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Einleitung

1 Einleitung

Die bronchopulmonale Dysplasie (BPD) ist eine chronische Lungenerkrankung
[73], die sich wahrend der Neonatalperiode [125] aus einer akuten Lungenschadi-
gung im Rahmen eines akuten Atemnotsyndroms (RDS) [97] entwickelt. Die BPD
zeichnet sich durch arterielle Hypoxamie bei Raumluft [49], eine dadurch bedingte
Sauerstoffabhangigkeit Uber die Dauer von mindestens 28 Tagen sowie durch
chronische Atemnot aus [34]. Weiter geben radiologische Abnormitaten des Ront-
gen-Thorax Anhalt fur eine BPD [34, 49, 61]. Es wird davon ausgegangen, dass
die BPD pathogenetisch mit einer signifikanten Entziindungsreaktion der Atemwe-
ge und der Lunge [34, 94, 96], sowie mit gestorten Heilungsprozessen [3, 12, 96]
assoziiert ist. Diese Annahme wird durch den Nachweis erhéhter Konzentrationen
von Entzindungsmediatoren im Trachealsekret maschinell beatmeter Frihgebo-
rener, die eine BPD entwickelten, unterstitzt. Allerdings konnten die Faktoren, die
der bronchoalveolaren Entzindung zugrunde liegen, bisher nicht sicher identifi-
ziert werden [34]. Als wesentliche Risikofaktoren werden eine Exposition gegen-
uber hohen Sauerstoffkonzentrationen sowie ein beatmungsassoziiertes Baro-
und Volutrauma und nicht zuletzt respiratorische Infektionen erachtet [63, 94, 96,
125].

Erstmalig beschrieben Northway et al. 1967 die bronchopulmonale Dysplasie [73,
125] als eine schwere, durch Sauerstoff und maschinelle Beatmung Frihgebore-
ner verursachte Lungenschadigung [1, 5, 40, 57]. Bereits Northway erkannte bei
frihgeborenen Kindern mit akutem Atemnotsyndrom, die mit intermittierend positi-
vem Druck (IPPV) beatmet wurden, im Rdntgen-Thorax charakteristische radiolo-
gische Muster der chronischen Lungenerkrankung [125]. Histopathologisch zeig-
ten sich in den Lungen verstorbener Kinder bei dieser klassischen Form der BPD
(,old BPD®) insbesondere Epithelmetaplasien, eine Hypertrophie der glatten Mus-

kulatur sowie eine Lungenfibrose [39, 40].

Durch Fortschritte in der neonatologischen und perinatalen Versorgung [102, 110],
die die Gabe pranataler Steroide, Surfactanttherapie [36, 102, 125] und sanftere
Beatmungsstrategien beinhalten, entwickeln groRere Frihgeborene mit einem

Geburtsalter zwischen 28 und 32 Gestationswochen und einem Geburtsgewicht
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zwischen 1000 und 1500 g nur noch selten eine BPD [8, 40, 57, 95]. Die dennoch
zu beobachtende Inzidenzzunahme der BPD [3, 57] ist auf die Tatsache zurtickzu-
fiihren, dass gleichzeitig die Uberlebensrate sehr kleiner Friihgeborener stieg [4,
77, 104, 125]. Unter diesen extrem unreifen Neugeborenen mit einem Gewicht
unter 1000 g (ELBW) ist die BPD mit einer Inzidenz von 30 % [40] die haufigste
Komplikation [57] und stellt damit immer noch eine grof3e Herausforderung fur die
Neonatologie dar [102]. Zusatzlich zu den epidemiologischen Veranderungen hat
sich auch das histopathologische Bild der BPD gewandelt. Wahrend Fibrose und
Zellproliferation die klassische Form der BPD kennzeichneten [1, 40], dominieren
bei den extrem unreifen Neugeborenen alveolare Hypoplasie sowie mangelnde
azinare und vaskulare Entwicklung das Bild. Diese neue Form der BPD ging als
,new BPD*“ in die Literatur ein [8, 39, 84]. Nach mehrmaliger Anderung wurde die
BPD im Jahr 2000 vom National Institute of Child Health and Human Development
(NICHD) neu definiert [40, 101]. Wahrend initial die Diagnose abhangig vom Sau-
erstoffbedarf im Alter von 28 Tagen, persistierender Atemnot sowie charakteristi-
schen radiologischen Veranderungen im Roéntgen-Thorax gestellt wurde, wurde
nach Shennan et al. 1988 die BPD anhand des Sauerstoffbedarfs im postmens-

truellen Alter von 36 Wochen diagnostiziert [18].

Gemal der neuen diagnostischen Kriterien des NICHD wird bei frihgeborenen
Kindern die Diagnose einer BPD gestellt, wenn sie mindestens 28 Tage zusatzli-
chen Sauerstoff bendtigen. Abhangig vom Ausmald der respiratorischen Unterstit-
zung im Alter von 36 Wochen post menstruationem erfolgt eine Klassifizierung der
Erkrankung in mild (kein erhohter Sauerstoffbedarf), moderat (Sauerstoffbe-
darf/FiO, < 30 %) oder schwer (Sauerstoffbedarf/FiO2 > 30 % und/oder maschinel-
le Beatmung bzw. CPAP). Zusatzlich wurde vorgeschlagen, den Namen BPD, an-
statt des unspezifischen Terms chronische Lungenerkrankung (CLD), beizubehal-
ten [40, 101].
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Sauerstoffgabe > 21 % Uber mindestens 28 Tage
- BPD

Schweregradeinteilung zum friiheren der beiden Zeitpunkte
1. 36 Wochen post menstruationem
2. Entlassung aus stationarer Behandlung

FiO,2 30 % und/

FiO,21 % FiO,22-29 % oder CPAP/
Beatmung
milde BPD moderate BPD schwere BPD

Abbildung 1: Definition und Schweregradeinteilung der bronchopulmonalen Dysplasie nach Jobe und Ban-
calari [40].

Da die kunstliche Sauerstoffzufuhr als solche kein absolut objektives Kriterium
darstellt, erarbeiteten Walsh et al. erganzend eine ,physiologische” Definition der
BPD, wonach Frihgeborene mit zusatzlichem Sauerstoffbedarf < 30 % im Alter
von 36 Wochen post menstruationem einem Reduktionstest unterzogen werden.
Hierbei wird in definierten Schritten der zusatzliche Sauerstoff bis auf Raumluftni-
veau reduziert. Frihgeborene, die unter Raumluft Gber einen Zeitraum von einer
halben Stunde die Sauerstoffsattigung > 90 % halten kénnen, haben der Definition
von Walsh et al. zufolge keine BPD. Frihgeborene mit zusatzlichem Sauerstoff-
bedarf > 30 %, maschineller Beatmung oder CPAP im Alter von 36 Wochen post
menstruationem erhalten ohne weitere Testung die Diagnose BPD (Abbildung 2).
Mit dieser Definition sind Walsh et al. die Einzigen, die eine BPD anhand einer

Untergrenze der Sauerstoffsattigung diagnostizieren [111, 112].
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VLBW 36 Wochen post menstruationem

FiO, > 30 % und/

oder CPAP/ FiO, <30 % Raumluft
Beatmung
Reduktionstest
nicht
bestanden bestanden
BPD keine BPD

Abbildung 2: "Physiologische" Definition der BPD nach Walsh et al [111, 112].

1.1 Pathogenese

Die pathogenetischen Mechanismen der Lungenschadigung sind multifaktoriell
und nicht komplett geklart [31, 93]. Wahrend des letzten Jahrzehnts haben sich
die Erkenntnisse Uber die Pathogenese der BPD jedoch betrachtlich erweitert [94,
101].

Far die Entwicklung einer bronchopulmonalen Dysplasie bei Kindern mit extrem
niedrigem Geburtsgewicht sind verschiedene postnatale Faktoren verantwortlich.
Zu diesen zahlen primar die Unreife der Lunge, die haufig ein akutes Atemnotsyn-
drom bedingt und der daraus oftmals resultierende Bedarf maschineller Beat-
mung. Mit der maschinellen Beatmung geht sowohl die Gefahr der Sauerstofftoxi-
zitat durch Hyperoxie als auch die Gefahr der mechanischen Schadigung der Lun-
ge in Form eines Baro- und Volutraumas einher. Des Weiteren kbnnen Reanimati-
on, Infektionen, Hyperhydratation und persistierender Ductus arteriosus (PDA) mit
sekundar gesteigerter Lungenperfusion ursachlich flir eine Lungenschadigung

sein [33, 73, 92-96]. Kinder mit extrem niedrigem Geburtsgewicht, die initial keine
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oder nur minimale Anzeichen eines RDS hatten, allerdings einem Amnioninfekti-
onssyndrom [40] oder postnatal friih einer pulmonalen oder systemischen Infekti-
on ausgesetzt waren [8, 94-96], kdnnen in der Folge ebenfalls eine BPD entwi-
ckeln [33, 40, 96].

Die genannten Faktoren fihren zu einer schadigenden Entziindungsreaktion im
Lungengewebe sehr unreifer Kinder, die bei der Erklarung der multifaktoriellen und
komplexen Pathogenese der BPD unter Annahme einer ,multiple-hit* Theorie [96]
eine zentrale Rolle spielt [31, 40, 96]. Weiter kommt es zum Aufrechterhalten oder
zur Verschlechterung bestehender Entztiindungen [8, 33, 57, 94, 96] mit nachfol-
gendem Lungenddem und spater zu einem Lungenemphysem [30, 31, 33]. Ge-
storte Reparaturmechanismen des unreifen Lungengewebes tragen aufgrund ei-
ner Ubermalligen Reaktion schliellich zur Entwicklung einer Lungenfibrose bei
[30, 33, 96, 102].

Als weiterer Aspekt der Lungenschadigung wird eine Imbalance zwischen pro- und
antiinflammatorischen Faktoren sowie zwischen pro- und antiangiogenetischen
Faktoren betrachtet. Getriggert sowohl durch Entzindungszellen und Entzin-
dungsmediatoren als auch durch die beschriebene Imbalance kommt es in den
Lungen der Frihgeborenen zu einer Stérung der pulmonalen Entwicklung mit ge-
storter pulmonaler Angiogenese und Inhibition der alveolaren Septierung, was mit

lebenslangen Konsequenzen fur die Kinder verbunden sein kann [57, 95, 96, 103].

Merritt et al. fanden hinreichende Hinweise dafur, dass das langfristige Outcome
der Kinder vom Ausmal® der Entziindungsreaktion abhangig ist [66, 69]. Damit
wird die Annahme unterstitzt, dass die Entzindungsreaktion eine wesentliche

Bedeutung in der Pathogenese der BPD hat.

1.2 Risikofaktoren

Risikofaktoren fur die Entwicklung der BPD bei Frihgeborenen sind die mit der
Frihgeburtlichkeit assoziierte Unreife, sekundar vermehrte pulmonale Durchblu-
tung aufgrund eines PDA, sowie pranatale und nosokomiale Infektionen. Wesent-
liche Faktoren sind das durch die maschinelle Beatmung bedingte Baro- und Vo-

lutrauma und die Toxizitat des Sauerstoffs [73, 94].
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1.2.1 Friihgeburt und Unreife

Als Frahgeburt wird per definitionem die Geburt eines Kindes vor der vollendeten
37. Schwangerschaftswoche (SSW) bezeichnet. Die Frihgeborenen werden an-
hand ihres Geburtsgewichtes in sehr kleine Frihgeborene (VLBW) mit einem Ge-
burtsgewicht unter 1500 g und in extrem kleine Frihgeborene (ELBW) mit einem

Geburtsgewicht von unter 1000 g unterteilt.

Die Frihgeburtlichkeit ist mit unreifer Lungenstruktur, Mangel an Surfactant und
insuffizientem Atemantrieb assoziiert. Diese Faktoren tragen zur Ateminsuffizienz
bei, die dazu fuhrt, dass die Friihgeborenen einer maschinellen Beatmung bedur-
fen [73] und damit weiteren Risikofaktoren ausgesetzt sind. Die Anfalligkeit der
Frihgeborenen fir eine Lungenschadigung durch maschinelle Beatmung und
Sauerstoff wird moglicherweise durch die Unreife der pulmonalen Zellverbindung-
en sowie durch die Unreife der Abwehrmechanismen gegentber reaktiven Sauer-
stoffspezies [33, 73, 86], aufgrund niedriger Konzentrationen protektiver antioxida-
tiver Enzyme begunstigt und verschlimmert [4, 73, 86, 88, 95]. Zu diesen Ab-
wehrmechanismen gehoéren unter anderem Superoxiddismutase (SOD), Katalase
und Glutathionperoxidase [86, 96, 117]. AulRerdem tragen niedrige Konzentratio-
nen an Faktoren, die die Lungendifferenzierung und Lungenregenerierung férdern,
zur Lungenschadigung bei [20, 30, 33, 102]. Die Unreife des zellularen antioxidati-
ven Systems resultiert meist in einer defizienten Beseitigung reaktiver Sauer-
stoffspezies (ROS) und H,O,, die mit zunehmender Beatmungsdauer unter erhdh-
ter Sauerstoffkonzentration akkumulieren und zu Veranderungen der Zellphysiolo-
gie fihren [64]. Durch den Mangel an Surfactant flihrt eine Beatmung mit positi-
vem Druck innerhalb von Minuten zu einem Einrei3en des alveolaren Epithels und

dadurch zur Schadigung der Lunge des Frihgeborenen [30].

Es wird aulRerdem angenommen, dass bei Frihgeborenen aufgrund der Unreife
bestehende Defizite in humoralen Abwehrmechanismen sowie gestorte Funktio-
nen von Neutrophilen und Makrophagen direkt zur gesteigerten Anfalligkeit ge-

genuber pulmonalen und systemischen Infektionen beitragen [94].
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1.2.2 Vorzeitiger Blasensprung

Ein vorzeitiger Blasensprung besteht per definitionem bei einem Fruchtwasserab-

gang durch Einriss der Fruchtblase vor Eintritt der Geburtswehen.

In Folge eines friihen vorzeitigen Blasensprungs kann es zu einem Oligohydram-
nion kommen, das durch verminderte fetale Atembewegungen und einem Verlust
an intrapulmonaler Flissigkeit ein erhdhtes Risiko fur eine pulmonale Hypoplasie
birgt. Man geht somit davon aus, dass ein langer anhaltendes Oligohydramnion
die Lungenentwicklung negativ beeinflusst. Des Weiteren ist ein vorzeitiger Bla-
sensprung meist mit einer Infektion und Inflammation verbunden, die wiederum zu
reduzierter fetaler Atembewegung fihren und so zu einer Schadigung der Lunge
beitragen [118]. Nach Grigg et al. (1992) konnte bei Kindern, die nach einem vor-
zeitigen Blasensprung geboren wurden, in der bronchoalveolaren Lavage (BAL)
eine signifikant erhdhte Zahl an inflammatorischen Zellen und Mediatoren, insbe-
sondere an IL-6, nachgewiesen werden. Dies wird auf einen durch den vorzeitigen
Blasensprung bedingten fetalen Stress zurickgefuhrt, der ein Ansteigen inflamma-
torischer Zellen und Mediatoren zur Folge hat und somit zu einer BPD flhren kann
[27]. Grigg et al. zufolge fuhrt dieser fetale Stress auch zu einem Anstieg der feta-
len Glukokortikoidkonzentration und zur Surfactantbildung. Diese kurzfristigen,
durch den vorzeitigen Blasensprung induzierten, Reifungsprozesse der Lunge,
gehen nach Chiswick et al. (1976) mit einer geringeren Inzidenz des RDS einher.
Gleichzeitig fuhren die beschleunigten Reifungsprozesse jedoch zu einer erhéhten
Vulnerabilitat der Lunge fur postnatale Noxen, wie zum Beispiel maschinelle Be-
atmung und damit zu einem vermehrten Auftreten der BPD [11, 27]. Demnach ni-
velliert sich der urspringliche Benefit der beschleunigten Lungenreifung. Zudem
steigt durch einen vorzeitigen Blasensprung durch Keimaszension das Risiko fur

ein Amnioninfektionssyndrom erheblich an [81]. Hierzu siehe auch Abschnitt 1.2.4.

1.2.3 Persistierender Ductus arteriosus (PDA)

Bei termingerecht geborenen Kindern verschlielt sich der Ductus arteriosus meist
innerhalb der ersten 48 Lebensstunden. Viele frihgeborene Kinder leiden jedoch
unter einer Persistenz des Ductus arteriosus (PDA). Durch den entstehenden
Links-Rechts-Shunt kommt es unter anderem zu hamodynamischen Veranderun-

gen im Lungenkreislauf. Daraus resultiert oftmals ein Lungenédem, das den Be-

7
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darf an maschineller Beatmung und erhdhter inspiratorischer Sauerstoffkonzentra-
tion (FiO,) steigert und damit einen Risikofaktor fur die Entstehung einer BPD dar-
stellt [4-6, 66, 96].

