enzymaktivitdten abhangig vom Gestationsalter

17a-Hydroxylase:

In der longitudinalen Darstellung fand sich ein Abfall der Enzymaktivitat um den Fak-
tor 2 bis 3 zum Ende der ersten Lebenswoche, der in der Gruppe der reiferen Friihge-
borenen ausgepragter war. Ein statistischer Zusammenhang lieR sich in der zweifak-

torielle Analyse jedoch nicht zeigen.

Die 17a-Hydroxylase steht relativ am Anfang der Steroidbiosynthese und ist essentiell
zur Bildung von Steroid — und Sexualhormonen. Ein Mangel dieses Enzyms flihrt zu
Hypertension, Hypokalidmie und bei Frauen zu einer primaren Amenorrhoe [63]. De-
an et al. [64] beschreiben einen mannlichen Neugeborenen mit 17HYD-Mangel mit

den klinischen Zeichen eines Mikropenis und Hypospadie.

Die in den Voruntersuchungen gemessenen Cortisolproduktionsraten und das Fehlen
von Symptomen wie Hypertension und Hypokaliamie bei den Friihgeborenen spre-
chen fir eine normale Funktion des Enzyms postnatal. Der Abfall der Enzymaktivitat
folgt dem Riickgang der Krankheitsaktivitdt vor allem bei den unreifen Frihgebore-
nen (s. Abb. 7a). Zum Vergleich mit dem postnatalen Verlauf der einzelnen Enzyme
der Steroidbiosynthese zeigen die Abbildungen 12 und 13 die in der Literatur berich-
teten Cortisolproduktionsraten und die Schwere der Erkrankung gemessen in SNAP
bei Friihgeborenen < 30 und > 30 Gestationswochen. Demzufolge entspricht der Ab-
fall nach der ersten Lebenswoche nicht dem Abfall der Cortisolproduktion, der erst
mit dem Wachstum der Kinder nach den ersten 3-4 Lebenswochen einsetzt und bei

den unreiferen Frithgeborenen deutlicher ausgepragt ist.
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Abb. 12: Cortisolproduktionsraten, Schwere der Erkrankung gemessen in SNAP und

Gewichtszunahme (Median; Quartile) bei kranken (0) und gesunden (m) Frithgebore-

nen < 30 Wochen im postnatalen Verlauf (nach Heckmann et al 2005)
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Abb. 13: Cortisolproduktionsraten und Schwere der Erkrankung gemessen in SNAP

(Median; Quartile) bei kranken und gesunden Friihgeborenen > 30 Wochen im post-

natalen Verlauf (hach Grofer et al 2010)
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3-Hydroxysteroid-Dehydrogenase:

Es zeigt sich eine Zunahme der Enzymaktivitat vom Ende der ersten Lebenswoche zur
dritten Woche bei den unreifen Frilhgeborenen < 30 Gestationswochen. Bei den rei-
feren Friihgeborenen > 30 Wochen fand sich diese Anderung nicht. Dies konnte in der

zweifaktoriellen Analyse ebenfalls gezeigt werden.

Auch die Funktion der 3BHSD ist fiir die sexuelle Differenzierung von Bedeutung [13].
Jadot et al. [65] berichten in einem Case-Report von den klinischen Zeichen eines in-
tersexuellen Genitales aufgrund eines 3BHSD-Mangels. Wolthers et al. [66] konnten

die Diagnose dieses Defektes tber die Bestimmung der Metabolite stellen.
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Unsere Ergebnisse passen zu dem Wissen, dass das Enzym intrauterin in der Fetalzo-
ne kaum synthetisiert wird [67, 68], es entstehen Fetalzonensteroide (DHEAS). Unse-
re Untersuchungen zeigen, dass auch sehr unreife Friihgeborene postnatal die 3RHSD
hoch regulieren konnen und so zur Cortisolsynthese auBerhalb der fetoplazentaren
Einheit in der Lage sind. Allerdings scheint gegeniliber den reiferen Friihgeborenen
diese Aktivitatszunahme um die erste Lebenswoche verzogert zu sein.

Nykdénen et al. [45] fanden durch Messung von Glucocorticoidmetaboliten im Serum
ebenfalls keine Unreife der 38-HSD-Aktivitat bei Friihgeborenen. Im Untersuchungs-
zeitraum, der sich allerdings nur auf die ersten vier Tage postnatal erstreckte, konn-
ten sie keinen Unterschied in der Enzymaktivitat zwischen sehr unreifen (< 28 SSW)
und reiferen (> 28 SSW) Friihgeborenen aufzeigen. Auch die Untersuchungen von
Hingre et al. [9] konnten keine Reduktion der 3R-HSD-Aktivitdt bei extrem Friihgebo-

renen (< 30 SSW) nachweisen.