1.2.4 Pranatale und nosokomiale Infektion
Amnioninfektionssyndrom

Diverse Studien untersuchten die Hypothese, dass eine pranatale Infektion, verur-
sacht durch Exposition gegentber einer Amnioninfektion oder der intrauterinen
Exposition gegenlber proinflammatorischen Zytokinen (TNF-a, IL-183, IL-6, IL-8),
die Lunge der Foten so konditioniert, dass postnatal bereits geringe schadigende
Ereignisse zu einer exzessiven Entzindungsreaktion in den Atemwegen und dem
Lungengewebe flhren, die nachfolgend meist die Alveolarisierung und pulmonale
Gefalentwicklung beeintrachtigt [94, 101] und in der Folge zu einer BPD flhrt [57,
113]. Die Steigerung des Risikos, nach Exposition gegenuber einer Amnioninfekti-
on postnatal eine BPD zu entwickeln, wird auch mit einer unzureichenden Hem-

mung der fetalen proinflammatorischen Zytokinreaktion erklart [96].

Infektion

Speer et al. identifizierten sowohl eine innerhalb der ersten sieben Lebenstagen
einsetzende Sepsis (early-onset sepsis), als auch systemische nosokomiale Infek-
tionen per se eindeutig als Risikofaktoren fur die BPD. Frihgeborene Kinder mit
einer Atemwegsinfektion durch das Bakterium Ureaplasma urealyticum, einer der
haufigsten Erreger des Amnioninfektionssyndroms [84, 96], wiesen im Tracheal-
sekret erhohte zellulare Entziindungsparameter und erhdhte Konzentrationen von
Entzindungsmediatoren, vor allem IL-1B [34], auf [32, 34, 53, 84, 95]. Groneck et
al. konnten bei Kindern, die eine BPD entwickelten, eine Korrelation mit erhdhten
Konzentrationen von IL-1 und IL-8 nachweisen [34]. Ureaplasma urealyticum trig-
gert eine bronchoalveolare Entzindungsreaktion und fihrt zu vermehrter
chemotaktischer Aktivitat wodurch das Risiko fir eine BPD steigt [32, 34, 53, 96].
Ozdemir et al. konnten in ihrer Studie ebenfalls eine Assoziation zwischen Urea-
plasma urealyticum und einer vermehrten Entwicklung einer BPD nachweisen.

Des Weiteren konnten sie durch eine antibiotische Therapie mit Clarithromycin die
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Inzidenz der BPD senken [75]. Die Bedeutung von Ureaplasma urealyticum in der
Pathogenese der BPD wird jedoch kontrovers diskutiert [32, 34, 53, 75, 96].

Fujimura et al. zeigten mittels Nachweises erhdhter Konzentrationen freier Elasta-
se im Trachealsekret von Kindern mit bakterieller Kolonisation der Atemwege,
dass pranatale Infektionen Uber elastolytische Prozesse und uUber die Entwicklung

eines Lungenemphysems zur Lungenschadigung beitragen [21, 93].

Ein weiterer zu bericksichtigender Faktor im Rahmen der nosokomialen Infektion
ist die Freisetzung vasoaktiver Prostaglandine wahrend einer Sepsis. Sie verhin-
dern sehr wahrscheinlich den Verschluss des Ductus arteriosus oder induzieren
seine Wiedereroffnung [6, 25, 94, 95]. Durch oben beschriebenen Mechanismus
(Abschnitt 1.2.3) kommt es schliel3lich zu einer Beeintrachtigung der Lungenfunk-

tion mit mdglicherweise weitreichender Konsequenz.

Es ist hervorzuheben, dass sowohl bei der durch Infektion hervorgerufenen als
auch bei der durch unspezifische Stimuli wie Hyperoxie oder Trauma verursachten
Entzindungsreaktion im Trachealsekret erhdhte Konzentrationen von Entzin-

dungsmediatoren vorliegen [27, 31, 93, 94].

1.2.5 Maschinelle Beatmung

Tremblay et al. folgerten aus Untersuchungen an Tiermodellen, dass maschinelle
Beatmung nicht nur einen signifikanten Einfluss auf die Entzindungsprozesse der
septischen Lunge, sondern auch auf die der normalen Lunge hat. Dabei wird der
maschinellen Beatmung sowohl ein initiierender, als auch ein beglnstigender Ef-
fekt auf lokale und systemische Entziindungsreaktionen zugesprochen [94, 108].
In pathologischen und klinischen Studien wurde diese Folgerung untermauert und
erkannt, dass die BPD wesentliche Folgeerscheinung der beatmungsassoziierten
EntzlGndungsreaktion ist [30, 33, 94]. Groneck et al. (1994) konnten den Untersu-
chungen Tremblays entsprechend zeigen, dass Neugeborene, die langer als 10
Tage mit hohen Tidalvolumina und hohen inspiratorischen Spitzendricken beat-
met wurden, im Vergleich zu Kontrollen im Trachealsekret eine erhdhte chemotak-
tische Aktivitat, eine hdhere Zahl an Neutrophilen und eine erhéhte Konzentration
von IL-8, C5a, LTB4 und Eas-Pl aufwiesen. Weiter war die Entzindungsreaktion

mit einer erhdhten Permeabilitdt des Lungenepithels assoziiert, was sich im




Einleitung

Trachealsekret in erhdhten Albumin Konzentrationen wiederspiegelte [30]. Die
Freisetzung der proinflammatorischen Mediatoren und der nachfolgende Einstrom
von Leukozyten sind auf die beatmungsbedingte Uberdehnung der Lungen sowie
das zyklische Offnen und SchlieBen der Lungeneinheit zurlickzufiihren, was
schliel3lich ein ZerreiRen der strukturellen Elemente zur Folge hat [13, 16, 64, 70,
96].

Volu- und Barotrauma beeinflussen zudem Apoptose und Proliferation. Auch diese
Hypothese wird durch den Nachweis einer signifikant erhdhten Zahl apoptotischer
und proliferierender Zellen in Lungen maschinell beatmeter Kinder unter erhdhten

Sauerstoffkonzentrationen gestitzt [14, 64].

1.2.6 Sauerstofftoxizitat

Im Hinblick auf die Beatmungstherapie Fruhgeborener ist die Sauerstofftoxizitat
ein weiterer Faktor, der die Entwicklung der BPD begunstigt [117]. Schon die nor-
male Umgebungsluft hat einen deutlich héheren Sauerstoffpartialdruck als das
intrauterine Milieu. Hinzu kommt, dass die frihgeborenen Kinder aufgrund der Un-
reife ihrer Lunge sowie des Mangels an Surfactant oder bereits erfolgter pulmona-
ler Schadigung einer maschinellen Beatmung mit erhdhter Sauerstoffkonzentration
bedurfen, um ausreichend Sauerstoff aufnehmen zu kdnnen. Dies fuhrt im Um-

kehrschluss wiederum zu einer erhohten Sauerstofftoxizitat.

Die Sauerstofftoxizitat ist, wie oben bereits beschrieben, unter anderem auf die
Unreife der intrazellularen enzymatischen antioxidativen Mechanismen extrem
frihgeborener Kinder zurickzuflhren [85, 86, 102, 117], wodurch die Lungen und
andere Organe gegenuber oxidativen Schaden anfallig sind [102, 117]. Sauerstoff
verursacht durch die Bildung hochreaktiver, toxischer Sauerstoffspezies (ROS)
[58, 123] und durch die Peroxidation von Membranlipiden eine direkte Gewebe-
schadigung [10, 30, 102, 117], die durch nachfolgende Entzindungsreaktionen
und Reparaturprozesse verschlimmert wird [31, 104]. Neben den direkten Effekten
auf das Gewebe Uben Sauerstoffspezies durch die Induktion einer oxidativen Inak-
tivierung protektiver Antiproteasen und die Zunahme von Metalloproteinasen auch
indirekte Effekte auf das Gewebe aus [96].
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Abbildung 3: Uberblick iiber die pathogenetische Abfolge der BPD modifiziert nach Thomas et al. [102].

1.3 Inflammatorische Mechanismen der BPD

Das Konzept der Entziindung als wesentlicher, der BPD zugrunde liegender, pa-
thogenetischer Faktor kann die Schadigung der extrem unreifen Lungen durch
oben genannte Risikofaktoren, darunter vor allem das Barotrauma und die Sauer-
stofftoxizitat, sowie die nachfolgende Lungenfibrose, in einen gemeinsamen Kon-
text stellen [30, 74].

Die Entzindungsreaktion fuhrt initial zur lokalen Produktion chemotaktisch aktiver
Wirkstoffe, zur Migration von Entziindungszellen, vermehrter Expression von Ad-
hasionsmolekulen auf endothelialen und epithelialen Zellen, sowie zur Adhasion
von Neutrophilen, der die Invasion von Makrophagen folgt und eine vermehrte
mikrovaskulare Permeabilitat zur Folge hat [30, 31, 94]. SchlieRlich kommt es zur
Akkumulation von Entztiindungszellen, schadigenden proinflammatorischen Media-
toren, toxischen Sauerstoffradikalen, Lipidmediatoren und potenten Proteasen

(Elastase, Kollagenase, Metalloproteinase) (Abbildung 4) [94, 96].

11
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Abbildung 4: Pathogenetische Faktoren der BPD; Abbildung von Speer et al. [96].

1.3.1 Zellulare und losliche Mediatoren im Trachealsekret

Im Trachealsekret beatmeter Frihgeborener, die flr die Entwicklung einer BPD
anfallig sind, konnte ohne Vorliegen einer bakteriellen Kolonisation eine vermehrte
Rekrutierung von inflammatorischen Zellen und eine erhéhte Zahl an inflammato-
rischen Mediatoren nachgewiesen werden [30, 31, 34, 66, 104]. Diese Beobach-
tung wurde bereits 1983 von Merritt et al. beschrieben und durch weitere Studien
unterstitzt [33, 66]. Untersuchungen des Trachealsekrets von Kindern mit einem
hohen Risiko eine BPD zu entwickeln, abgeschatzt am Bedarf maschineller Beat-
mung am 10. Lebenstag, zeigten erhéhte Konzentrationen Neutrophiler sowie eine
hdhere chemotaktische Aktivitat als Kinder mit niedrigerem Risiko fur eine BPD
[28, 30, 66, 104]. Dieser Beobachtung zufolge wird davon ausgegangen, dass der
Influx Neutrophiler durch die erhdhte chemotaktische Aktivitat, die sich auch im
Trachealsekret wiederspiegelt, vermittelt wird [30]. Parallel konnte bei Kindern, die
eine BPD entwickelten, eine anhaltend erhdhte Zahl aktivierter Makrophagen
nachgewiesen werden [33]. Unter den zelluldaren Mediatoren kann Makrophagen
und Neutrophilen als vorwiegende Zelltypen eine wichtige Rolle zugeschrieben
werden, die wiederum zur Freisetzung der relevantesten I6slichen Mediatoren und
Zytokine beitragen [28, 30, 65, 66, 76, 96].

12
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Chemotaktische Faktoren und Zytokine

Wichtige, im Trachealsekret bzw. in der bronchoalveolaren Lavage (BAL) von Kin-
dern, die eine BPD entwickelten, nachgewiesene chemotaktische Faktoren fur
humane Neutrophile sind LTB4, Anaphylatoxin C5a und IL-8 [28, 30, 48, 56, 94].

LTB4 wird von Neutrophilen und Alveolarmakrophagen in der Lunge produziert
[30] und dient als ein autokrines Hochregulationssystem. Bei Neugeborenen mit
einem Risiko fur eine BPD wurden, verglichen mit Kontrollen, innerhalb der ersten
15 Lebenstage in der BAL signifikant hohere Konzentrationen von LTB4 nachge-
wiesen [30, 31]. Wahrend hohe Konzentrationen LTB4 mit fortgeschrittenen Stadi-
en der BPD assoziiert waren, wurde C5a, das aus zahlreichen unterschiedlichen
Quellen stammt [30, 31, 93], auch bei einer frihen BPD [28] gefunden. Bei diesen
Untersuchungen war die C5a Konzentration in der BAL mit denen des Plasmas
vergleichbar. C5a hat vielfaltige biologische Funktionen, unter ihnen ist vor allem
die chemotaktische Aktivitat gegenuber Neutrophilen und Monozyten hervorzuhe-
ben [28]. Sowohl LTB4 als auch C5a kdnnen in Gegenwart von Neutrophilen die
mikrovaskulare Permeabilitat steigern und somit zur Entwicklung eines Lungen-

0dems beitragen [30].

IL-8, der wahrscheinlich wichtigste chemotaktische Faktor der Lunge [56, 94],
vermittelt Uber eine vermehrte Expression von Zelloberflachenrezeptoren auf
Neutrophilen, die pulmonale Rekrutierung von Neutrophilen und begunstigt die
Freisetzung proteolytischer Enzyme [30, 67, 93]. Dies wird induziert durch bakteri-
elle Toxine oder Endotoxine, maschinelle Beatmung sowie durch unspezifische
Stimuli wie Hyperoxie, Hypoxie, Ischamie oder Reperfusion [30, 31, 47, 48, 67, 93,
95]. Zudem soll IL-8 auch die Regulation endothelialer Zelladhasionsmolekiile,
darunter ICAM-1, kontrollieren [93, 94]. IL-8 wird lokal in der Lunge von Alveolar-
makrophagen, Neutrophilen, Fibroblasten, Pneumozyten Typ Il und nicht immuno-
logischen Zellen, wie endothelialen Zellen, gebildet [30, 56]. Neben seiner
chemotaktischen Funktion Ubt IL-8 auch eine proinflammatorische Funktion aus
[30]. IL-8 stimuliert auBRerdem Neutrophile zur Sekretion von PAF (platelet activat-
ing factor), das die mikrovaskulare Permeabilitat erhoht und somit wie LTB4 und
Cb5a zur Entstehung eines Lungenddems beitragt [23, 30]. IL-8 war im Tracheal-

sekret von Kindern mit dem Risiko an einer BPD zu erkranken erhoht [30, 47].

13



Einleitung

Donnelly et al. fUhrten diesbezlglich eine Studie an erwachsenen Patienten mit
dem Risiko fur ein akutes Atemnotsyndrom (ARDS) durch, in der sie ebenfalls ei-
ne Assoziation zwischen erhohter IL-8 Konzentration und der Entwicklung eines
ARDS feststellen konnten. Es wird davon ausgegangen, dass erhéhte Konzentra-
tionen im Trachealsekret einen Marker fur die Entwicklung einer BPD darstellen
[15]. Kotecha et al. wiesen erhdhte Konzentrationen von IL-8 im Trachealsekret
von frihgeborenen Kindern nach, die ein Risiko fir eine BPD hatten, beziehungs-
weise eine BPD entwickelt hatten. Anhand ihrer Ergebnisse sahen auch sie die
Madglichkeit, IL-8 als pradiktiven Marker fur die Entwicklung einer BPD heranzuzie-
hen [47].

Neben IL-8 tragen moglicherweise weitere proinflammatorische Zytokine wie TNF-
a, IL-1, IL-6 sowie Elastin- und Fibronektin-Fragmente [48], sowie weitere Fakto-
ren (Metalloproteinasen, Lipoxygenase-Produkte) zur chemotaktischen Aktivitat
bei [30, 42, 50, 83, 94, 96]. Sie scheinen wahrend der frihen Entziindungsreaktion
wichtige Mediatoren fur die Rekrutierung und Aktivierung von Entzindungszellen
zu sein [50, 94]. Diese Zytokine werden wie IL-8 von Alveolarmakrophagen, Fi-
broblasten, Pneumozyten Typ Il und endothelialen Zellen unter anderem nach
Stimulation durch bakterielle Toxine, Endotoxine, Hyperoxie und Hypoxie gebildet
[94, 95]. Innerhalb der ersten 10 Lebenstage wiesen Kinder, die spater eine BPD
entwickelten, in der BAL aulerdem erhohte Konzentrationen von ICAM-1 (intercel-
lular adhesion molecule-1) und MIP-1a (macrophage inflammatory protein-1a) [50,

69] sowie von PAF (platelet activating factor) auf [93, 97].

IL-1, insbesondere IL-1B, ist eines der wichtigsten Zytokine in der Regulation von
Entzindungsreaktionen und der Abwehr von Infektionen. Zudem (bt es viele der
Funktionen von TNF-a aus [29, 32, 42, 93]. Eine Freisetzung erfolgt lokal durch
Alveolarmakrophagen nach Stimulation mit bakteriellen Toxinen oder wahrend der
Phagozytose von Mikroorganismen [32]. IL-18 induziert Uber eine Steigerung der
Expression von Adhasionsmolekilen (ICAM) eine vermehrte Adharenz der
Neutrophilen am Ort der Entziindung [39, 50]. Uber die Induktion von Wachstums-
faktoren (PDGF, IL-6) stimuliert IL-1 indirekt die Proliferation von Fibroblasten [7].
Der Zeitverlauf der Zytokine in der BAL lasst vermuten, dass IL-1 eine zentrale

Rolle in der Hochregulation von TNF-a und IL-8 spielt. Einer Studie von Kotecha et
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al. zufolge waren IL-1B Konzentrationen bei Kindern, die spater eine BPD entwi-
ckelten, erhoht [50, 93].