Neuere Arbeiten konnten zudem zeigen, dass eine ACTH - abhangige Stimulation der
3R-HSD Typ 2 in der 8. - 9. Schwangerschaftswoche nachzuweisen ist und somit der
Embryo wahrend dieser Periode zur de novo Cortisolsynthese in der Lage ist [13].
Zweck dieser transienten 3R-HSD2-Expression ist jedoch die Modulation der Andro-

genwirkung durch Cortisol bei der sexuellen Entwicklung des Embryos.

21-Hydroxylase:

Bei allen zur Berechnung genutzter Formeln zeigt sich bei den sehr unreifen Friihge-
borenen < 30 Wochen ein dhnlicher longitudinaler Verlauf mit einer Abnahme der re-
lativen Enzymaktivitat ab dem Ende der ersten Lebenswoche. Bei den Friihgeborenen
> 30 Wochen ist das Bild inhomogener (siehe Abb.9a). Im Rahmen der statistischen
Auswertung fand sich bei allen Betrachtungen eine deutliche Wechselwirkung zwi-
schen Gestationsalter und Zeitpunkt der Messwerte. Liegt eine Wechselwirkung vor,

sind die globalen Einfllisse nicht mehr wichtig.

Die 21HYD ist fiir die Synthese der Cortico — und Mineralocorticoide essentiell, ein
Mangel miindet in das adrenogenitale Syndrom [69] mit einem Uberangebot an Se-
xualhormonen. Es kommt zur Virilisierung des weiblichen Geschlechts sowie ggf. zu
schockahnlichen Zustianden mit Elektrolytentgleisungen. Die Diagnose erfolgt Gber
die Bestimmung des 17-OH-Progesterons, das Substrat des Enzyms. Besonders bei

sehr unreifen Friihgeborenen sind die Werte in den ersten Lebenstagen haufig er-
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hoht, es besteht nicht selten eine Klitorishypertrophie. Die Werte fallen im Verlauf in
normale Dimensionen. Die Abnahme der Enzymaktivitdt folgt der Abnahme des
Krankheitstresses. Bei unreiferen Friihgeborenen ist analog der Abnahme des Krank-
heitstresses als auch der Cortsiolproduktionsraten der Abfall der relativen Enzymakti-
vitdat der 21HYD deutlich ausgepréagter (siehe Abb. 9b). Shackleton et al. [70] konnten
belegen, dass ein Mangel an 21HYD auch lber die erhdhte Ausscheidung von Fetal-
zonensteroiden in der ersten Lebenswoche diagnostiziert werden kann. Ob dies bei
unreifen Frihgeborenen mit ihren extrem hohen Ausscheidungsraten fetaler Steroide

[33, 60] moglich ist, ist nicht bekannt.

11B3-Hydroxylase:

Es zeigt sich eine deutliche Abnahme der relativen Enzymaktivitat ab der ersten Le-
benswoche ausschlieflich bei den unreifen Friihgeborenen < 30 Wochen, wobei die
Aktivitat unmittelbar postnatal auf dem gleichen Niveau wie die reiferen Frilhgebo-
renen lag. Eine Zunahme der Aktivitdat wahrend des fetalen Wachstums ist anzuneh-
men [9]. Die globale Abhangigkeit der Aktivitdt vom Gestationsalter unabhangig vom

postnatalen Alter konnte statistisch nachgewiesen werden.

Die 11RHYD katalysiert den letzten Schritt der Cortisolsynthese. Unsere Ergebnisse
lassen sich mit der Annahme erklaren, dass v.a. die sehr unreifen Sauglinge in den
ersten Lebenstagen immensem Stress ausgesetzt sind und dieser im weiteren Ver-
lauf, auch durch die Behandlung neonataler Erkrankungen, abnimmt. Entsprechend
ist eine Mehrsynthese des Cortisols als ,Stresshormon” nicht mehr notwendig. Der
Verlauf entspricht den anderen Steroidbiosyntheseenzymen bis auf den der 3RHSD.
Eine Virilisierung des weiblichen Geschlechts kann auch in einem Mangel dieses En-

zyms begriindet sein [71, 72].

118-Hydroxysteroid-Dehydrogenase:

Bei der longitudinalen Betrachtung liegt der Quotient bei den unreifen Friihgebore-
nen im Sinne einer Verschiebung zu den aktiven Cortisolmetaboliten an den Tagen 2
und 3 hoher als bei den reiferen Friihgeborenen > 30 Wochen. Im weiteren postnata-
len Alter kommt es zu einem Niveauangleich bis zur zweiten Lebenswoche. In der
zweifaktoriellen Varianzanalyse konnte die Wechselwirkung der Einflussgréf8en nach-

gewiesen werden.
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Intrauterin wird das biologisch aktive Cortisol zu fast 80% in das biologisch inaktive
Cortison umgewandelt [15, 73]. So wurden in verschiedenen Studien Plasmacortisol-
spiegel beim Feten um den Faktor 5-10 niedriger als postnatal gemessen [74, 75].
Diese Inaktivierung dient dem Schutz des Feten vor den katabolen Wirkungen des
Hormons. Postnatal findet sich eine Reduktion der Cortisolinaktivierung, um aktives
Stresshormon zur Verfligung zu stellen. Bei den unreiferen und deutlich krankeren
Friihgeborenen lasst sich sogar eine Verschiebung zu den aktiven Cortisolmetaboliten
in der Phase der hochsten Krankheitsaktivitat beobachten. Dies konnte auch bei er-

wachsenen Patienten nach herzchirurgischem Eingriff nachgewiesen werden [76].
5.4)  Einfluss von Erkrankung auf die Enzymaktivitat