Das Ausmal’ der TNF-a Konzentration ist abhangig von der Dauer der maschinel-
len Beatmung [31, 68]. Hohe Konzentrationen von TNF-a und IL-1, die beide die
Kollagenproduktion von Fibroblasten induzieren [54], haben in Tiermodellen zu
einer Lungenfibrose gefuhrt [69, 78]. Bagchi et al. gehen davon aus, dass TNF-a
im Gegensatz zu IL-6, das als Reaktion auf eine schwere Lungenschadigung und
als wichtiger friher Marker einer BPD fungiert, zur chronischen Entziindung einer
bereits bestehenden BPD beitragt [3].

IL-6 ist ein multifunktionelles Zytokin mit lokalen, wie auch systemischen Effekten.
Seine Expression kann durch TNF induziert werden. IL-6 selbst hat Einfluss auf
die Differenzierung und Aktivierung von Lymphozyten. In in vitro Studien fuhrt IL-6
zu einer vaskularen Permeabilitatssteigerung [3, 45, 50]. IL-6 war wahrend der
ersten 2 Lebenswochen in der BAL von Kindern, die verglichen mit Kontrollen eine
BPD entwickelten, signifikant erhéht [3]. Auch Kotecha et al. wiesen eine signifi-

kante Erh6hung der IL-6 Konzentration bei Kindern mit einer BPD nach [50].

Studien lassen vermuten, dass die proinflammatorische Zytokinreaktion in den
Atemwegen und dem Lungengewebe von friihgeborenen Kindern unter anderem
ein Zeichen flr die mangelnde Fahigkeit ist, die Inflammation durch eine adaquate
Expression von antiinflammatorischen Zytokinen IL-4, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-
18 oder dem IL-1-Rezeptorantagonisten zu regulieren [43, 95, 96]. Die proin-
flammatorischen Zytokine TNF-qa, IL-1B und IL-8 unterliegen teilweise der Regula-
tion des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 [42, 94]. Durch eine verminderte
Expression von IL-10 kommt es zu einer Imbalance pro- und antiinflammatorischer

Faktoren mit einem Uberwiegen von TNF-q, IL-18 und IL-8.

Inflammatorische Zellen und weitere chemotaktische Mediatoren

Die Rekrutierung von Monozyten und Neutrophilen aus der Zirkulation in den ext-
raalveolaren Raum [95, 96], die unmittelbar nach Beginn der maschinellen Beat-
mung auftritt, kommt Gber eine komplexe Interaktion zwischen Adhasionsmolekui-
len (E-Selektin) und ihrer Liganden (L-Selektin) zustande [48, 61, 96, 98, 109,
124]. Die Diapedese der Neutrophilen erfolgt Gber die Bindung von ICAM-1, einem
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Glykoprotein, das durch eine IL-1 Stimulation auf alveolaren Epithelzellen expri-
miert wird, an den CD11b/CD18 Komplex auf Neutrophilen [31, 47]. Im Tracheal-
sekret von Kindern mit friher BPD konnten erhdhte Konzentrationen des |8slichen
interzellularen Adhasionsmolekul-1 (sICAM-1), L-Selektin (Leukozyten Abkdémm-
ling) und E-Selektin (Endothel Abkbmmling) nachgewiesen werden [42, 44, 47, 48,
51, 61, 94, 95, 124]. Nach einem Sauerstoff induzierten Parenchymschaden
kommt es aufgrund der folgenden Rekrutierung von Neutrophilen in das pulmona-

le Gewebe zu einer erhdhten Expression von ICAM-1 [31, 94].

Des Weiteren wurden im Trachealsekret bzw. in der bronchoalveolaren Lavage
von Kindern mit BPD drei potente B-Chemokine, die die Chemotaxis von Monozy-
ten und Makrophagen induzieren, nachgewiesen: macrophage inflammatory pro-
tein-1a (MIP-1a), monocyte chemotactic protein (MCP) und growth factor-related
protein-a (GFRP-a) [69, 93, 94, 96]. Im Speziellen waren signifikant hdhere Kon-
zentrationen des proinflammatorischen Zytokins MIP-1a mit der spateren Entwick-

lung einer Lungenfibrose assoziiert [69, 93, 94].

1.3.2 Proteolytische und oxidative Lungenschadigung
Imbalance von Elastase und as-Proteinase-Inhibitor

Neutrophile sollen durch ein verlangertes Uberleben, bedingt durch eine inadaqua-
te Suppression ihrer Apoptose und Stérungen in der Phagozytose durch Makro-
phagen, zur pulmonalen Inflammation beitragen [35, 46, 52, 96]. Andererseits tra-
gen Neutrophile, angezogen von geschadigtem Gewebe durch chemotaktisch ak-
tive Wirkstoffe, wahrend des Prozesses der Phagozytose und folgender Apoptose
durch Degranulation und Sekretion von Proteasen und reaktiven Sauerstoffmeta-
boliten, zur Lungenschadigung bei [31, 66, 76, 92, 93]. In den azurophilen Granula
von Neutrophilen wird Elastase gelagert, deren vorwiegendes Substrat in der Lun-
ge das pulmonale Gewebselastin ist. Durch Destruktion der alveolokapillaren Ein-
heit und der Extrazellularmatrix ist die Elastase in die Pathogenese der akuten und
chronischen Lungenerkrankung Frihgeborener involviert [91, 93, 94]. Unter nor-
malen Bedingungen wird Elastase durch Komplexierung mit der Antiprotease as-
Proteinase-Inhibitor (a4-Pl) inaktiviert und somit die alveolokapillare Einheit vor
autolytischer Proteolyse geschutzt [66, 91, 93, 94]. In Lungensekreten von Kindern

mit BPD wurden einerseits erhdhte Konzentrationen von nicht-komplexierter, somit
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funktionell aktiver Elastase [66, 94], und andererseits wahrscheinlich aufgrund
oxidativer Inaktivierung [94, 96, 102], eine niedrige Aktivitat von a-Proteinase-
Inhibitor nachgewiesen [22, 31, 66, 76, 93, 94]. Es wurde daher angenommen,
dass eine Imbalance zwischen Elastase und Antiprotease [66, 93, 96], mdglicher-
weise verursacht durch beatmungsbedingte Hyperoxie und durch Atemwegsinfek-
tion [33, 93], zum Lungenemphysem fuhrt und damit ein wichtiger Faktor der zur
BPD fuhrenden Lungenschadigung Fruhgeborener ist [21, 31, 34, 66, 93, 95].
Weiter ist zu beachten, dass Elastase per se fur die Lunge schadlich ist [3]. Freie
Elastase soll bei Makrophagen zu einer vermehrten Produktion von toxischen
Sauerstoffmetaboliten fihren, die wiederum durch oxidativen Stress die Aktivitat
von Kollagenasen steigern [90, 93, 94]. Die Degradation der elastischen Lungen-
fasern durch Elastase fuhrt zu reduzierter alveolarer Septierung [93, 94], die aktu-
ellen Studien zufolge pathophysiologisches Kennzeichen der bereits oben be-
schriebenen ,new BPD* einer schweren neuen BPD ist [93-95]. Die Degradations-
produkte sollen aulderdem eine chemotaktische Funktion flr weitere inflammatori-

sche Zellen, wie beispielsweise Fibroblasten, haben [66].

Die Hypothese einer Imbalance besteht nicht nur auf Ebene der Elastase, sondern

auch im Metalloproteinasen- und Cysteinproteasen-System [95, 96].

Nitrierungsprodukte

Das Alveolarepithel ist kontinuierlich reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies
aus endogenen und exogenen Quellen ausgesetzt [122]. Es wird inzwischen da-
von ausgegangen, dass eine in vivo Schadigung des Alveolarepithels und des
pulmonalen Surfactantsystems mdglicherweise durch hochreaktive Sauerstoff-
Stickstoff-Zwischenprodukte wie Peroxynitrit (ONOQO") verursacht wird [87, 121-
123]. Peroxynitrit entsteht durch die Verbindung von NO mit Superoxidradikalen,
die durch unterschiedliche inflammatorische Stimuli, Lungenendothel, alveolare
epitheliale Zellen und aktivierte alveolare Makrophagen gebildet werden [121,
122]. Diese Superoxidradikale sammeln sich in den Lungen der frihgeborenen
Kinder an, da sie aufgrund ihrer Unreife erniedrigte Konzentrationen an protekti-
ven antioxidativen Enzymen wie der Superoxiddismutase (SOD) haben und die
Superoxidradikale erst verzogert entfernt werden [86, 96, 117]. Durch seine poten-

te nitrierende und oxidierende Eigenschaft kann Peroxynitrit samtliche biologische
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Molekule wie DNA, Lipide und Proteine schadigen [123]. In Lungen von Erwach-
senen und Kindern mit akuter Lungenschadigung konnte Peroxynitrit sowie seine
Zerfallsprodukte Nitrit/Nitrat, und Nitrotyrosin nachgewiesen werden, was darauf
hinweist, dass auch in vivo Nitrierungsreaktionen ablaufen [87, 122, 123]. Peroxy-
nitrit und seine reaktiven Zwischenprodukte inhibieren durch Nitrierung von Tyro-
sinresten die Funktion von pulmonalen Surfactantproteinen, vor allem von
Surfactant-Protein A (SP-A). Nitriertes Surfactant-Protein A konnte insbesondere
in der BAL von Patienten mit akuter Lungenschadigung nachgewiesen werden
[87, 122]. Die Nitrierung des immunologisch wichtigen SP-A flhrt zu verminderter
Lipidaggregation und zu reduzierter Mannose-Bindung, was eine funktionelle
Hemmung, sowie Verschlechterung der pulmonalen Abwehrfahigkeit zur Folge hat
[87, 121, 123]. Die Nitrierung von Tyrosinresten des as-Proteinase-Inhibitors resul-
tiert in einem selektiven Verlust der Inhibitionsaktivitat von Elastase, was die Imba-

lance-Theorie stltzt [122].

Glykolipide

Weitere im Trachealsekret nachzuweisende Faktoren waren platelet-activating
factor (PAF), saure Sphingomyelinase (ASMase) und Ceramid. PAF ist ein we-
sentlicher Mediator des Lungenddems bei Lungenschadigung, dessen exakte mo-
lekulare Mechanismen jedoch noch weitgehend unbekannt sind [23, 24]. Goggel
et al. zeigten, dass ein PAF induziertes Lungendédem unter anderem durch die
simultane Aktivierung von Cyclooxygenase und saurer Sphingomyelinase, gefolgt
von der anschlieBenden Produktion von Prostaglandin E; und Ceramid, vermittelt
wird [24].

Ceramid ist ein Membransphingolipid, generiert entweder durch Hydrolyse aus
Sphingomyelin, katalysiert durch die extrazellular aktive saure Sphingomyelinase
oder durch de novo Synthese. Im Falle einer Zellschadigung ist die saure
Sphingomyelinase fur die Ceramid Produktion verantwortlich [10, 24, 58]. Ceramid
reguliert die zellulare Antwort auf Stress, Zytokine und proapoptotische Stimuli
[24]. Es wurde nachgewiesen, dass die durch Ceramid vermittelte Apoptose unter
anderem als Reaktion auf TNF-a erfolgt [10]. Bei der Generierung von Ceramid
soll aulerdem das Antioxidans Glutathion eine regulatorische Rolle spielen. Nied-

rige Konzentrationen von Glutathion induzieren die Produktion von Ceramid und
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korrelieren mit der Induktion von Apoptose, wahrend erhdhte Glutathion Konzen-
trationen als Reaktion auf Oxidantien die Generierung von Ceramid hemmen. Lav-
rentiadou et al. zeigten, dass eine Depletion von Glutathion mdglicherweise die
Verbindung zwischen oxidativem Stress und Ceramid vermittelter Apoptose in der
Lunge darstellt [58].

Beim ARDS des Erwachsenen konnten in der BAL geschadigter Lungen aulder-
dem Glykolipide nachgewiesen werden, die in der Lage sind, in vitro das
Surfactantsystem zu hemmen. Die hauptsachlich nachgewiesenen kohlenhydrat-
haltigen Lipide bei Ateminsuffizienz waren Sphingolipide. Es wird angenommen,

dass diese Glykolipide aus geschadigten Lungenzellen stammen [82].

1.3.3 Reparaturmechanismen und Wachstumsfaktoren

Makrophagen sorgen einerseits wahrend der frGhen Entzindungsphase fur die
Phagozytose des Zelldetritus der Gewebeschadigung. Andererseits tragen sie
zum destruktiven Prozess bei, indem sie, ahnlich den Neutrophilen, proteolytische
Enzyme und toxische Sauerstoffmetabolite freisetzen [29, 30, 66]. Dennoch sind
Makrophagen durch die Sekretion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren essenti-
ell fir den Ubergang von entziindlichen zu reparativen Prozessen [3, 30]. Eine
Uberstimulation dieser Reparaturprozesse mit dadurch gesteigerter Produktion
von zellularem Fibronektin in der Lungenstruktur erklart zum Teil die Pathogenese
der Lungenfibrose, die unter anderem kennzeichnend flur die BPD ist [29, 30, 69,
114]. Watts et al. wiesen erhohte Konzentrationen von zellularem Fibronektin im

Trachealsekret von Kindern mit RDS und nachfolgender BPD nach [115].

In diesem Zusammenhang ist auch der profibrotische Mediator TGF-8 zu nennen
[48, 49], der im Rahmen der Gewebereparatur- und Heilungsprozesse nach Lun-
genschadigung und assoziierter Entzindungsreaktion induziert wird [7, 57] und
eine SchllUsselrolle in der Begrenzung dieser Prozesse spielt [7, 96]. TGF- fuhrt
zu einer Steigerung der Fibronektin- und Prokollagentranskription durch Fibroblas-
ten [48, 49] und zu einer Freisetzung verschiedener mesenchymaler Wachstums-
faktoren, wie insulin-like growth factor-1 (IGF-1), IL-1, alveolar macrophage-
derived growth factor (AMGF), tumor necrosis factor-a (TNF-a) und platelet-
derived growth factor (PDGF). TGF-B ist unter den genannten Faktoren der poten-

teste direkte Stimulator der Kollagensynthese [7, 19, 38]. Sind die reparativen
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Prozesse Ubersteigert, wird die normale Lungenentwicklung mdglicherweise ge-
hemmt und die Entwicklung einer Lungenfibrose begunstigt [7, 49, 96]. Bei Frih-
geborenen mit BPD konnten gemal dieser Annahme in den Atemwegen erhohte

Konzentrationen von TGF- nachgewiesen werden [7, 49, 57, 96].

Wird der Zusammenhang zwischen TGF- und der Pathogenese der Lungenfibro-
se betrachtet, muss auch hier von einer vorherrschenden Imbalance ausgegangen
werden. Im vorliegenden Fall Uberwiegt eine durch TGF-B vermittelte Synthese
von Antiproteasen mit nachfolgend verminderter Degradation existierender Extra-

zellularmatrix [7, 48, 49], was schlielich zur Fibrosierung fuhrt.

1.3.4 Pulmonale mikrovaskulare Permeabilitat

Pathognomonisch flr die frihe BPD ist neben der Rarifizierung der Alveolen, die
persistierende abnorme Lungenpermeabilitat [29, 30, 95, 96, 103], die zu einem
Lungenddem fuhrt [29, 123]. Wahrend des Entziindungsprozesses haben mehrere
Faktoren schadigenden Einfluss auf die mikrovaskulare Permeabilitat [30, 40, 96].
Dies sind zum einen Veranderungen der Gefaldperfusion im Entzindungsgebiet
oder vermehrte Perfusion durch einen PDA [30, 84], zum anderen sind es direkte
Effekte der Entzindungszellen und Mediatoren auf alveolare und kapillare Mem-
branen, wie zum Beispiel Zytokine oder toxische Sauerstoffradikale, die durch
Phagozyten und andere Quellen generiert werden. Weiter kommt es zu einer Inak-
tivierung des Surfactantsystems durch verschiedene Serumproteine, mikrobielle
Kolonisation und Infektion der Atemwege [93, 94]. Gegenwartig ist allerdings ledig-
lich eine Assoziation zwischen pulmonaler Entzindung und mikrovaskularer Per-
meabilitat geklart; der Nachweis einer klaren Kausalitat muss noch erfolgen [31].
In der bronchoalveolaren Lavage von Kindern mit BPD wurde eine Vielzahl von
Lipidmediatoren, Leukotrienen, Prostazyklinen, PAF, C5a, IL-8 und Endothelin-1
gefunden, die mdglicherweise durch eine Veranderung der Oberflachenladung der
Endothelmembran direkte Effekte auf die mikrovaskulare Permeabilitdt ausiben
[30, 31, 72, 94, 96, 97]. Dadurch wird es moglich, dass Molekile, wie Albumin,
vom Plasma ins Interstitium oder die Alveolen durchsickern [33]. Damit geht die
Beobachtung konform, dass Kinder, die ein hohes Risiko fur eine BPD hatten bzw.
spater eine BPD entwickelten, verglichen mit Kontrollen erhéhte Albumin Konzen-

trationen aufwiesen [30, 93, 104, 115]. In klinischen und experimentellen Studien
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wurde die Albumin Konzentration in der bronchoalveolaren Lavage als Mal} fur die

mikrovaskulare Permeabilitat verwendet [29, 30, 115].