In beiden Gestationsaltergruppen konnte die statistische Analyse keinen Einfluss der
Schwere der Erkrankung auf die Enzymaktivitdt nachweisen (siehe Punkt 4) im An-
hang). Dies bestatigen auch Voruntersuchungen von Heckmann et al., die mit GC-MS
bei Plasmacortisoleinzelwerten [34, 38] keine Korrelation zur Erkrankungsschwere
bei Frihgeborenen < 30 SSW erkennen lieRen. Bei reiferen Friihgeborenen (> 30 SSW)
konnten Grofer et al allerdings einen signifikanten Zusammenhang zwischen Krank-
heitsschwere und Cortisolproduktion zeigen [31]. Dieser Effekt war jedoch gering aus-
gepragt, was erklaren kénnte, dass bei Betrachtung einzelner Metabolite bei deutlich
geringerem Stress in der Gruppe der reiferen Friihgeborenen ein Effekt nicht entdeckt

werden konnte.
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Tabelle 8 fasst die postnatale Dynamik der Enzymaktivitaten in Abhangigkeit vom Ge-

stationsalter innerhalb der definierten Zeitpunkte (3. Lebenstag zur 3. Lebenswoche)

und deren mogliche Interpretation ,,auf einen Blick” zusammen. Die globalen Effekte

der EinflussgroRen und deren Wechselwirkung untereinander wurden geprift.

Tab.8: Zusammenfassung des deskriptiven postnatalen Verlaufs (3. Lebenstag zur 3.

Lebenswoche) der relativen Enzymaktivitdten der Steroidbiosynthese bei sehr unrei-

fen Frihgeborenen und reiferen Frihgeborenen und Ergebnisse der zweifaktoriellen

Varianzanalyse

Enzym | unreif reif Statistischer Mogliche Interpretation
Effekt
17a- Ab- Ab- Keiner Abnahme der Enzymaktivitat parallel
HYD nahme | nahme zur Abnahme der Krankheitsintensi-
tat.
3RB-HSD | Zu- Keine Wechselwir- Verzégerte Zunahme dieses im 2.
nahme | Ande- kung von SSW | Trimester noch intrauterin herunter-
rung und Zeitpunkt | regulierten Enzyms bei den unreife-
ren Friihgeborenen.
21-HYD | Ab- Ab- Wechselwir- Abnahme der Enzymaktivitat bei un-
nahme | nahme | kungvon SSW | reifen Friihgeborenen starker als bei
Formel und Zeitpunkt | reiferen FG parallel zur Abnahme der
1 Krankheitsintensitat
21-HYD | Ab- Keine Wechselwir- Abnahme der Enzymaktivitat parallel
nahme | Ande- kung von SSW | zur Abnahme der Krankheitsintensi-
;ormel rung und Zeitpunkt | tat bei den unreifen Frilhgeborenen
21-HYD | Ab- Zu- Wechselwir- Abnahme der Enzymaktivitat parallel
nahme | nahme | kungvon SSW | zur Abnahme der Krankheitsintensi-
;ormel und Zeitpunkt | tat nur bei unreiferen FG
11R- Ab- Keine Globaler Ein- | Niedrigeres relatives Aktivitatsniveau
HYD nahme | Ande- fluss von SSW. | bei unreiferen FG im Vergleich zu den
rung reiferen FG
11R- Zu- Zu- Wechselwir- Verschiebung zu Cortisolmetaboliten
HSD nahme | nahme | kung von an Tag 3 (Phase hohere Krankheits-
SSW und Zeit- | stress) bei den unreifen FG vergli-
punkt chen zu reiferen FG und zu Woche3
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5.5) Limitationen der Untersuchung

Die Urinmetabolite des Steroidstoffwechsels stellen Abbauprodukte der an der Bio-
synthese der Steroide beteiligten Metabolite dar. Die gesamte Komplexitat des Stoff-
wechsels lasst sich anhand einzelner Enzymquotienten daher nur bedingt abbilden.
Die Quotientenbildung (und Summenbildung) fliihrt mindestens zu einer Addition der
Streuung der Einzelmetabolite. Statistische Zusammenhange bei Betrachtung der Ein-
zelmetabolite kdnnen so abgeschwacht oder verloren gehen. Auch bei der Diagnostik
von angeborenen Storungen der Steroidbiosynthese (z.B. Adrenogenitales Syndrom)
ist die Diagnostik zum Teil nur bei gleichzeitiger Betrachtung von (teilweise mehreren)
Quotienten und von Einzelmetaboliten moglich [35]. Die zusatzliche Betrachtung der
Metabolite im Blut und der Expression der die Steroidbiosynthese regulierenden Ge-
ne konnte ein genaueres Bild zeichnen. Allerdings ist bei Patienten mit einem Gewicht
zwischen 500 und 2500 g die Verfiligbarkeit biologischen Untersuchungsmaterials
nicht nur aus ethischen Griinden limitiert. Ein Kind mit einem Gewicht von 500 g hat

ein Blutvolumen von ca. 40ml.