Durch einige Zytokine wird die alveolokapillare Integritat moglicherweise indirekt
beeinflusst, indem inflammatorische Zellen zu einer vermehrten Freisetzung und
Sekretion von proteolytischen Enzymen aktiviert oder vermehrt toxische Sauer-
stoffspezies freigesetzt werden [90, 93, 94]. Durch die veranderte epitheliale und
endotheliale Permeabilitat wird nachfolgend ein Lungenédem verursacht, ein wei-
teres Kennzeichen des RDS und der fruihen BPD [23, 29].

Hirabayashi et al. (1994) zeigten in ihrer Studie, dass auch Neuropeptid Y (NPY),
ein von Nervenzellen freigesetzter Mediator, die pulmonale GefalRpermeabilitat
erhdhen kann. Sie gehen davon aus, dass durch Aktivierung sympathischer Ner-
ven vermehrt Neuropeptid Y freigesetzt wird, es durch den vasokonstriktorischen
Effekt auf glatte GefaRmuskulatur zu einer Erhéhung des kapillaren Drucks kommt
und schlielich zur Extravasation von Plasma und nachfolgend zu einem neuro-
genen Lungenddem fuhrt. Neben der vasokonstriktorischen Eigenschaft soll Neu-
ropeptid Y die Wirkung von Norepinephrin verstarken, seine eigene Freisetzung
und die von Katecholaminen hemmen und in sehr hoher Dosierung die Histamin-
freisetzung von Mastzellen induzieren, was schlieRlich zur Beeinflussung der Ge-
falkpermeabilitat fuhrt [37].

1.4 Prophylaxe und Therapie der BPD

Trotz der Tatsache, dass sich die Erkenntnisse Uber die Pathogenese der BPD im
letzten Jahrzehnt betrachtlich erweitert haben sind die meisten prophylaktischen

und therapeutischen Interventionen nicht evidenzbasiert [101, 102].

In erster Linie basiert die Therapie eines RDS des Frihgeborenen auf der Verab-
reichung von Sauerstoff, maschineller Beatmung und der Substitution von
Surfactant. Weitere unterstitzende MalRnahmen sind die Gabe von Methylxanthi-
nen, Glukokortikoiden und Vitamin A. Des Weiteren stehen verschiedene Mdglich-

keiten zum Verschluss eines PDAs zur Verflgung.
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Abbildung 5: Zusammenfassung diverser therapeutischer Ansatze modifiziert nach Thomas et al. [102].

1.4.1 Pranatale Steroide

Die pranatale Verabreichung von Steroiden, insbesondere Betamethason, bei
drohender Frihgeburt vermindert unter anderem die Inzidenz des RDS und somit
den Bedarf maschineller Beatmung. Gleichzeitig soll das Risiko einer BPD redu-
ziert werden [39, 71].

1.4.2 Surfactant

Die Therapie mit exogenen Surfactantpraparaten ist eine bewahrte Komponente
der Therapie des RDS. Sie sollen bedeutende Effekte auf die Zellphysiologie und
Entzindungsprozesse in der Lunge ausiben. Dies schlie3t die Unterdrickung
proinflammatorischer Zytokine, die Produktion von Superoxid und die Regulation
der pulmonalen Abwehr ein. AuRerdem wird vermutet, dass Surfactant einen anti-
apoptotischen Effekt hat [64].

Gemal Daten einer Metaanalyse und eines systematischen Reviews wird eine
prophylaktische oder friihe Verabreichung von Surfactant bei Kindern mit einem
hohen Risiko fur eine BPD empfohlen [102]. Sie wiesen eine Reduktion sowohl
der Mortalitat als auch der Inzidenz der BPD nach [17, 102]. Diese Daten konnten
in Untersuchungen von Egberts et al. bestatigt werden [17]. Es besteht jedoch in

der Literatur eine hohe Variabilitat unter den Studienergebnissen, die unter ande-
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rem auf die Verwendung verschiedener Surfactantpraparate, die Vorlage diverser
Verabreichungsplane und auf unterschiedliche Studienpopulationen zurtickzufih-
ren ist [36, 125].

1.4.3 Methylxanthine

Methylxanthine werden haufig auf neonatologischen Intensivstationen verwendet.
Es ist derzeit jedoch wenig Uber ihre Langzeitwirkung bekannt. Schmidt et al. wie-
sen in der CAP-Studie (Caffeine for Apnea of Prematurity) durch die Verabrei-
chung von Coffein eine signifikante Reduktion der Inzidenz der BPD im postmen-
struellen Alter von 36 Wochen nach. Eine generelle Empfehlung flr eine frihe
Verabreichung von Coffein bei allen extrem unreifen Kindern konnte jedoch nicht

aus der Studie abgeleitet werden [102].

1.4.4 Dexamethason

Die Therapie mit Dexamethason kann zum einen die Dauer der maschinellen Be-
atmung verklrzen, zum anderen die Entzindungsreaktion mildern und die Kon-
zentration von Zytokinen im Trachealsekret vermindern [22, 28, 29, 104, 114, 120,
125]. Nach der Therapie mit Dexamethason reduzierte sich die Konzentration von
Neutrophilen und Albumin sowie die fast aller untersuchten Entzindungsmediato-
ren (IL-1B, LTB4, Elastase-Aktivitat) im Trachealsekret [22, 29, 31, 114, 120]. Der
Haupteffekt besteht in einer Verbesserung des Gasaustausches und der Lungen-
mechanik [28, 40, 114] sowie in der Verminderung der mikrovaskularen Permeabi-
litat [28, 29, 31, 114, 120]. AulRerdem soll die Reaktion auf Surfactant verbessert
werden [40].

1.4.5 Vitamin A

In Studien fuhrte die intramuskulare Verabreichung von Vitamin A zu einer leichten
Reduktion der Inzidenz der BPD. Unter den therapeutischen und prophylaktischen
Ansatzen hat, abgesehen von Steroiden und Surfactant, nur Vitamin A eine erwie-
sene Wirksamkeit. Die Verbreichung von Vitamin A wird allerdings nur in wenigen

medizinischen Zentren durchgefiuhrt [102].
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1.4.6 Verschluss des PDAs

Durch einen frihen pharmakologischen oder chirurgischen Verschluss eines kli-
nisch symptomatischen PDAs soll die Lungenfunktion verbessert und der Bedarf
maschineller Beatmung reduziert werden. Flr den prophylaktischen Verschluss

eines asymptomatischen PDAs liegt jedoch keine Evidenz vor [4].

1.4.7 Diuretika

Diuretika vermdgen die Lungenfunktion unter anderem durch eine Reduktion des
pulmonalen Odems voriibergehend zu verbessern [30, 73, 102]. Neben der diure-
tischen Wirkung sollen Diuretika aul’erdem einen positiven Effekt auf den Lun-

gengefalwiderstand ausuben [101].

1.4.8 Beatmungsstrategien

Die maschinelle Beatmung stellt einen Hauptrisikofaktor in der Pathogenese der
BPD dar und ist zugleich eines der wichtigsten therapeutischen Verfahren [62].
Speer et al. zeigten, dass sich die diversen Beatmungsstrategien lediglich hin-
sichtlich ihres schadigenden Potentials unterscheiden [95]. Thome et al. folgerten
aus einem randomisierten Vergleich der Beatmungsstrategien, dass vielmehr die

Qualitat der Beatmung ausschlaggebend ist als die Strategie per se [105].

IPPV

Eine ,intermittent positive pressure ventilation“ (IPPV) soll anhand einer héheren
Ventilationsfrequenz, geringeren Tidaldricken und Tidalvolumina das Volutrauma
reduzieren. Durch eine hohe Ventilationsfrequenz wahrend der IPPV kann das
Volutrauma weiter gesenkt werden, da das bendétigte Minutenvolumen mit geringe-
ren Tidalvolumina erreicht werden kann. Diese Hypothese wurde in drei randomi-
sierten Studien bestatigt, in denen eine Ventilationsfrequenz von 60 Atemzigen
pro Minute mit geringen Spitzendricken im Vergleich zu einer Ventilationsfre-
quenz von 20 bis 40 Atemzugen pro Minute mit hdheren Spitzendricken mit einer

geringeren Inzidenz an Ateminsuffizienz assoziiert war [105].
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HFOV

Es wurde angenommen, dass eine ,high frequency oscillatory ventilation“ (HFOV)
Frihgeborener mit Surfactantmangel durch verringertes Volutrauma aufgrund re-
duzierter Tidalvolumina, geringere schadigende Auswirkung hat und sich dies in
einer verminderten Entzindungsreaktion im Trachealsekret wiederspiegelt [104].
Mit der Einfihrung der HFOV in die neonatologische Intensivmedizin konnte je-

doch keine definitive Reduktion der Inzidenz der BPD erzielt werden [125].

Auch Thome et al. konnten in ihrer Studie im Vergleich der HFOV mit IPPV keinen
Unterschied bezuglich der Inzidenz der BPD [104] und der im Trachealsekret be-
findlichen Entzindungsmediatoren nachweisen; durch HFOV wurde eine identi-

sche proinflammatorische Reaktion hervorgerufen [95, 104].

iNO

Inhalatives Stickstoffmonoxid (iNO) fungiert als lokaler pulmonaler Vasodilatator
und soll dadurch bei pulmonaler Hypertension zu verbesserter Oxygenierung fuh-
ren. Trotz zahlreicher randomisierter Studien bezuglich des Effekts von iNO bei
Frihgeborenen, besteht keine Evidenz fir den Einsatz von iNO zur Pravention
einer BPD. Ein friher Einsatz von iNO bei Kindern mit einem Geburtsgewicht Gber
1000 g soll einen positiven Einfluss sowohl auf Mortalitdt und BPD als auch auf
das neurologische Outcome ausuben. Bei Kindern mit extrem niedrigem Geburts-
gewicht konnte dies jedoch nicht beobachtet werden [57]. GemalR der NICHD wird
der Einsatz von iNO bei Frihgeborenen zur Pravention einer BPD aulerhalb von
Studien nicht empfohlen [89].

PHC

Permissive Hyperkapnie (PHC) ist eine Beatmungsstrategie, bei der relativ hohe
PaCO, Werte toleriert werden, um mit kleineren Tidalvolumina der Uberdehnung
der Lunge vorzubeugen und damit das Risiko fur eine Lungenschadigung zu mi-
nimieren [62, 79, 110]. Es wird davon ausgegangen, dass niedrigere Tidalvolumi-
na eine geringere Lungendehnung verursachen sowie die Freisetzung inflammato-
rischer Mediatoren reduzieren [100, 110]. Trotz der Tatsache, dass zur Aufrecht-

erhaltung der arteriellen Oxygenierung bei niedrigerem Tidalvolumen ein hdherer
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positiver endexpiratorischer Druck (PEEP) notwendig ist, konnten in Kombination

mit verminderter inspiratorischer Dehnung gunstige Effekte erzielt werden [100].

Das ,Acute Respiratory Distress Syndrome Network® zeigt in einer Studie, dass
geringere Tidalvolumina sowohl die Mortalitat als auch die Zahl der Beatmungsta-
ge reduzieren [100]. Verglichen mit anderen Studien besteht hinsichtlich der Ver-
wendung geringerer Tidalvolumina Konsens. Kraybill et al. konnten in einer retro-
spektiven Analyse zeigen, dass eine Assoziation zwischen héheren PaCO, Kon-
zentrationen und verminderter Inzidenz der BPD bei Kindern mit extrem niedrigem
Geburtsgewicht besteht [55]. Andere Studien hingegen konnten diese Hypothese
nicht stltzen [63]. In weiteren retrospektiven Studien konnte jedoch gezeigt wer-
den, dass durch eine relative Hypokapnie in den ersten Lebenstagen eine CLD
bzw. BPD verschlechtert werden kann [62]. Jedoch wurde aufgrund der zerebral
vasodilatierenden Effekte hoherer PaCO,-Drucke beflrchtet, dass PHC die Hirn-

blutungsrate Frihgeborener erhdhen kénnte.

Mariani et al. zeigten in einer Pilotstudie, dass die Anwendung der PHC bei Frih-
geborenen im Vergleich zu normokapnischer Beatmung nicht komplikationstrach-
tiger ist. Die durchgefuhrte Studie hatte allerdings keine statistische Signifikanz,
um eine Reduktion der BPD nachzuweisen [62]. Auch Thome et al. konnten in ih-
rer Studie keinen gunstigen Effekt der permissiven Hyperkapnie nachweisen [106].
Es gibt jedoch Daten, die eine Assoziation zwischen vermehrtem Auftreten intra-
ventrikularer Blutungen und schwerer, nicht jedoch milder, Hyperkapnie aufzeigen
[59, 99]. Hinsichtlich einer milden Hyperkapnie wird dagegen davon ausgegangen,
dass sie moglicherweise einen protektiven Effekt auf das unreife Gehirn haben
konnte. Klinische Studien unterstltzen diese Annahme gewissermalien, indem sie
einen Zusammenhang zwischen Hypokapnie und einem erhdhten Risiko flur peri-
ventrikulare Leukomalazie (PVL) [62, 119], zerebrale Atrophie und Defiziten in der

neurologischen Entwicklung Frihgeborener nachweisen konnten [110].

Ein weiterer positiver Effekt der permissiven Hyperkapnie kann durch die Ver-
schiebung der Sauerstoffdissoziationskurve nach rechts zu hdheren pOo-
Konzentrationen (Bohr Effekt) erzielt werden, wodurch die Sauerstoffdissoziation
ins Gewebe erleichtert wird [110]. Permissive Hyperkapnie resultiert aul3erdem in
einem verbesserten vendsen Ruckstrom und erhohtem Herzzeitvolumen sowie

gunstigen Auswirkungen auf das Gehirn [110].
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Zwei an erwachsenen Patienten mit ARDS durchgeflhrte Studien konnten nach-
weisen, dass permissive Hyperkapnie eine lungenprotektive Wirkung hat. Die ers-
te Studie konnte Uber reduzierte Konzentrationen von Zytokinen sowohl in der
bronchoalveolaren Lavage als auch im Serum berichten [80] wahrend die zweite
Studie eine signifikante Reduktion der Mortalitdt nachweisen konnte [2, 100].
Mangels kontrollierter Studien an Neugeborenen werden fur Aussagen bezuglich
der Sicherheit, Wirksamkeit und vor allem Definition der permissiven Hyperkapnie

bei Neugeborenen weitere prospektive Studien bendtigt [62, 110].

Wung et al. waren die Ersten, die Uber Studien mit permissiver Hyperkapnie bei
termingerecht geborenen Kindern mit persistierender pulmonaler Hypertonie
(PPHN) berichteten. Bei Frihgeborenen mit einem hohen Risiko eine BPD zu
entwickeln, werden Varughese et al. zufolge PaCO, Werte von 45-50 mm Hg als

»Sicher bzw. ,gut toleriert” erachtet [110].

1.5 Fragestellung

Die beatmungsinduzierte Lungenschadigung bei frihgeborenen Kindern stellt ei-
nen zentralen Mechanismus in der Pathogenese der BPD dar. Ein wesentlicher
Ansatz zur Reduktion der Inzidenz der BPD ist daher die Optimierung der Beat-
mungsstrategie [110]. Dabei wird der Verringerung der Tidalvolumina [100], die
unter anderem durch permissive Hyperkapnie erreicht werden kann [62, 110], eine
wichtige Bedeutung zuteil. Die permissive Hyperkapnie gilt bei erwachsenen Pati-
enten mit ARDS als sichere Beatmungsstrategie und verbessert das Uberleben
[100]. Bisher liegen nur wenige Daten Uber permissive Hyperkapnie bei frihgebo-
renen Kindern vor [62]. Drei randomisierte Studien Uber permissive Hyperkapnie
bei Kindern mit extrem niedrigem Geburtsgewicht (ELBW) erbrachten kein eindeu-
tiges Ergebnis oder mussten frihzeitig beendet werden [9, 106]. Um die permissi-
ve Hyperkapnie auf neonatologischen Intensivstationen zu etablieren und die Inzi-

denz der BPD zu senken, bedarf es daher weiterer randomisierter Studien.

Der hier vorliegenden prospektiven randomisierten Studie wurde die Hypothese
zugrunde gelegt, dass mit moderater permissiver Hyperkapnie (PHC) beatmete
Kinder im Vergleich zu mild hyperkapnisch beatmeten Kindern (MHC) aufgrund

der geringeren Tidalvolumina und der verminderten Lungendehnung, weniger
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Lungenschadigung erleiden und somit geringere pulmonale Entzindungsreaktio-
nen induziert werden. In der Folge werden im Trachealsekret der mit permissiver
Hyperkapnie beatmeten Kindern reduzierte Konzentrationen von proinflammatori-

schen Zytokinen und saurer Sphingomyelinase erwartet.

Aulerdem wurde der Hypothese nachgegangen, dass anhand des Nachweises
erhdhter Konzentrationen spezifischer proinflammatorischer Zytokine und saurer
Sphingomyelinase die Entwicklung einer BPD vorhergesagt werden kann, um

frihzeitig therapeutisch intervenieren zu kénnen.
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2 Material und Methoden

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen einer prospektiven randomisierten multi-
zentrischen Studie (PHELBI, Permissive Hypercapnia in Extremely Low
Birthweight Infants) durchgefuhrt. Gegenstand dieser Studie ist die Beurteilung der
Effekte der experimentellen Intervention mittels moderater permissiver Hyper-

kapnie im Vergleich zur Kontrollintervention mit milder hyperkapnischer Beatmung.

Der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieBlich Daten von Kindern zugrunde ge-
legt, die in die PHELBI-Studie an der Klinik fir Kinder- und Jugendmedizin der
Universitatsklinik UIm (Zentrum 17) aufgenommen worden waren. Die Beschran-
kung auf diese Kinder erfolgte, da das Sammeln der Trachealsekrete an den Ubri-
gen Zentren nicht systematisch erfolgt war und nur vereinzelt Proben verfliigbar
waren. Mit der Beschrankung auf Kinder der Universitatskinderklinik Ulm sollte
einem Selektionsbias vorgebeugt und der Tatsache entgegen gewirkt werden,
dass in Studien gezeigt werden konnte, dass die Inzidenz der CLD bei frihgebo-
renen Kindern am Tag 28 sogar nach erfolgter Schichtung nach Gewicht, ethni-
scher Herkunft und Geschlecht [26], sowie nach Mortalitat [63] zentrumsvariabel

ist.

Alle an der Studie teilnehmenden Kinder erhielten neonatologische Versorgung
gemal den aktuell hdchsten klinischen Standards. Fur diese Studie liegt ein posi-
tives Votum der Ethikkommission vor, das in zeitlichen Abstanden wiederholt

Uberprift wurde.

Zu Beginn der Therapie wurden die Erziehungsberechtigten Uber Inhalt, Vorge-
hensweise, Risiken und Ziel der Studie aufgeklart. Die von den Erziehungsberech-

tigten unterzeichnete Einverstandniserklarung wurde archiviert.

2.1 Patientenkollektiv

In diese prospektive Studie wurden Frihgeborene aufgenommen, die sich im Zeit-
raum von 2008 bis 2012 in der Klinik flr Kinder- und Jugendmedizin der Universi-
tatsklinik Ulm befanden und dort auf der neonatologischen Intensivstation medizi-

nisch versorgt wurden.
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Einschlusskriterien waren im Priufzentrum geborene Frihgeborene mit einem Ge-
burtsgewicht von = 400 g und < 1000 g sowie einem Gestationsalter von = 23 0/7
Wochen und < 28 6/7 Wochen, die innerhalb von 24 Stunden post partum einer
endotrachealen Intubation und maschinellen Beatmung bedurften und fur die eine
schriftliche Einverstandniserklarung der Erziehungsberechtigten vorlag. Frihgebo-
rene, die innerhalb von 24 Stunden post partum keiner endotrachealen Intubation
bedurften, wurden nicht mehr rekrutiert, da davon ausgegangen wurde, dass bei
diesen Kindern wahrscheinlich zu milde Lungenerkrankungen vorliegen, um zu der
Fragestellung dieser Studie beitragen zu kdnnen. Ausgeschlossen wurden zudem
aulBerhalb des Prifzentrums geborene Frihgeborene, sowie Frihgeborene mit
einem Geburtsgewicht von < 400 g und > 1000 g. Diese Kinder wurden nicht in die
Studie aufgenommen, da der Anteil der Frihgeborenen mit einem Geburtsgewicht
< 400 g eine kleine Minderheit mit auRergewdhnlich hohen Risiken fur ein ungins-
tiges Outcome darstellt. Andererseits haben Kinder > 1000 g Geburtsgewicht er-
heblich geringere Risiken. Diese beiden Patientengruppen wurden aus der Studie
ausgeschlossen, da sie zur Fragestellung nur unerheblich beitragen wirden. Wei-
tere Ausschlusskriterien waren kongenitale Malformationen, die eine frihe chirur-
gische Intervention erforderten und die die respiratorische Versorgung oder das
Outcome beeinflussten. Ausnahme waren ein persistierender Ductus arteriosus
oder ein persistierendes Foramen ovale. Zu den Malformationen zahlten Fehlbil-
dungen des zentralen Nervensystems, des Herzens, der Lunge, des Darms oder
der Bauchwand. Zudem wurden Frihgeborene mit Hydrops fetalis, chromosoma-
len Anomalien oder mit schwerer Asphyxie bei Geburt (definiert als 10 min Herz-
frequenz < 100/min und pH des arteriellen Nabelschnurblutes < 7,00), mit Kompli-
kationen bei der maschinellen Beatmung, die vor Randomisierung auftraten, sowie

Frihgeborene, die ausschlielllich palliativ versorgt wurden, ausgeschlossen.

Nach Berucksichtigung der Ein- und Ausschlusskriterien wurde eine relativ gleich-

férmige Patientenpopulation erwartet [107].

2.1.1 Randomisierung

Die an der Studie teilnehmenden Kinder wurden innerhalb von 12 Stunden nach
Intubation und Beginn der maschinellen Beatmung durch ein Block-

Randomisierungs-Schema mit variablen BlockgrofRen, stratifiziert nach Geburts-
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gewicht (A = 400-499 g, B = 500-749 g, C = 750-999 g) in zwei Behandlungsgrup-
pen unterteilt. Bis zur Randomisierung wurden alle Kinder nach dem Schema der
Kontrollgruppe therapiert. Die randomisierte Beatmungsmethode war maldgeblich
fur die ersten 14 Lebenstage, sofern das Kind nicht friher extubiert wurde oder

schwerwiegende Komplikationen auftraten.

Behandlungsgruppen

Tabelle 1: Moderate permissive Hyperkapnie (Interventionsgruppe)

Lebenstag [d] PaCO; Zielbereich [mm Hg]
1-3 (0-72 h) 55-65
4-6 (73-144 h) 60-70
7-14 (145-336 h) 65-75

Tabelle 2: Milde Hyperkapnie (Kontroligruppe)

Lebenstag [d] PaCO; Zielbereich [mm Hg]
1-3 (0-72 h) 40-50
4-6 (73-144 h) 45-55
7-14 (145-336 h) 50-60

War wahrend der ersten 14 Lebenstage eine Reintubation nétig, zum Beispiel auf-
grund schwerer Apnoen, erfolgte die Behandlung gemal} der urspringlichen Ran-

domisierung und dem aktuellen Lebenstag [107].

Eine Verblindung der beteiligten Personen war aufgrund der Vielzahl klinischer
Interventionen, wie Blutgasbestimmungen und Beatmungsregulierungen, im Rah-

men der neonatologischen intensivmedizinischen Versorgung nicht moglich.
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2.1.2 Intervention

In der Behandlungsgruppe der experimentellen Intervention wurde zunachst mit
mafig hohen PaCO; Grenzen begonnen, um diese im weiteren Verlauf entspre-

chend oben genannten Werten zu steigern.

Die Beatmung der Kontrollgruppe erfolgte entsprechend der traditionellen Beat-
mungsstrategie, wie sie auf vielen neonatologischen Intensivstationen ubliche
Praxis ist. Auch hier wurden entsprechend obiger Angaben die Werte fur PaCO,
allmahlich gesteigert. Zwischen der Interventionsgruppe und der Kontrollgruppe
wurde durchgehend bis zum Ende der Intervention nach 14 Tagen ein Unterschied

von 15 mm Hg angestrebt.

Im Rahmen der neonatologischen intensivmedizinischen Versorgung erhielten alle

Kinder eine Surfactanttherapie.

2.2 Trachealsekretgewinnung und -aufbereitung

2.2.1 Sammeln und Asservieren des Trachealsekrets

Die Trachealsekretgewinnung erfolgte nur im Rahmen der medizinisch indizierten
endotrachealen Absaugung, die integraler Bestandteil der Beatmungstherapie ist.
Es wurden an Lebenstag 2, 4, 7, 14 und 21 jeweils maximal vier Proben pro Tag

gesammelt; vorausgesetzt das Kind wurde nicht eher extubiert.

Vorab wurden 0,5 ml/kg Korpergewicht 0,9 % NaCl-Lésung in den En-
dotrachealtubus instilliert, nach 3-5 Atemzigen wurde das Trachealsekret unter
sterilen Bedingungen in eine Absaugfalle gesaugt. Anschlieliend wurde der Ab-
saugkatheter mit 0,5 ml 0,9 % NaCl-Lésung durchgespllt. Das abgesaugte
Trachealsekret wurde unmittelbar nach seiner Gewinnung bei 140 x g flr zehn
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und in Cryotubes bei
—18 °C gelagert. Die so gewonnenen Trachealsekretproben wurden gebindelt
innerhalb von 48 h in einen —80 °C Gefrierschrank Uberfuhrt und dort bis zur im-

munologischen Analyse aufbewahrt.
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2.3 Methoden der immunologischen und biochemischen Analyse

Alle Analysen wurden im Labor von Prof. Dr. Stefan Uhlig, Institut fiur Pharmakolo-
gie und Toxikologie der Rheinisch-Westfalischen Technischen Hochschule der
Universitatsklinik Aachen, Deutschland, durchgefuhrt. Mit Ausnahme der sauren
Sphingomyelinase, die mit selbst entwickelten Reagenzien bestimmt wurde, ka-
men fur die Analysen kommerzielle Assays zum Einsatz. Aufgrund der Vielzahl
von Zytokinen und der kleinen Menge an verfugbarem Material der jeweiligen Pa-
tienten wurde unter anderem eine Multiplex-Methode verwendet, welche die
gleichzeitige Messung vieler verschiedener Zytokine erlaubt und schon zuvor er-
folgreich fur Analysen der bronchoalveolaren Lavage eingesetzt wurde. Die Multi-
plex-Methode ermdglicht es abhangig von den verwendeten Assays Informationen

Uber weitere Zytokine ohne zusatzlichen Kosten- und Laboraufwand zu erhalten.

Die Proben eines Patienten von einem Tag wurden gepoolt und in ein Reaktions-
gefall pipettiert. Mittels eines Probenschittlers erfolgte anschliellend die Homo-

genisierung der Proben.

Zur Korrektur ungleicher Verdlinnung der Proben durch Zugabe von unterschiedli-
chen Mengen der 0,9 % NaCl-Lésung wahrend des Sammelprozesses wurde zu-
satzlich in allen Proben die Konzentration der sekretorischen Komponente von IgA
(slgA) bestimmt, die wahrend der ersten Lebensmonate unabhangig von Gestati-
onsalter, postnatalem Alter, kapillarer Permeabilitdt und Steroidtherapie ist und
daher als Referenzwert verwendet werden konnte [1, 114, 116]. Somit konnten
alle Messwerte zur Konzentration von slgA des jeweiligen Patienten ins Verhaltnis

gesetzt werden.

2.3.1 Messmethoden
Immunoassays fir IL-16, IL-6, IL-8, MIP-1a

Zytokine werden typischerweise entweder durch einen Immunoassay oder Bioas-
say bestimmt. Zur Analyse der Zytokine IL-1B3, IL-6, IL-8 und MIP-1a wurde der
Bio-Plex Pro™ Assay verwendet. Dieser Assay ermdglicht es gleichzeitig mehr als
100 Zytokine in einer Vertiefung einer 96-well-Mikrotiterplatte zu analysieren. Au-
Rerdem ermdoglicht dieses Verfahren die Erstellung eines kompletten Zytokinprofils

aus reduziertem Probenmaterial und verringert die Probenaufbereitungszeit.
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Prinzip des Bio-Plex Pro™ Assays :

Das Bio-Plex® System besteht aus drei Kerntechnologien; aus fluoreszierend ge-
farbten Mikrokugeln (beads), an die Biomoleklle gebunden sind, aus einem Flow-
Zytometer mit Lasern und Optiken zur Messung der verschiedenen Molekdle, die
an die Oberflache der Mikrokugeln gebunden sind und aus einem Hochgeschwin-

digkeitsprozessor.

Das Prinzip dieses Systems entspricht dem eines ,Sandwich-ELISA®. Dabei bin-
den Antikérper (AK), die kovalent an farblich gekennzeichnete beads gekoppelt
sind, spezifisch an Zytokine. Nach mehreren Waschschritten zur Beseitigung von
ungebundenem Protein, wird ein biotinylierter Detektions-Antikérper hinzugefugt,
woraus sich ein Sandwichkomplex aus erstem AK, Zytokin und zweitem AK bildet,
der wiederum durch die Zugabe von Streptavidin-Phycoerythrin (SA-PE) detek-
tierbar gemacht wird. Die detektierten Zytokine werden anhand des Bio-Plex®
Suspension Array Systems, das spezifische Reaktionen basierend auf beads-
Farbe und Fluoreszenz erkennt, quantifiziert und identifiziert. Die unbekannten
Zytokinkonzentrationen werden automatisch von der Bio-Plex Manager™ Software

mittels einer Standardkurve ermittelt.

Die Durchfiihrung des Bio-Plex Pro™ Assays erfolgte gemaR Herstellerangaben
(Bio-Plex Pro™ Assay, Cytokine, Chemokine, and Growth Factors - Bio-Rad Labo-

ratories, Mlnchen).

Immunoassay fir LTB4 und NPY

Der Immunoassay fur LTBs und NPY basiert auf dem Prinzip eines kompetitiven
Bindungstests. Zur Quantifizierung von LTB4 und NPY musste dieses Verfahren
verwendet werden, da es hiermit mdglich ist die Menge an AK oder Antigen (AG)

in einer Probe unbekannter Zusammensetzung zu bestimmen.
Prinzip des Enzym Immunoassays:

Beim kompetitiven Bindungstest kommt es zur Kompetition zwischen einem durch
Biotinylierung markierten Antigen und dem in der Probe enthaltenen Antigen um
einen Bindungsplatz an die bereits an der Mikrotiterplatte gebundenen Antikorper.

Das biotinylierte AG interagiert mit Streptavidin-Horseradish Peroxidase (SA-
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HRP), das nach Zugabe einer Substratldsung eine enzymatische Farbreaktion
katalysiert. Die Farbintensitat ist direkt proportional zur Menge an biotinyliertem
AG-SA-HRP Komplex und umgekehrt proportional zu der in der Probe enthaltenen
Antigenmenge. Die Farbintensitat (Extinktion) kann mithilfe eines Mikrotiterplatten-
Lesegerates photometrisch bei einem Absorptionsmaximum von 450 nm gemes-
sen werden. Dem entsprechend kann eine Standardkurve anhand der bekannten
Konzentrationen erstellt werden. Die unbekannte Konzentration in den Proben

kann durch Extrapolation dieser Standardkurve bestimmt werden.

Die Durchfilhrung der Assays erfolgte gemaR Herstellerangaben (Parameter™
LTB4 Assay- R&D Systems GmbH, Wiesbaden; Neuropeptide Y (NPY) EIA Kit -
Phoenix Europe GmbH, Karlsruhe).

Immunoassay fir TGF-B1, Albumin, Nitrotyrosin, sIgA

Die Immunoassays fur TGF-31, Albumin, Nitrotyrosin und slgA sind ELISA (Enzy-
me-Linked-Immuno-Sorbent-Assay)-Kits, die auf dem Prinzip einer antikdrperge-
koppelten enzymatischen Farbreaktion, auch als ,doppeltes Antikérper Sandwich-
Prinzip“ bezeichnet, beruhen und eine quantitative Bestimmung von Antigenen

ermdglicht.

Zur Korrektur ungleicher Verdinnung der Proben wurde die Konzentration von
slgA bestimmt, die unabhangig von Gestationsalter und postnatalem Alter ist. So-

mit kdnnen die Werte auf sIgA normiert werden.
Prinzip des ELISAs:

Die ELISA-Kits enthalten eine 96-well-Mikrotiterplatte, deren Vertiefungen bereits
mit einem gegen das gesuchte Antigen gerichteten Antikdrper beschichtet sind.
Dieser fixierte Antikérper bindet nach Zugabe der Trachealsekretproben und fol-
gender Inkubation entsprechend der Herstellerangaben das nachzuweisende An-
tigen. Ungebundenes und Uberschissiges Material wird durch Waschen entfernt.
AnschlieRend wird ein weiterer enzymmarkierter (HRP) polyklonaler AK (detection
AK) zu dem Antikérper-Antigen-Komplex hinzugegeben. Durch Bindung dieses
Antikdrpers entsteht ein sogenannter ,Sandwich-Komplex“ aus erstem AK, AG
und zweitem AK. Durch nochmaliges Waschen werden erneut ungebundene Be-

standteile entfernt. Die enzymatische Farbreaktion wird durch die Zugabe einer
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Substratldsung Tetramethylbenzidin induziert, das von dem AK-gebundenen En-
zym umgesetzt wird und ein farbiges Endprodukt bildet. Die Enzymreaktion wird
nach einer bestimmten Reaktionszeit durch Zugabe einer sauren Stoppldsung

terminiert.

Die Farbintensitat (Extinktion) kann mithilfe eines Mikrotiterplatten-Lesegerats bei
einem Absorptionsmaximum von 450 nm photometrisch gemessen werden. Nach
Erstellen einer Standardkurve kann die Quantifizierung der nachzuweisenden

Verbindung in der Probe erfolgen.

Die Durchfiihrung der Assays erfolgte gemaR Herstellerangaben (Quantikine®
ELISA Human TGF-B1 Immunoassay - R&D Systems GmbH, Wiesbaden; Assay-
Max Human Albumin ELISA Kit - AssayPro, St. Charles (USA); Nitrotyrosine ELI-
SA Kit - Hycult® Biotech, Uden (NL); ELISA-Kontrollen sekretorisches IgA - Im-
muChrom GmbH, Heppenheim).