5.6) Fazit

Zusammenfassend zeigt sich eine Abnahme der Enzymaktivitat vieler Schliisselenzyme
der Steroidbiosynthese, besonders ausgepragt bei Frihgeborenen < 30 Wochen pa-
rallel zur Abnahme der Krankheitsintensitat und der notwendigen ,Stressantwort”.
Teilweise finden die Niveauunterschiede bei den Enzymen zwischen reiferen und sehr
unreifen Friihgeborenen ihre Entsprechung in den deutlich hoheren Cortisolprodukti-
onsraten bei den unreiferen Friihgeborenen. Dies spricht fiir eine generelle Aktivie-
rung der adrenalen Steroidbiosynthese. In beiden Gruppen bleiben die Cortisolpro-
duktionsraten jedoch langer erhdht als dies die Enzymaktivitat vermuten lasst. Ein
moglicher Erklarungsansatz konnte die Metabolitenauswahl in den Quotienten sein,
die ja nur einen kleinen Teil der 14 Metabolite ausmachen, die in die Berechnung der

Cortisolproduktionsraten eingingen [25], [31].

Hervorzuheben ist, dass besonders die unreiferen und damit deutlich krankeren FG <
30 SSW in der Phase hdchster neonataler Morbiditat tber eine funktionierende Cor-
tisolbiosynthese verfligen. Dies war aufgrund der fetalen Physiologie (insbesondere
Mangel an 38-HSD) nicht zu vermuten, deckt sich aber mit den Arbeiten von Hingre et

al. [9] und Nykdénen et al. [45]. Auch die Verschiebung zu aktiven Cortisolmetaboliten
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in den ersten Lebenstagen bei sehr unreifen Friihgeborenen im Vergleich zu reiferen
Friihgeborenen deckt die These einer funktionierenden ,Stressantwort” auch bei den

extrem Frihgeborenen.

Im Gegensatz zu o.g. Verdffentlichungen, die Enzymsubstrate bzw. - Produkte im Se-
rum der Kinder gemessen haben, konnte die Funktionsfahigkeit der Steroidbiosynthe-
se bei unreifen Friihgeborenen in dieser Dissertation erstmals anhand der relativen
Enzymaktivitdten durch die nicht invasive Messung der Glucocorticoidmetabolite im

Urin gezeigt werden.
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6) Zusammenfassung

Einleitung: Intrauterin bilden die fetale Nebennierenrinde und die maternale Plazen-
ta eine funktionelle Einheit zur Produktion fetaler Steroidhormone. Die Bildung die-
ser Hormone ist fir die Reifung fetaler Organsysteme und die intrauterine Homosta-
se essentiell. Die Unreife des Enzymsystems der Steroidbiosynthese wird als Ursache
einer adrenalen Insuffizienz Friihgeborener vermutet. Aufgrund der fehlenden Aktivi-
tat eines der Schliisselenzyme, der 3B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase, ist der Fetus
auf matterliches Progesteron als Substrat der Glukokortikoid — und Mineralocorti-
coidsynthese angewiesen. An der Cortisolsynthese sind aulRerdem die 17a-
Hydroxylase, die 21-Hydroxylase und die 11R-Hydroxylase beteiligt. Ein Mangel an
der 21-Hydroxylase fiihrt zum klinischen Vollbild des Adrenogenitalen Syndroms. Die
11R-Hydroxylase katalysiert den letzten Schritt der Cortisolproduktion. Zum Schutz
des Feten vor den katabolen Wirkungen des Cortisols erfolgt dessen Neutralisierung
in das biologisch inaktive Cortison durch die 118-Hydroxysteroid-Dehydrogenase, Typ
Il. Das Cortisol verhindert auerdem als wichtiger Inhibitor der ACTH-Sekretion eine
Uberproduktion von Androgenen in der androgen-sensitiven Phase der Geschlechts-
entwicklung. Bei Frihgeburtlichkeit wird dieses feine Zusammenspiel der feto-

plazentaren Einheit abrupt unterbrochen.

Fragestellung: Charakterisierung des postnatalen Verlaufes der oben genannten, an

der Steroidbiosynthese beteiligten Enzyme mittels Bildung von Sub-
strat/Produktquotienten aus Glucocorticoidmetaboliten im Urin in Abhdngigkeit von

Gestationsalter und neonataler Erkrankung.

Methodik: Die Steroidmetabolite wurden bei insgesamt 140 Friihgeborenen zwischen
23 und 36 Schwangerschaftswochen longitudinal bis zum 2. Lebensmonat mittels
Gaschromatographie-Massenspektrometrie im 24h-Sammelurin bestimmt. Anschlie-
Rend wurden validierte Quotienten (Substrat/Produkt) gebildet, die sich umgekehrt
proportional zur Enzymaktivitat verhalten. Die Aktivitat der 118-HSD wurde durch Di-
vision der Cortisol — durch die Cortisonmetabolite bestimmt. Die Probanden wurden
anhand klinischer Kriterien und Anwendung des ,,Score for Neonatal Acute Physiolo-
gy“ in Gruppen , kranker” (,,ill“) und ,wenig beeintrachtigter” (,well“) Friihgeborener

eingeteilt. Durch Anwendung statistischer Tests (modifizierte mehrfaktorielle Vari-
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nazanalyse) wurde der Verlauf der Enzymaktivitat in Abhangigkeit vom Gestationsal-

ter und Erkrankung untersucht.

Ergebnisse: Kranke Frihgeborene waren signifikant unreifer, hatten ein deutlich
niedrigeres Geburtsgewicht und einen im Median um eins niedrigeren 5 Minuten
APGAR. Die Haufigkeit neonataler Erkrankungen entsprach der Gruppeneinteilung
und war in der Gruppe der ,kranken” Friihgeborenen signifikant hoher.

Krankheit hatte keinen Einfluss auf die relative Aktivitat der untersuchten Steroidbio-
syntheseenzyme.

Die Enzymaktivitat der 17a-Hydroxylase zeigte keinen Unterschied zwischen den Ge-
stationsaltergruppen < 30 SSW und > 30 SSW und im postnatalen Verlauf. Die Aktivi-
tatszunahme der 3R-Hydroxysteroid-Dehydrogenase war bei den Friihgeborenen <
30 SSW zwischen der ersten und dritten Lebenswoche am starksten (p<0,019 zwi-
schen Tag 3 und Woche 3), bei den Probanden > 30 SSW fand sich keine Anderung.
Zur Berechnung der Enzymaktivitat der 21-Hydroxylase standen drei Formeln zur Ver-
figung. Bei den unreiferen Frilhgeborenen fand sich eine signifikante Aktivitatsab-
nahme ab dem Ende der ersten Lebenswoche im Gegensatz zu den reiferen Friihge-
borenen (p<0,001 zwischen Tag 3 und Woche 3). Die Aktivitat der 118-Hydroxylase
lag bei unreifen FG < 30 SSW niedriger als bei reiferen Kindern ohne Einfluss des
postnatalen Verlaufes (p<0,005). Bei der Betrachtung der 11R-HSD liegt der Quotient
bei den unreifen Friihgeborenen im Sinne einer Verschiebung zu den aktiven Cor-
tisolmetaboliten an den Tagen 2 und 3 hoher als bei den reiferen Friihgeborenen >

30 Wochen.

Schlussfolgerung: Zusammenfassend zeigt sich eine Abnahme der Enzymaktivitat vie-

ler Schliisselenzyme der Steroidbiosynthese besonders ausgepragt bei Friihgebore-
nen < 30 Wochen parallel zur Abnahme der Krankheitsintensitat. Teilweise finden die
Niveauunterschiede bei den Enzymen zwischen reiferen und sehr unreifen Frihgebo-
renen ihre Entsprechung in den deutlich héheren Cortisolproduktionsraten bei den
unreiferen Frihgeborenen. Deutlich wurde, dass besonders die unreiferen und damit
deutlich krankeren FG < 30 SSW in der Phase hoéchster neonataler Morbiditat Gber
eine funktionierende Cortisolbiosynthese verfligen (Aktivitatszunahme der 3R-HSD,
Verschiebung zu aktiven Cortisolmetaboliten). Dies war aufgrund der fetalen Physio-
logie (insbesondere Mangel an 38-HSD) nicht zu vermuten. Die Funktionsfahigkeit der

Steroidbiosynthese bei unreifen Friihgeborenen konnte in dieser Arbeit erstmals an-
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hand der relativen Enzymaktivitaten durch nicht invasive Messung der Glucocorti-

coidmetabolite im Urin gezeigt werden.