Assay fir Nitrit/Nitrat

Die Bestimmung der Reaktionsprodukte des Peroxynitrits erfolgte Uber eine en-

zymatische Konversion von Nitrat zu Nitrit.
Prinzip des Assays fur Nitrit/Nitrat:

Der verwendete Assay bestimmt die Nitrit-Konzentration basierend auf einer en-
zymatischen Umwandlung von Nitrat zu Nitrit, katalysiert durch die Nitratredukta-
se. Ihm liegt das Prinzip der Griess Reaktion, einer zweistufigen Reaktion, bei der
Nitrit mit Sulfanilsdure zu einem Diazomiumion reagiert, zugrunde. Dieses lon
koppelt an N-(1-naphthyl)ethylendiamin und bildet einen Diazofarbstoff, dessen

Lichtabsorption bei 550-620 nm photometrisch bestimmt werden kann.

Die Durchfilhrung der Assays erfolgte gemaR Herstellerangaben (Parameter™
Total Nitric Oxide and Nitrate/Nitrite Assay - R&D Systems GmbH, Wiesbaden).

Assay fiir saure Sphingomyelinase (ASMase)
Die ASMase-Aktivitiat wurde mit Hilfe von C'*-markiertem Sphingomyelin als Sub-

strat bestimmt. Jede Trachealsekretprobe musste zur ASMase-Bestimmung 10 ug
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Protein enthalten. Die Proteinmenge wurde mittels des BCA Protein Assays der

Firma Thermo Scientific, Rockford (USA) gemal Herstellerangaben ermittelt.
Prinzip des Assays:

Zur Bestimmung der ASMase-Aktivitat wurden 10 pg Protein auf 10 pl verdinnt
und mit 40 pl des Substratgemisches (C'*-markiertes Sphingomyelin + Sphingo-
myelin) fir zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Diese Reaktion wurde nach einer
Stunde gestoppt. Zum Abtrennen von Lipiden wurde anschlieRend 750 pl
CHCI3/CH30H (Chloroform/Methanol) und 250 pl destilliertes Wasser hinzugefiigt
und das Gemisch bei 20000 x g fiur 4 min zentrifugiert. Von der oberen Phase
wurden 250 pl Probenmaterial in ein Szintillationsrohrchen pipettiert und 4 ml
Szintillationsflissigkeit (AQUASAFE 300 plus, Zinsser Analytic GmbH) hinzuge-
geben. Nach Mischen des Szintillationsrohrchens konnte die Radioaktivitat mittels

eines B-Counters gemessen werden.

24 Material

241 Gerate

Plattenlesegerat Luminex 100, Software Luminex IS 2.2
Probenschuttler Scientific Industries Vortex-1 Genie Touch Mixer
Zentrifuge Thermo Electron Corporation; Heraeus Fresco 17
ELISA-Reader Tecan Genios

B-Counter Programm 20 Beckman

2.4.2 Laborbedarf

96-well-Mikrotiterplatten Nunc-lImmuno Plate F96 Maxisorp bzw. aus Kits
Pipettenspitzen Sarstedt 0,5-10 ul, 10-100 pl; Eppendorf 100-1000 ul
Einkanalpipetten Eppendorf 0,5-10 pl, 10-100 ul, 100-1000 pl
Mehrkanalpipetten Eppendorf 10-100 pl, 20-300 pl

Reaktionsgefal® Sarstedt 1,5 ml

Szintillationsrohrchen Packard
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2.5 Statistische Analyse der Daten

2.5.1 Erhebung der Daten

Die klinischen Patientendaten wurden im CRF-Datenerhebungsbuch durch die an
der Studie beteiligten Arzte erfasst. Die Datenerhebung wurde von externen Stu-

dienmonitorern Uberwacht.

2.5.2 Daten zum Outcome

Zusatzlich zur Konzentration inflammatorischer und proinflammatorischer Mediato-
ren im Trachealsekret wurde im Alter von 36 Wochen + 1 Tag post menstruatio-
nem nach Walsh et al. das klinische Outcome bezuglich BPD oder Tod bestimmt.
Die Diagnose einer BPD erfolgte unter Ruhebedingungen 30 min nach einer
Mahizeit und beruhte auf den folgenden Parametern: lebend, hospitalisiert, ma-
schinelle Beatmung oder Sauerstoffgabe unter Berlicksichtigung der Ergebnisse
des Sauerstoff-Reduktionstests (siehe unten) [111, 112]. Kinder, die maschinelle

Beatmung oder CPAP bendtigten, erhielten die Diagnose BPD.

Bei Kindern ohne maschinelle Beatmung im Alter von 36 Wochen £ 1 Tag post
menstruationem aber mit zusatzlichem Sauerstoffbedarf wurde der FiO, in einer

Kopfbox bestimmt:

- Kinder, die > 30 % FiO hatten, um die Sattigung > 90 % zu halten, hatten eine
BPD.

- Kinder, die < 30 % FiO, hatten, aber keine Sattigung > 90 % Uber 15 min halten

konnten, hatten ebenfalls eine BPD.

- Kinder, die < 30 % FiO; hatten und damit eine Sattigung > 90 % uber 15 min
halten konnten, wurden dem Sauerstoff-Reduktionstest unterzogen (siehe un-

ten).

Sauerstoff-Reduktionstest

Beim Sauerstoff-Reduktionstest wird in definierten Schritten der zuséatzliche Sau-

erstoff bis auf Raumluftniveau reduziert:
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- Kinder, die Uber einen Zeitraum von 10 min Raumluft tolerierten, hatten keine
BPD.

- Kinder, die Uber 5 min eine Sattigung < 90 % oder uber 15 sek eine Sattigung
< 80% hatten, hatten eine BPD. In diesen Fallen wurde der Test unmittelbar

beendet.

Des Weiteren wurden zur Bestimmung der sekundaren Zielkriterien im Alter von
36 Wochen + 1 Tag post menstruationem Daten zum respiratorischen und nicht-
respiratorischen Outcome erhoben. Bezuglich des respiratorischen Outcomes
wurde die Inzidenz von Luftlecks sowie die Dauer von maschineller Beatmung,
von CPAP und von zusatzlichem Sauerstoffbedarf bestimmt. Luftlecks, wie
Pneumothorax, Pneumomediastinum, Pneumoperikard und pulmonales interstitiel-
les Emphysem wurden radiologisch festgestellt. Zur Ermittlung der Dauer maschi-
neller Beatmung wurden alle Tage, an denen das Kind mehr als 12 Stunden intu-
biert, maschinell beatmet oder nicht invasiv zum Beispiel mittels CPAP beatmet
wurde, gezahlt. Aullerdem wurde im Rahmen der Bestimmung des nicht-
respiratorischen Outcomes die Inzidenz intrakranieller Blutungen (IVH) nach Papi-
le bestimmt. Diese wurde mittels transkranieller Sonographie an Lebenstag 14
diagnostiziert. An Lebenstag 1 wurde ebenfalls eine transkranielle Sonographie
durchgefuhrt, die dem Ausschluss pranataler, mit der Studie somit nicht im Zu-
sammenhang stehender, intrakranieller Blutungen diente. Weiter wurde die Inzi-
denz eines persistierenden Ductus arteriosus, einer nekrotisierenden Enterokolitis
(NEC) und einer Retinopatia praematurorum (ROP) erhoben. Die Diagnose NEC
wurde anhand klinischer und radiologischer Befunde gestellt. Bei der ROP wurde

jede mindestens drittgradige ROP ebenso wie Laser- und Kryotherapien gezahit.

2.5.3 Statistische Analyse der Daten

Den Berechnungen wurde a priori ein Signifikanzniveau von a = 5 % zugrunde
gelegt. Signifikanzwerte von p < 0,05 wurden als signifikante und Signifikanzwerte

von p < 0,01 als hoch signifikante Unterschiede bezeichnet.

Alle im Folgenden durchgefuhrten statistischen Tests wurden aufgrund der gerin-

gen Fallzahl explorativ eingesetzt.
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Zur Testung der Vergleichbarkeit der beiden Gruppen wurden fur metrische Daten
jeweils das arithmetische Mittel, die Standardabweichung als Mal} fur die Variabili-
tat, Median sowie Minimum und Maximum berechnet. Angegeben sind hierzu bei
Haufigkeitsdaten sowohl die absoluten Werte als auch die relativen Werte (%-
Werte). Unterschiede zwischen den beiden Gruppen wurden bei metrisch skalier-
ten Daten mit dem nicht-parametrischen Mann-Whitney Rank Sum Test flr unab-
hangige Stichproben ermittelt. Fir nominal skalierte Daten wurde der Exakte Test

nach Fisher angewandt.

Aufgrund der geringen Fallzahl konnte bei den Daten fur die analysierten Parame-
ter nicht von einer Normalverteilung ausgegangen werden, daher wurden zur sta-

tistischen Auswertung nicht-parametrische Verfahren verwendet.

Da aus ethischen Grinden nicht alle geplanten Trachealsekrete gesammelt wer-
den konnten, enthalt der Datensatz leider einige Fehlstellen. Um dennoch die ers-
te Hypothese testen zu kdnnen, wurde mit gemischten Modellen gerechnet. Hier-
bei wurde zunachst mittels RM-ANOVAs analysiert, ob ein Haupteffekt der Ver-
suchsbedingung (Kontrollgruppe versus Interventionsgruppe) bereinigt um den
Effekt des Messzeitpunktes vorliegt. Des Weiteren wurde auf einen Haupteffekt
des Messzeitpunktes bereinigt um den Effekt der Versuchsbedingung sowie auf

eine Interaktion zwischen Versuchsbedingung und Messzeitpunkt untersucht.

Weiter wurde mittels eines Wilcoxon-Rangsummentests der Vergleich der beiden

Gruppen pro Messzeitpunkt erstellt.

Zur Uberpriifung der zweiten Hypothese wurde eine logistische Regression durch-
gefuhrt.

Die elektronische Datenerfassung erfolgte im Tabellenkalkulationsprogramm MS
Excel (Version 2011 fir Mac OS X).

Mithilfe der in Excel verfugbaren Statistikfunktionen wurde die deskriptive Statistik

berechnet.

Die statistische Auswertung erfolgte nach Konvertierung der Daten aus Excel
rechnergestiutzt mit SAS Version 9.2 flir Windows. Zum Ausschluss von Konvertie-

rungsfehlern waren nach Ubertragung Stichproben durchgefiihrt worden.

Zur Erstellung der Graphiken wurde Excel 2011 fir Mac OS X verwendet.
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Die ,Box- and Whisker-Plots“ stellen als Box das untere/obere Quartil und den

Median dar. Die ,Whisker® illustrieren die 10. und 90. Perzentile der Daten.
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3 Ergebnisse

Im Zeitraum von 2008 bis 2012 wurden 73 frihgeborene Kinder mit einem Ge-
burtsgewicht = 400 g und < 1000 g, die in der Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin
der Universitatsklinik Ulm geboren wurden, in die Studie aufgenommen und ran-
domisiert, um entweder mild hyperkapnisch (Kontrollgruppe) oder moderat per-

missiv hyperkapnisch (Interventionsgruppe) beatmet zu werden.

In der Kontrollgruppe sind zwei Kinder und in der Interventionsgruppe ein Kind
innerhalb von 36 Wochen post menstruationem verstorben. Da die Berechnungen
zum primaren Outcome auf intention-to-treat-Analysen basieren und das primare
Outcome der vorliegenden Studie durch BPD und/oder Tod definiert ist, wurden
die verstorbenen Kinder weiterhin in die Datenauswertung mit eingeschlossen.
Einzige Ausnahme der intention-to-treat-Analyse waren Kinder, deren Eltern die
Einverstandniserklarung ruckwirkend zuriickgezogen hatten. In der vorliegenden
Studie waren dies zwei der bereits randomisierten Kinder, die beide der Interventi-
onsgruppe zugeteilt waren. Diese beiden Kinder wurden aus Datenschutzgriinden

retrospektiv aus der Auswertung ausgeschlossen.

FiUr die statistische Analyse der Daten ergab sich somit eine Stichprobengrofle
von n = 71 Patienten mit 36 Patienten in der Kontrollgruppe und 35 Patienten in

der Interventionsgruppe.

Bedingt durch Versterben oder Verlegung in ein heimatnahes Krankenhaus vor 36
Wochen £ 1 Tag post menstruationem kam es bei einzelnen Frihgeborenen zu
unvollstandiger Dokumentation vereinzelter Variablen, so dass die GroRe des Pa-

tientenkollektivs bei diversen Variablen variiert.

Trachealsekret (TS) wurde von 62 der 71 in die Studie aufgenommenen Kinder
gesammelt. Da die Abnahme des Trachealsekrets bei den Frihgeborenen nur bei
entsprechender Indikation erfolgte, konnten die vorgegebenen Abnahmezeitpunk-
te nicht immer eingehalten werden. Naturgemal® nahm die Haufigkeit der
Trachealsekretentnahmen mit zunehmendem Lebensalter ab, so dass die Zahl der
gewonnenen Proben stark variierte. Wesentliche Grunde fur die Reduktion der

Probenzahl waren Extubation innerhalb der ersten 21 Lebenstage und Abnahme

42



Ergebnisse

der Anzahl medizinisch indizierter trachealer Absaugvorgange aufgrund pulmona-

ler Funktionsbesserung.

3.1 Testung auf demographische und klinische Unterschiede zwischen

der Kontrollgruppe und der Interventionsgruppe

In Tabelle 3 werden die Ergebnisse der Testung auf Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen dargestellt. Es wurden jeweils die Mittelwerte mit Standardabwei-
chung sowie Median, Minimum und Maximum berechnet. Angegeben sind hierzu
sowohl die absoluten als auch relativen Werte. Gleichzeitig wurde der in der statis-
tischen Analyse ermittelte p-Wert angegeben, der bei metrischen Daten mittels
des Mann-Whitney Rank Sum Tests und bei numerischen Daten mittels des Exak-

ten Tests nach Fisher berechnet wurde.

Um neben der p-Wert Bestimmung eine Aussage Uber mdgliche Unterschiede der
beiden Gruppen bezlglich der erhobenen Haufigkeiten machen zu kénnen, wur-
den anhand von Tabellen der Binomialverteilung die jeweiligen Konfidenzbereiche
verglichen. Hierbei wurde von einer Konfidenzwahrscheinlichkeit von 95 % ausge-

gangen.

Fehlten vereinzelte Messwerte bzw. Variablen, wurden diese Kinder aus der Be-
rechnung ausgeschlossen. Die jeweilige StichprobengréfRe n wurde in Klammern

angegeben.

Tabelle 3: Ergebnisse der Testung auf Unterschiede der Eingangsvariablen bei den im Zeitraum von 2008 bis
2012 an der Kilinik fur Kinder- und Jugendmedizin der Universitatsklinik Ulm in die Studie aufgenommenen
Frihgeborenen (n = 71) unter milder Hyperkapnie (Kontrollgruppe) bzw. unter moderater permissiver Hyper-
kapnie (Interventionsgruppe).

Variable Behandlungsgruppe p-Wert

moderate permissive

milde Hyperkapnie Hyperkapnie

36 (51 %) 35 (49 %)

Patientenzahl A=2(6%) B =18 (50 %), A=2(6%) B=18 (51 %),

(Schicht A, B, C)

Gestationsalter [d]

C =16 (44 %)

C =15 (43 %)

Mittelwert + SD 176,9+£ 9,2 179,1+10,4 0,48

Median (Min; Max) 178 (161; 199) 179 (163; 201)

Geschlecht* m =17 (47 %) m =20 (57 %) 0,48
w =19 (53 %) w =15 (43 %)

Geburtsgewicht [g]

Mittelwert + SD 700,7 £ 162,2 726,4 £ 154,9 0,53

Median (Min; Max) 705 (415; 970) 730 (440; 990)

pranatale Steroide* 30 (83 %) 32 (91 %) 0,48
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vorzeitiger . 8 (22 %) 2(6 %) 0,09
Blasensprung

APGAR 5 min* (n=34)

9-10 14 (39 %) 16 (47 %) 0,63
5-8 22 (61 %) 17 (50 %) 0,47
<5 0 (0 %) 1(3 %) 0,49
APGAR 10 min* (n=33)

9-10 27 (75 %) 26 (79 %) 0,78
5-8 9 (25 %) 7 (21 %) 0,78
<5 0 (0 %) 0 (0 %) 1,00
Intubationsalter [h]

Mittelwert + SD 3,314,6 3655 0,51
Median (Min; Max) 2,5 (0; 21) 0 (0; 17)

* berechnet mit dem Exakten Test nach Fisher; alle anderen mit Mann-Whitney Rank Sum Test

Es ergab sich zwischen den Versuchsbedingungen bezlglich der oben aufgefuhr-
ten Variablen Gestationsalter, Geschlecht, Geburtsgewicht, pranatale Steroide,
vorzeitiger Blasensprung, Apgar Scores und Intubationsalter kein Unterschied, so
dass die Vergleichbarkeit der beiden Gruppen bezuglich dieser Variablen gegeben

war.

Weiter wurde auf Unterschiede der beiden Gruppen beziglich des nicht-
respiratorischen Outcomes im Alter von 36 Wochen post menstruationem uber-
pruft. Die Diagnose einer intrakraniellen bzw. intraventrikularen Blutung (IVH) wur-
de im Gegensatz zu den Ubrigen Daten im Alter von 1 und 14 Lebenstagen mittels
transkranieller Sonographie bestimmt. Hierbei diente die transkranielle Sonogra-
phie an Lebenstag 1, wie bereits oben beschrieben, dem Ausschluss pranataler,

mit der Studie somit nicht im Zusammenhang stehender, intrakranieller Blutungen.

Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4: Ergebnisse der Testung auf Unterschiede des nicht-respiratorischen Outcomes bei den im Zeitraum
von 2008 bis 2012 an der Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin der Universitatsklinik Ulm in die Studie aufge-
nommenen Frihgeborenen (n = 71) unter milder Hyperkapnie (Kontrollgruppe) bzw. unter moderater permis-
siver Hyperkapnie (Interventionsgruppe). PDA — persistierender Ductus arteriosus; ROP — Retinopatia prae-
maturorum; NEC — nekrotisierende Enterokolitis; IVH — intraventrikulare Hamorrhagie.

Variable Behandlungsgruppe p-Wert

milde Hyperkapnie moderate permissive

Hyperkapnie
. (n = 35) (n = 34)
PDA 14 (40 %) 10 (29 %) 0,45
. (n = 35) (n=34)
ROP 16 (46 %) 12 (35 %) 0.47
. (n = 34) (n = 34)
nEe 0(0 %) 4.(12 %) 0.1
Schadelstatus (n=33) (n=34) 043
normal 29 (88 %) 32 (94 %) ’
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IVH* (n = 33) (n = 33)
alle Grade 11 (33 %) 11 (33 %) 1,00
Grad 3-4 2 (6 %) 3 (9 %) 1,00

* berechnet mit dem Exakten Test nach Fisher; alle anderen mit Mann-Whitney Rank Sum Test

Wie Tabelle 4 veranschaulicht, bestand auch bezlglich der Variablen PDA, ROP,
NEC, Schadelstatus und IVH kein wesentlicher Unterschied, so dass die beiden

Patientengruppen in dieser Hinsicht als vergleichbar zu betrachten sind.

Zusatzlich wurden Unterschiede bezlglich des respiratorischen Outcomes im Al-
tern von 36 Wochen post menstruationem gesucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle

5 dargestellt.

Tabelle 5: Ergebnisse der Testung auf Unterschiede des respiratorischen Outcomes bei den im Zeitraum von
2008 bis 2012 an der Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin der Universitatsklinik Ulm in die Studie aufgenom-
menen Frihgeborenen (n = 71) unter milder Hyperkapnie (Kontrollgruppe) bzw. unter moderater permissiver
Hyperkapnie (Interventionsgruppe). PIE — pulmonales interstitielles Emphysem.

Variable Behandlungsgruppe p-Wert

moderate permissive
milde Hyperkapnie P

Hyperkapnie

s , . (n = 34) (n=34)
endgultig extubiert 36 Wo. pm 34 (100 %) 34 (100 %) 1,00
Alter bei Extubation [d] (n =34) (n=34)
Mittelwert + SD 25,8 + 18,1 22,6 £19,8 0,36
Median (Min; Max) 25,5 (2; 74) 19 (2; 77)
endgiiltig kein CPAP 36 Wo. pm* (n = 34) (n=34) 0,43

’ 32 (94 %) 29 (85 %) ’

Alter bei CPAP absetzen [d] (n=32) (n=29)
Mittelwert + SD 53,9+ 20,0 45,8 + 20,2 0,12
Median (Min; Max) 58 (7; 80) 48 (7;74)
mechanische Atemhilfe [h] (n=29)
Mittelwert + SD 1199,7 £ 544 4 1087,5 + 523,6 0,27
Median (Min; Max) 1258 (152; 2143) 1140 (42; 2059)

. ; (n = 34) (n=34)
vollstandig O, entwdhnt 36 Wo. pm 28 (82 %) 28 (82 %) 1,00
mittlerer FiO,
Mittelwert + SD 0,32+0,14 0,31+£0,10 0,56
Median (Min; Max) 0,27 (0,22; 0,89) 0,28 (0,22; 0,72)
Pneumothorax* 3 (8 %) 0 (0 %) 0,24
Lungenblutung® 1(3 %) 1(3 %) 1,00
PIE* 4 (1 %) 0 (0 %) 0,12

* berechnet mit dem Exakten Test nach Fisher; alle anderen mit Mann-Whitney Rank Sum Test

In einer letzten Analyse wurde auf Unterschiede im primaren Outcome BPD/Tod
zwischen den beiden Gruppen untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 dar-

gestellt. Im unteren Abschnitt werden die Daten der explorativ erhobenen Diagno-
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se BPD aufgeflhrt. Die explorative Bestimmung der BPD erfolgte, wie in Abbil-

dung 1 illustriert, nach den Diagnosekriterien von Jobe und Bancalari [40].

Tabelle 6: Ergebnisse der Testung auf Unterschiede des primaren Outcomes BPD/Tod bei den im Zeitraum
von 2008 bis 2012 an der Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin der Universitatsklinik Ulm in die Studie aufge-
nommenen Frihgeborenen (n = 71) unter milder Hyperkapnie (Kontrollgruppe) bzw. unter moderater permis-
siver Hyperkapnie (Interventionsgruppe).

Variable Behandlungsgruppe p-Wert

moderate permissive
milde Hyperkapnie P

Hyperkapnie
s _ ' keine BPD 26 (75 %) 26 (74 %) 1,00
@O |
S S | BPD 8 (22 %) 8 (23 %) 1,00
a P
@a | Tod 2 (6 %) 1(3 %) 1,00
' keine BPD 4 (11 %) 6 (17 %) 0,73
> 3 _
Z (n = 35)
s BPD 30 (83 %) 28 (80 %) 0.73
S | mid 22 (73 %) 19 (68 %) 0,78
X" | moderat 3 (10 %) 3 (11 %) 1,00
A | schwer 5(17 %) 6 (21 %) 0,74
[T (n = 35)
0,
@ | Tod 2(6 %) ! 3o 1,00

Wie aus Tabelle 6 ersichtlich, gibt es trotz der unterschiedlichen Beatmungsstra-
tegien keinen Unterschied im Uberleben und der Inzidenz der BPD bzw. Tod. 3
der in die Studie aufgenommenen Frihgeborenen verstarben aufgrund von
schweren intraventrikularen Blutungen (n = 1), schwerer pulmonaler Hypoplasie
(n = 1) und extremer Unreife (n = 1). Dies fuhrt zu einer Gesamtuberlebensrate

von 95,8 % (Kontrollgruppe 94,4 %, Interventionsgruppe 97,1 %).

Bezuglich des respiratorischen Outcomes besteht, wie oben aufgefuhrte Daten
zeigen, zwischen den beiden Gruppen kein Unterschied. Dies deutet daraufhin,
dass es hinsichtlich der beatmungsbedingten Lungenschaden abhangig von der

Beatmungsstrategie keinen Unterschied gibt.

Der mittlere FiO, unterschied sich bei beiden Gruppen nicht. Dies zeigt, dass in
beiden Gruppen ahnliche klinische Schweregrade der Lungenerkrankung vorla-

gen.
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3.2 Testungen der Hypothese

In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse der Analyse der Tracheal-

sekretproben dargestellt.

In Abschnitt 3.2.1 werden die Ergebnisse der Hypothese 1 und in Abschnitt 3.2.2
die Ergebnisse der Hypothese 2 dargestellt.

3.2.1 Ergebnisse zu Hypothese 1

Die Hypothese 1 ging davon aus, dass mittels moderater permissiver Hyperkapnie
verglichen zu milder hyperkapnischer Beatmung die Konzentration proinflammato-
rischer Zytokine und saurer Sphingomyelinase im Trachealsekret reduziert werden

kann.

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der gemischten Modelle darge-
stellt. Es werden zunachst jeweils die Ergebnisse hinsichtlich des Haupteffekts der
Versuchsbedingung bereinigt um den Effekt des Messzeitpunktes (Tabelle 7) so-
wie des Haupteffekts des Messzeitpunktes bereinigt um den Effekt der Versuchs-

bedingung (Tabelle 8) illustriert.

FUr den Parameter Nitrotyrosin konnten keine Berechnungen erfolgen, da der ana-
lysierte Wert bis auf einzelne Ausnahmen unabhangig der Versuchsbedingung
bzw. unabhangig des Messzeitpunktes unter der Nachweisgrenze lag. Aufgrund
dessen wurde in den folgenden Tabellen auf die Angabe von Nitrotyrosin verzich-
tet.

Zusammenfassend ist anzumerken, dass die statistische Analyse der Hypothese 1
bezogen auf die untersuchten Parameter keine eindeutigen Ergebnisse ergab,
sodass die Hypothese nicht bestatigt werden konnte. Es konnte bezogen auf die
Versuchsbedingungen bereinigt um den Effekt des Messzeitpunktes bei keinem
der Parameter ein signifikanter Unterschied ermittelt werden. Ebenso ergab sich
an den einzelnen Messzeitpunkten kein statistisch signifikanter Unterschied zwi-

schen den beiden Gruppen.
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Tabelle 7: Ergebnisse des Haupteffekts des PaCO,-Zielbereiches fiir die analysierten Parameter bei den im
Zeitraum von 2008 bis 2012 an der Klinik fir Kinder- und Jugendmedizin der Universitatsklinik Ulm in die
Studie aufgenommenen Frihgeborenen (n = 71) unter milder Hyperkapnie (Kontrollgruppe) bzw. unter mode-
rater permissiver Hyperkapnie (Interventionsgruppe).

Parameter p-Wert Parameter p-Wert
IL-6 0,44 NPY 0,47
IL-8 0,91 LTB, 0,87
IL-10 0,87 TGF-B1 0,26
IL-1B 0,42 Nitrat 0,73
MIP-1a 0,34 ASMase 0,25
Albumin 0,63

Tabelle 8: Ergebnisse des Haupteffekts des Messzeitpunktes der analysierten Parameter bei den im Zeitraum
von 2008 bis 2012 an der Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin der Universitatsklinik Ulm in die Studie aufge-
nommenen Frihgeborenen (n = 71) unter milder Hyperkapnie (Kontrollgruppe) bzw. unter moderater permis-
siver Hyperkapnie (Interventionsgruppe).

Parameter p-Wert Parameter p-Wert
IL-6 0,01 NPY 0,005
IL-8 0,10 LTB, 0,01
IL-10 0,48 TGF-B1 0,10
IL-1B 0,005 Nitrat 0,06
MIP-1a 0,82 ASMase 0,62
Albumin 0,02

Fir die Parameter IL-6, IL-1B3, Albumin, NPY und LTB4 kann unabhangig von der
Gruppenzugehdrigkeit ein signifikanter Effekt des Messzeitpunktes nachgewiesen
werden (Tabelle 8). Wahrend IL-6 mit einer signifikant hdheren Konzentration an
Lebenstag 2 und 7 einen zweigipfligen Verlauf aufweist, haben IL-13, Albumin,
NPY und LTB4 einen eingipfligen Verlauf. Fir Albumin und NPY lassen sich hier-
bei signifikant erhdhte Konzentrationen an Lebenstag 2 nachweisen. IL-13 und
LTB4 erreichen verglichen mit den tUbrigen Messzeitpunkten an Lebenstag 7 einen
Konzentrationsgipfel. Bei den ubrigen untersuchten Parametern gibt es keinen

signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen Messzeitpunkten.
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In den folgenden Tabellen werden die Ergebnisse der Interaktion zwischen Mess-
zeitpunkt und Versuchsbedingung (Tabelle 9) sowie die Ergebnisse des Ver-

gleichs der beiden Gruppen pro Messzeitpunkt (Tabelle 10) dargestellt.

Tabelle 9: Ergebnisse der Interaktion zwischen Messzeitpunkt der analysierten Parameter und Versuchsbe-
dingung bei den im Zeitraum von 2008 bis 2012 an der Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin der Universitats-
klinik Ulm in die Studie aufgenommenen Friihgeborenen (n = 71) unter milder Hyperkapnie (Kontrollgruppe)
bzw. unter moderater permissiver Hyperkapnie (Interventionsgruppe).

Parameter p-Wert Parameter p-Wert
IL-6 0,92 NPY 0,59
IL-8 0,49 LTB, 0,69
IL-10 0,73 TGF-B1 0,92
IL-1B 0,94 Nitrat 0,60
MIP-1a 0,24 ASMase 0,08
Albumin 0,98

Tabelle 10: Ergebnisse des Vergleichs der beiden Gruppen pro Messzeitpunkt bei den im Zeitraum von 2008
bis 2012 an der Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin der Universitatsklinik Ulm in die Studie aufgenommenen
Frihgeborenen (n = 71) unter milder Hyperkapnie (Kontrollgruppe) bzw. unter moderater permissiver Hyper-
kapnie (Interventionsgruppe).

p-Wert

Parameter

LT 2 LT 4 LT 7 LT 14 LT 21
IL-6 0,44 0,74 0,52 1,00 0,60
IL-8 0,82 0,30 1,00 0,51 0,80
IL-10 0,51 0,78 0,34 0,74 0,36
IL-18 0,15 0,70 0,84 0,88 0,32
MIP-1a 0,88 0,77 0,12 0,72 0,70
Albumin 0,53 0,28 0,56 0,88 0,50
NPY 0,80 0,31 0,33 0,81 0,85
LTB, 1,00 0,73 0,95 0,61 0,35
TGF-B1 0,39 0,54 0,55 0,41 0,95
Nitrat 0,66 0,96 0,96 0,40 1,00
ASMase 0,23 0,27 0,56 0,26 1,00

Bei keinem der untersuchten Parameter ergab sich, wie aus den obigen Tabellen
ersichtlich, an den einzelnen Messzeitpunkten ein statistisch signifikanter Unter-

schied zwischen den beiden Gruppen.
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Bei Betrachtung der einzelnen Konzentrationsverlaufe zeigt sich flr die Parameter
IL-6, LTB4 und IL-10 ein ahnlicher Verlauf (Abbildung 6-8). Der Verlauf der ge-
nannten Parameter Uber den gesamten Messzeitraum betrachtet, scheint sowohl
in der Interventionsgruppe als auch in der Kontrollgruppe mit tendenziell héchsten
Konzentrationen an Lebenstag 2 und 7 zweigipflig zu sein. Insgesamt kommt es
bis zu Lebenstag 21 zu einem Abfall der Konzentrationen. Im Vergleich der beiden
Gruppen an den einzelnen Messzeitpunkten fallt auf, dass die Kontrollgruppe bis
auf Lebenstag 4 bei allen drei Parametern hohere Konzentrationen aufweist als

die Interventionsgruppe.
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Abbildung 6: Boxplots der Analysedaten des Parameters Interleukin-6 (IL-6) in Abhangigkeit der funf Mess-
zeitpunkte und der Versuchsbedingung bei den im Zeitraum von 2008 bis 2012 an der Klinik fir Kinder- und
Jugendmedizin der Universitatsklinik Ulm in die Studie aufgenommenen Frihgeborenen (n = 71) unter milder
Hyperkapnie (MHC, Kontrollgruppe) bzw. unter moderater permissiver Hyperkapnie (PHC, Interventionsgrup-

pe).
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Abbilung 7: Boxplots der Analysedaten des Parameters Leukotrien B4 (LTB4) in Abhangigkeit der funf Mess-
zeitpunkte und der Versuchsbedingung bei den im Zeitraum von 2008 bis 2012 an der Klinik fir Kinder- und
Jugendmedizin der Universitatsklinik Ulm in die Studie aufgenommenen Frihgeborenen (n = 71) unter milder
Hyperkapnie (MHC, Kontrollgruppe) bzw. unter moderater permissiver Hyperkapnie (PHC, Interventionsgrup-

pe).
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Abbildung 8: Boxplots der Analysedaten des Parameters Interleukin-10 (IL-10) in Abhangigkeit der funf Mess-
zeitpunkte und der Versuchsbedingung bei den im Zeitraum von 2008 bis 2012 an der Klinik fur Kinder- und
Jugendmedizin der Universitatsklinik Ulm in die Studie aufgenommenen Frihgeborenen (n = 71) unter milder
Hyperkapnie (MHC, Kontrollgruppe) bzw. unter moderater permissiver Hyperkapnie (PHC, Interventionsgrup-

pe).
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Die Parameter IL-13 und MIP-1a (Abbildung 9 und 10) scheinen bei Betrachtung
Uber den gesamten Messzeitraum mit einem Konzentrationsgipfel an Lebenstag 7
hingegen einen eingipfligen Verlauf zu nehmen. Wahrend IL-1B3 in der Kontroll-
gruppe gleichermalien wie in der Interventionsgruppe einen Anstieg an Lebenstag
7 verzeichnet und vergleichbar hohe Konzentrationen erreicht, kommt es bei MIP-
1a an Lebenstag 7 nur in der Kontrollgruppe zu einem Anstieg der Konzentration.
An den ubrigen Messzeitpunkten konnten bei beiden Parametern sowohl in der
Interventionsgruppe als auch in der Kontrollgruppe deutlich geringere Konzentrati-
onen ermittelt werden. Beim Vergleich der beiden Gruppen an den einzelnen
Messzeitpunkten scheint es bei MIP-1a bis auf Lebenstag 7 kaum Unterschiede
zwischen der Interventionsgruppe und der Kontrollgruppe zu geben. IL-1B, wah-
renddessen, weist an Lebenstag 2, 14 und 21 in der Kontrollgruppe tendenziell

hdhere Konzentrationen auf als die Interventionsgruppe.
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Abbildung 9: Boxplots der Analysedaten des Parameters Interleukin-13 (IL-1B) in Abhangigkeit der funf Mess-
zeitpunkte und der Versuchsbedingung bei den im Zeitraum von 2008 bis 2012 an der Klinik fur Kinder- und
Jugendmedizin der Universitatsklinik Ulm in die Studie aufgenommenen Frihgeborenen (n = 71) unter milder
Hyperkapnie (MHC, Kontrollgruppe) bzw. unter moderater permissiver Hyperkapnie (PHC, Interventionsgrup-

pe).
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Abbildung 10: Boxplots der Analysedaten des Parameters Macrophage Inflammatory Protein-1a (MIP-1a) in
Abhangigkeit der funf Messzeitpunkte und der Versuchsbedingung bei den im Zeitraum von 2008 bis 2012 an
der Klinik fir Kinder- und Jugendmedizin der Universitatsklinik Ulm in die Studie aufgenommenen Frihgebo-
renen (n = 71) unter milder Hyperkapnie (MHC, Kontrollgruppe) bzw. unter moderater permissiver Hyper-
kapnie (PHC, Interventionsgruppe).