7) Summary

Introduction: During pregnancy, fetal adrenal cortex and maternal placenta form a
functional unit producing fetal steroid hormones. The synthesis of these hormones is
essential for maturation of fetal organ systems and intrauterine homeostasis. Imma-
turity of the steroid secreting system is thought to be the cause of adrenal insuffi-
ciency in premature infants. Due to the absent activity of one of its key enzymes, 3i3-
hydroxysteroid-dehydrogenase, the fetus is dependent on maternal progesterone as
a basis of glucocorticoid and mineralcortocoid synthesis. Furthermore 17a-
hydroxylase, 21-hydroxylase and 11R-hydroxylase are part of cortisol synthesis. 21-
hydroxylase deficiency results in andrenogenital syndrome. 11B8-hydroxylase catalyz-
es the last step of cortisol production. To protect the fetus from catabolic effects of
cortisol, the latter is transformed by type Il 11B8-hydroxysteroid-dehydrogenase into
biologically inactive cortisone. Additionally cortisol is an important inhibitor of ACTH-
secretion, thus preventing overproduction of androgens in the androgen-sensitive
period of sexual development. These finely tuned fetoplacental interactions are in-

terrupted quite suddenly in case of premature delivery.

Aims of investigation: Characterization of postnatal course of enzyme activity in

above mentioned steroidogenic pathways by calculating precursor-product-ratios of

urine metabolites, grouped by gestational age and neonatal morbidity.

Methods: In a total of 140 premature infants between gestational weeks 23 and 36
up to the second month after birth these steroid metabolites were determined by
means of gas chromatography-mass spectrometry in 24-hour collected urine. Subse-
quently validated quotients (precursor/product) were formed which behave inversely
proportional to enzyme activity. The activity of 11R8-hydroxysteroid-dehydrogenase
was determined by division of cortisol- and cortisone-metabolites. Based on clinical

criteria and the application of the “Score for Neonatal Acute Physiology” the infants

lli“ll III

were classified as being ill (“ill”), or minimally impaired (“well”) prematures. The

60



course of enzyme activity as a function of gestational age and disease has been stud-

ied by applying statistical tests (modified multifactorial variance analysis).

Results: Infants classified ill were significantly less mature, had lower weight at birth
and on average their 5 minutes APGAR Score was reduced by one. Neonatal diseases

lli“ll

were more frequent in the infant group, coinciding with initial categorisation.

In our study, severity of illness has no significant influence on enzyme activity.

There was no difference in 17a-Hydroxylase activity between patients < or > 30
weeks gestational age and no significant change during the postnatal course.

Increase in 3R-Hydroxysteroid-Dehydrogenase-activity in preterms < 30 weeks gesta-
tional age showed a significant increase from day three to week 3 (p<0.019) that was
not found in more mature preterms > 30 weeks.

For calculation of 21 Hydroxylase activity from substrate-product-ratios, literature
search yielded three validated formulas. In preterm infants <30 weeks gestational
age we found a significant decline in enzyme activity from day 3 to week 3 (p<0.001).

11R-Hydroxylase activity was significantly lower in preterm infants < 30 weeks of ges-
tation compared to more mature preterms (p<0.005).

11R-HSD activity index is in contrast to the other activity indices, positively correlated
with active cortisole metabolite, which are physiologically inactivated by 118-HSD.
This index was significantly higher in the group < 30 weeks on days two and three,

compared to more mature preterm infants.

Conclusion: We found a significant decline in activity of key enzyme of cortisol bio-
synthesis parallel to declining severity of illness. This was most in preterm infants <
30 weeks. In these patients, we found significantly higher cortisol production rates,
compared to the more mature group. These observations lead to the conclusion,
that, in contrast to preceeding speculations, especially preterm infants < 30 weeks
gestational age with higher perinatal morbidity can rely on fully functional cortisol bi-
osynthesis. This was not to be expected from extrapolations of intrauterine feto-

maternal steroidsynthesis and lack of 38-HSD in utero.

This is the first work to our knowledge to demonstrate comparable functionality in
steroidsynthesis in preterm infants non-invasively, using enzyme activities calculated

from urine metabolom analysis.
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Anhang:

1) Harnsteroide bei Friihgeborenen und Neonaten

Trivialnamen Abkiirzung Systematische Bezeichnung

Cortisol-Metaboliten (Adultzone):

Tetrahydrocortisol THF 5R-pregnan-3a,11R,170,21-tetrol-20-on
Allo-Tetrahydrocortisol aTHF Sa-pregnan-3a,118,17a,21-tetrol-20-on
Tetrahydrocortison THE 5R-pregnan-3a,17a,21-triol-11,20-dion
1BR-OH-Tetrahydrocortison 1BR-OH-TE 5R-pregnan-18,3a,170,21-tetrol-11,20 dion
60-OH-Tetrahydrocortison 6a-OH-THE 5R-pregnan-3a,6a,17a,21-tetrol-11,20-dion
a-Cortolon a-CL 5R-pregnan-3a,170,20a,21-tetrol-11-on
60-OH-a-Cortolon 60-OH-a-CL 5R-pregnan-3a,6a,170,20a,21-pentol-11-on
R-Cortolon 3-Cl 5R-pregnan-3a,17a,20R,21-tetrol-11-on
1R-OH-R-Cortolon 1R-OH-RB-CL 5R-pregnan-1R8,3a,17a,208,21-pentol-11-on
60-OH-R-Cortolon 60-OH-R-CL 5R-pregnan-3a,6a,17a,208,21-pentol-11-on

Mineralocorticoidmetaboliten (Adultzone):

Tetrahydro-11-dehydro-
Corticosteron

3f3-hydroxy-5-en-Steroide (Fétalzone):

THA

5B-pregnan-30,21-diol-11,20-dion

5-Androsten-38,17a-diol A5—3f§,17oc 5-androsten-3R,17a-diol
160-OH-Dehydroepiandro-

steron 160-OH-DHEA 5-androsten-3i,16a-diol-17-on
16R-OH-Dehydroepiandro-

steron 16R-OH-DHEA 5-androsten-3R,16R-diol-17-on
Androstentriol-16a. A’T-160. 5-androsten-3R,16a,17R-triol
Androstentriol-161 A’T-16R 5-androsten-3R,16R8,17R-triol

158,160-OH-Dehydroepiandro-
158,160-OH-DHEA 5-androsten-3R8,158,160.-triol-17-on

steron

16-0-Androstendiol

16-0-A°D

160,18-OH-Dehydroepiandro-
160,18-OH-DHEA 5-androsten-38,16a,18-triol-17-on

steron

158,170-OH-Pregnenolon

16a-OH-Pregnenolon

5-androsten-3R,17R-diol-16-on

158,17a-OH-P5-oIon 5-pregnen-3R,15R,17a-triol-20-on

160-OH-P*-olon

5-pregnen-3R,16a-diol-20-on
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Androstentetrole A-tetrole 5-androsten-3R8,160,178,18-tetrol

5-androsten-38,160,17R,18-tetrol

15R-OH-Pregnentetrol 15R-OH-P>-tetrol 5-pregnen-38,158,17a,20c-tetrol
21-OH-Pregnenolon 21-OH-P*-olon 5-pregnen-3R,21-diol-20-on
3B,200a,21-Pregnentriol P5-3R,200,21-triol 5-pregnen-3R,200,21-triol

2) Formeln zur Berechnung der Enzymaktivitat

17a-Hydroxylase:
16-OHP®olon / 16a-OH-DHEA

3R-Hydroxysteroid-Dehydrogenase:
DHEA x 100 / THE + aCL + BCL

11R8-Hydroxylase:
THS x 100 / THE + aCL + RCL

21-Hydroxylase:

Formel 1: 158-OH-Po x 100 / THE + aCL + RCL
Formel 2: PO-5B8-3a x 100 / THE + aCL + RCL
Formel 3: PT x 100 / THE + aCL + RCL

11R-Hydroxysteroid-Dehydrogenase:
S Cortisolmetabolite / SCortisonmetabolite

3) Verzeichnis der im Text vorkommenden Abkirzungen

NNR — Nebennierenrinde

SSW — Schwangerschaftswoche

NG - (Reifes) Neugeborenes

FG — Frilhgeborenes

RDS — Respiratory distress syndrome
GC-MS — Gaschromatographie-Massenspektrometrie
FiO, — Sauerstoffanteil in der Atemluft
tcSO, — Transkutane Sauerstoffsattigung
BE — Base excess

RR — Arterieller Blutdruck n. Riva Rocci
HF — Herzfrequenz

AF — Atemfrequenz

pO,— Sauerstoffpartialdruck

pCO, — Kohlendioxidpartialdruck

Hk — Hamatokrit

Ol — Oxygenierungsindex

AGS — Adrenogenitales Syndrom
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SGA — Small for gestational age

BPD — Bronchopulmonale Dysplasie

CLD — Chronic lung disease

ANS — Atemnotsyndrom

PDA — Persistierender Ductus arteriosus

NEC — Nekrotisierende Enterocolitis

ROP — Retinopathy of prematurity

IVH — Intraventrikuldre Himorrhagie

4) Zusammenfassung der dreifaktoriellen Varianzanalyse

Enzym p Gruppe | p SSW p Gruppe | p Zeit- | p Zeit- | p Zeitpunkt | p Zeitpunkt

/ SSW punkt punkt /| /SSW /] SSw [/
Gruppe Gruppe

17HYD 0,142 0,142 | 0,142 0,142 0,142 0,142 0,142

3BHSD | 0,482 |0,728 [ 0,638 [0,352 |[0,515 0,704 0,647

21HYD 0,554 0,209 | 0,768 <0,001 | 0,902 0,007 0,634

Formel 1

21HYD 0,471 0,527 | 0,698 0,359 0,940 0,022 0,267

Formel 2

21HYD 0,547 0,932 | 0,716 0,633 0,905 0,071 0,339

Formel 3

11BHYD | 0,972 0,017 | 0,819 0,415 0,669 0,564 0,585

11BHSD | 0,672 0,013 | 0,619 0,004 0,714 0,014 0,603
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4) Elterninformation

Elterninformation zur Studie ,,Ontogenese und krankheitsbedingte Modulation
der Urinsteroidexkretion bei Frihgeborenen*

Liebe Eltern,

die Nebenniere ist ein kleines aber sehr wichtiges Organ. Sie produziert das le-
benswichtige Hormon Cortisol. Cortisol braucht unser Kérper, um mit Stre3
durch Krankheit oder Operation fertig zu werden. Ein Mangel an Cortisol im
StreB8 kann sogar lebensgefdhrlich sein. In der Medizin herrscht zur Zeit Unsi-
cherheit darUber, ob Fruhgeborene ausreichend Cortisol im StreB3 produzieren.
Zusatzlich erfdhrt die Nebenniere in den ersten Lebensmonaten einen erhebli-
chen Umbau, der sie auf inre Funktionen fUr das Leben auBerhalb der Mutter
vorbereitet. Auch dieser ProzeB ist vor allem beim FrUhgeborenen nicht end-
gultig untersucht.

Uns stehen heute moderne Methoden zur Verfiugung, die Funktfion der Ne-
benniere im Urin sehr genau zu messen. Wir hoffen damit Klarheit in die er-
wdahnten Fragen zu bringen und vor allem die Kinder herauszufinden, die bei
StreB3 zu wenig Cortisol produzieren. Dazu bendtigen wir nur die Windeln lhres
Kindes, aus denen wir den Urin gewinnen kdénnen. Ihrem Kind entstehen also
aus dieser Untersuchung keinerlei Belastungen.

Um schnell herauzufinden, ob ein Fruhgeborenes zu wenig Cortisol produziert,
ware eine Messung aus dem Blut praktisch. Wir wissen jedoch nicht, ob dies
den Ausscheidungsraten im Urin entspricht. Dafur wollen wir an 4 Tagen Kor-
tisol auch im Blut messen. Diese Untersuchungen aus einer sehr geringen
Menge Blut werden immer mit einer sowieso ndtigen Routineblutenthahme
kombiniert, um ihrem Kind eine Blutentnahme nur fUr eine Studie zu ersparen.
In vielen Fallen kann das Blut Uber einen schon liegenden Katheter schmerzfrei
gewonnen werden. Der Blutverlust ist gering und betrdgt maximal 1,6 ml.

Samtliche Untersuchungen erfolgen anonym. Wann immer Sie Bedenken oder
Fragen haben, sprechen Sie uns an. Sie kdnnen das heute gegebene Einver-
stdndnis auch jederzeit zurickziehen, ohne daB Ihrem Kind dadurch ein Nach-
teil entsteht.

Dr. M. Heckmann Prof. Dr. L. Gortner
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5) Einverstandniserkldrung

EINVERSTANDNISERKLARUNG ZUR STUDIE
“Ontogenese und krankheitsbedingte Modulation der Urinsteroid-
exkretion bei Frih- und Neugeborenen”

Ich bin damit einverstanden, dass mein Kind

1) an der Urinsammelstudie teilnimmt: jat nein t.

2) an der Cortisolbestimmung im Blut teilnimmt: jat nein t.

Ich bin schriftfich und mundlich aufgeklart worden Gber ihr Ziel, die praktische
DurchfUhrung, den zu erwartenden Nutzen, die mdglichen Risiken und die mit
inr verbundenen Belastungen.

Ich bin berechtigt, jederzeit ohne Nachteile oder Angabe von Grinden aus
der Studie auszuscheiden.

Ich bin darUber informiert worden, daB die erhaltenen Daten den Bestimmun-
gen des Datenschutzgesetzes unterliegen. Ich stimme ihrer Verdffentlichung
unter der Voraussetzung zu, daB jeder Bezug zu meiner Person unkenntlich
gemacht ist.

Ich bin damit einverstanden, daB die im Rahmen der Studie erhobenen Daten
aufgezeichnet, von einem zur Verschwiegenheit verpflichteten Mitarbeiter
oder Beauftragten der férdernden Einrichtung eingesehen bzw. abgefragt
und in anonymisierter Form an die zustdndige Uberwachungsbehérde oder
die zustdndige Bundesoberbehodrde weitergegeben, wissenschaftlich ausge-
wertet und den gesetzlichen Bestimmungen entsprechend archiviert werden.
Mir ist auBerdem bekannt, daB in seltenen Ausnahmeféllen und nur unter
Wahrung meiner Persdnlichkeitsrechte eine Weitergabe nicht anonymisierter
Daten erforderlich sein kann.

Ich konnte Fragen stellen. Sie wurden zu meiner Zufriedenheit beantwortet.
Ich habe keine weiteren Fragen mehr.

Ich habe eine Kopie der schriftichen AufklGrung und dieser EinverstGndniser-
kldrung erhalten.

O /D OTUM et ettt e e e e e e ettt e e e e e ettt eees e e s e e taaa e s e e sananeaaaes

Unterschrift des Patienten / Zeugen / Probanden

UNTErsChrift deSs STUIENIEITEIS ....ovviiiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e eeeeeeaeaeeaeeaees
bzw. seines Stellvertreters
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