Bei Betrachtung der Verlaufe von Nitrat (Abbildung 11) ist auffallend, dass sich die
Konzentrationen sowohl Uber den Messzeitraum als auch im Vergleich der beiden
Gruppen an den einzelnen Messzeitpunkten kaum unterscheiden. Es scheint an-
ders als bei IL-18 und MIP-1a an Lebenstag 2 im Vergleich zu den Ubrigen Mess-
zeitpunkten in beiden Gruppen eine geringfligig hdhere Konzentration nachweis-

bar zu sein.
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Abbildung 11: Boxplots der Analysedaten des Parameters Nitrat in Abhangigkeit der funf Messzeitpunkte und
der Versuchsbedingung bei den im Zeitraum von 2008 bis 2012 an der Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin
der Universitatsklinik Ulm in die Studie aufgenommenen Frihgeborenen (n = 71) unter milder Hyperkapnie
(MHC, Kontrollgruppe) bzw. unter moderater permissiver Hyperkapnie (PHC, Interventionsgruppe).

Vergleichbar zu Nitrat haben die Parameter Albumin und NPY (Abbildung 12 und
13) ebenfalls geringfligig hdhere Konzentrationen an Lebenstag 2 aufzuweisen.
Bei Albumin beschrankt sich dies jedoch auf die Kontrollgruppe, wahrend es in der
Interventionsgruppe an Lebenstag 4 scheinbar zu einem Anstieg kommt. Sowohl
bei Albumin als auch bei NPY lassen sich an den einzelnen Messzeitpunkten ins-
besondere an Lebenstag 7 und 14 bei Albumin und zusatzlich an Lebenstag 2 bei
NPY im Median vergleichbare Konzentrationen zwischen den beiden Gruppen
nachweisen. Bei beiden Parametern kommt es betrachtet Uber den Messzeitraum
innerhalb der jeweiligen Gruppe nur zu geringfligigen Anderungen der Konzentra-

tion.

Bei Betrachtung der Verlaufe von TGF-31 (Abbildung 14) fallt besonders auf, dass
es in der Kontrollgruppe Uber alle finf Messzeitpunkte scheinbar zu keiner Kon-
zentrationsanderung kommt, wahrend die Interventionsgruppe im gesamten

Messzeitraum hohere und alternierende Konzentrationen aufweist.
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Abbildung 12: Boxplots der Analysedaten des Parameters Albumin in Abhangigkeit der funf Messzeitpunkte
und der Versuchsbedingung bei den im Zeitraum von 2008 bis 2012 an der Klinik fir Kinder- und Jugendme-
dizin der Universitatsklinik Ulm in die Studie aufgenommenen Friihgeborenen (n = 71) unter milder Hyper-
kapnie (MHC, Kontrollgruppe) bzw. unter moderater permissiver Hyperkapnie (PHC, Interventionsgruppe).
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Abbildung 13: Boxplots der Analysedaten des Parameters Neuropeptid Y (NPY) in Abhangigkeit der funf
Messzeitpunkte und der Versuchsbedingung bei den im Zeitraum von 2008 bis 2012 an der Klinik fur Kinder-
und Jugendmedizin der Universitatsklinik Ulm in die Studie aufgenommenen Frihgeborenen (n = 71) unter
milder Hyperkapnie (MHC, Kontrollgruppe) bzw. unter moderater permissiver Hyperkapnie (PHC, Interventi-

onsgruppe).
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Abbildung 14: Boxplots der Analysedaten des Parameters Transforming Growth Factor-B1 (TGF-31) in Ab-
hangigkeit der funf Messzeitpunkte und der Versuchsbedingung bei den im Zeitraum von 2008 bis 2012 an
der Klinik fir Kinder- und Jugendmedizin der Universitatsklinik Ulm in die Studie aufgenommenen Frihgebo-

renen (n = 71) unter milder Hyperkapnie (MHC, Kontrollgruppe) bzw. unter moderater permissiver Hyper-
kapnie (PHC, Interventionsgruppe).

Die Parameter IL-8 und ASMase (Abbildung 15 und 16) heben sich bei Betrach-
tung der Verlaufe von den bereits beschriebenen Parametern ab. Bei IL-8 tendiert
die Interventionsgruppe an Lebenstag 2, 4 und 7 und bei ASMase an Lebenstag 2,
4 und 14 zu wesentlich hoheren Konzentrationen als die Kontrollgruppe. Bei IL-8
kommt es anders als bei ASMase ab Lebenstag 4 in der Interventionsgruppe zu
einem Abfall der Konzentrationen, wahrend es bei ASMase hingegen in der Inter-
ventionsgruppe an Lebenstag 14 zu einem weiteren deutlichen Anstieg der Kon-

zentration kommt.
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Abbildung 15: Boxplots der Analysedaten des Parameters Interleukin-8 (IL-8) in Abhangigkeit der finf Mess-
zeitpunkte und der Versuchsbedingung bei den im Zeitraum von 2008 bis 2012 an der Klinik fir Kinder- und
Jugendmedizin der Universitatsklinik Ulm in die Studie aufgenommenen Frihgeborenen (n = 71) unter milder
Hyperkapnie (MHC, Kontrollgruppe) bzw. unter moderater permissiver Hyperkapnie (PHC, Interventionsgrup-

pe).
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Abbildung 16: Boxplots der Analysedaten des Parameters saure Sphingomyelinase (ASMase) in Abhangigkeit
der finf Messzeitpunkte und der Versuchsbedingung bei den im Zeitraum von 2008 bis 2012 an der Klinik fur
Kinder- und Jugendmedizin der Universitatsklinik Ulm in die Studie aufgenommenen Frihgeborenen (n = 71)
unter milder Hypekapnie (MHC, Kontrollgruppe) bzw. unter moderater permissiver Hyperkapnie (PHC, Inter-
ventionsgruppe).
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3.2.2 Ergebnisse zu Hypothese 2

Die Hypothese 2 lautete, dass anhand der Messung der proinflammatorischen
Mediatoren und saurer Sphingomyelinase eine Aussage Uber die Entwicklung ei-

ner BPD erfolgen kann.

Zur Priufung eines pradiktiven Faktors einer BPD wurden logistische Regressions-
analysen durchgefuhrt. Hierbei wurden nur univariate Modelle untersucht, da die

Anzahl der Patienten mit dem primaren Endpunkt BPD/Tod sehr gering war.

In den folgenden Tabellen sind die Ergebnisse der logistischen Regressionsanaly-

se der Baselinewerte von Lebenstag 2, 4, 7, 14 und 21 dargestellt.

Wie bereits oben aufgefuhrt konnten flr den Parameter Nitrotyrosin keine Berech-
nungen erfolgen. Fur die Parameter IL-10, NPY und Nitrat konnte das Modellfit
keine sinnvollen Ergebnisse liefern. Daher wurden diese Parameter flr diese Fra-

ge nicht weiter berucksichtigt.

Tabelle 11: Ergebnisse der logistischen Regressionsanalyse der Baselinewerte an Lebenstag 2.

Parameter p-Wert Parameter p-Wert
IL-6 0,45 Albumin 0,46
IL-8 0,66 LTB, 0,45
IL-1B 0,73 TGF-B1 0,09
MIP-1a 0,15 ASMase 0,70

Tabelle 12: Ergebnisse der logistischen Regressionsanalyse der Baselinewerte an Lebenstag 4.

Parameter p-Wert Parameter p-Wert
IL-6 0,84 Albumin 0,71
IL-8 0,38 LTB, 0,66
IL-1B 0,46 TGF-B1 0,79
MIP-1a 0,42 ASMase 0,75
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Tabelle 13: Ergebnisse der logistischen Regressionsanalyse der Baselinewerte an Lebenstag 7.

Parameter p-Wert Parameter p-Wert
IL-6 0,69 Albumin 0,40
IL-8 0,25 LTB, 0,75
IL-1B 0,27 TGF-B1 0,44
MIP-1a 0,42 ASMase 0,73

Tabelle 14: Ergebnisse der logistischen Regressionsanalyse der Baselinewerte an Lebenstag 14.

Parameter p-Wert Parameter p-Wert
IL-6 0,26 Albumin 0,85
IL-8 0,52 LTB, 0,79
IL-1B 0,46 TGF-B1 0,44
MIP-1a 0,71 ASMase 0,59

Tabelle 15: Ergebnisse der logistischen Regressionsanalyse der Baselinewerte an Lebenstag 21.

Parameter p-Wert Parameter p-Wert
IL-6 0,66 Albumin 0,47
IL-8 0,25 LTB, 0,26
IL-1B 0,32 TGF-B1 0,85
MIP-1a 0,76 ASMase 0,65
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4 Diskussion

41 Diskussion der Ergebnisse der getesteten Hypothesen

Es wurden bereits einige Studien bezlglich der Verwendung von permissiver Hy-
perkapnie (PHC) durchgeflhrt. Einige von ihnen ergaben, dass permissive Hyper-
kapnie die Entwicklung einer BPD reduzieren kdnnte. Keine dieser Studien unter-
suchte bislang jedoch, ob die beobachtete klinische Verbesserung mit einer ver-
minderten Zahl an inflammatorischen Mediatoren im Trachealsekret assoziiert ist.
Die Hypothese 1 vermutete entsprechend, dass mittels moderater permissiver Hy-
perkapnie im Vergleich zur milden hyperkapnischen Beatmung die Konzentration
proinflammatorischer Zytokine und saurer Sphingomyelinase im Trachealsekret
reduziert werden kann. Dies sollte Ausdruck der Tatsache sein, dass durch mode-
rate permissive Hyperkapnie die Lungenschadigung im Vergleich zu milder hyper-
kapnischer Beatmung gesenkt werden kann. In zahlreichen Studien konnte ge-
zeigt werden, dass im Trachealsekret beatmeter Frihgeborener, die fur die Ent-
wicklung einer BPD anfallig sind, ohne Vorliegen einer bakteriellen Kolonisation
eine vermehrte Rekrutierung von inflammatorischen Zellen und eine erhdéhte Zahl
an inflammatorischen Mediatoren nachgewiesen werden kann [30, 31, 34, 66,
104]. Diese Beobachtung wurde bereits 1983 von Merritt et al. beschrieben und
durch weitere nachfolgende Studien unterstitzt [33, 66]. Die Ergebnisse mehrerer
Studien zeigen erhohte Konzentrationen von IL-1B8, MIP-1a und TGF-B1 im
Trachealsekret von Kindern, die spater eine BPD entwickelten [7, 49, 50, 69, 93,
96]. IL-1p stimuliert als eines der wichtigsten Zytokine in der Entzindungsreaktion
[29, 32, 42, 93] indirekt die Proliferation von Fibroblasten [7] und fordert so die
Ausbildung einer Lungenfibrose. Ahnlich fungieren MIP-1a und TGF-B1 als pro-
fibrotische Mediatoren [48, 49, 69, 93, 94, 96]. TGF-B1 wird hierbei im Rahmen
von Gewebereparatur- und Heilungsprozessen induziert [7, 57] und fihrt in der
Folge zu einer Steigerung der Fibronektin- und Prokollagentranskription durch Fi-
broblasten [48, 49]. Kommt es zu einer uberschielienden Bildung von TGF-B1,
wird die normale Lungenentwicklung moglicherweise gehemmt und die Entwick-
lung einer Lungenfibrose begunstigt [7, 49, 96]. AulRerdem konnten Kotecha et al.

(1995) sowie Groneck et al. (1994) im Trachealsekret von Kindern mit erhdhtem
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Risiko an einer BPD zu erkranken erhdhte Konzentrationen von IL-8 nachweisen
[30, 47]. Dies steht im Gegensatz zu einer Studie von Thome et al. (1998), die
keinen statistisch signifikanten Unterschied der IL-8 Konzentration zwischen Kin-
dern, die eine BPD entwickelten, und der Kontrollgruppe ermitteln konnten [104].
IL-8 erhoht als wichtigster chemotaktischer Faktor der Lunge durch die Stimulation
von Neutrophilen zur Sekretion von PAF die mikrovaskulare Permeabilitat und
tragt wie LTB4 zur Entstehung eines Lungenddems bei [23, 30]. Auch das multi-
funktionelle Zytokin IL-6 fUhrt in in vitro Studien zu einer vaskularen Permeabili-
tatssteigerung [3, 45, 50]. Als weiterer Parameter mit Auswirkung auf die vaskula-
re Permeabilitdt wurde Neuropeptid Y, ein von Nervenzellen freigesetzter Mediator
[37], analysiert. Groneck et al. (1994) konnten bei Neugeborenen mit einem Risiko
fur eine BPD, verglichen mit gesunden Kontrollkindern, héhere Konzentrationen
von LTB4 ermitteln [30, 31, 93]. Entsprechend beschrieben Bagchi et al. (1994)
sowie Kotecha et al. (1996) bei Kindern, die im Verlauf eine BPD entwickelten, im
Vergleich zur Kontrollgruppe in der bronchoalveolaren Lavage eine signifikant er-
hdhte Konzentration von IL-6 [3, 50]. Durch eine gesteigerte mikrovaskulare Per-
meabilitat wird es moglich, dass Molekile wie Albumin vom Plasma ins Interstitium
oder die Alveolen durchsickern [33]. Damit konnte die Konzentration von Albumin
in der bronchoalveolaren Lavage in klinischen und experimentellen Studien als
Malf} fur die mikrovaskulare Permeabilitat verwendet werden [29, 30, 115]. Frihere
Studien wiesen in diesem Zusammenhang eine Assoziation zwischen der Entwick-
lung einer BPD und erhéhten Konzentrationen von Albumin nach [28, 30, 93, 104,
115].

Die Parameter Nitrat und ASMase werden aufgrund ihrer von den inflammatori-
schen und chemotaktischen Mediatoren abweichenden Funktionen gesondert be-
trachtet. Studien lassen vermuten, dass Peroxynitrit zu einer Schadigung des Al-
veolarepithels und des pulmonalen Surfactantsystems fuhrt. Dementsprechend
konnten in Lungen von Erwachsenen und Kindern mit akuter Lungenschadigung
Peroxynitrit sowie seine Zerfallsprodukte Nitrit/Nitrat und Nitrotyrosin nachgewie-
sen werden [87, 121-123]. Im Falle einer Zellschadigung katalysiert ASMase die
Hydrolyse von Sphingomyelin zu Ceramid [10, 24, 58], das die zellulare Antwort
auf Stress, Zytokine und proapoptotische Stimuli reguliert [24]. Damit werden er-

hohte Konzentrationen von ASMase im Trachealsekret von Kindern mit einer Lun-
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genschadigung erwartet.

Die statistische Analyse der Hypothese 1 ergab bezogen auf die untersuchten Pa-
rameter keine eindeutigen Ergebnisse, so dass die Hypothese nicht bestatigt wer-
den konnte. Bezogen auf die Versuchsbedingungen bereinigt um den Effekt des
Messzeitpunktes konnte bei keinem Parameter ein signifikanter Unterschied ge-

funden werden.

Fur die Parameter IL-6, IL-8, IL-10, IL-1B, LTB4, TGF-B1, MIP-1qa, Nitrat, Aloumin,
NPY und ASMase ergaben sich an den einzelnen Messzeitpunkten entgegen der
aufgestellten Hypothese keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der
Interventionsgruppe und der Kontrollgruppe, womit sich anhand dieser Parameter
statistisch weder ein positiver noch ein negativer Effekt der moderaten permissi-
ven Hyperkapnie nachweisen lasst. Bei Betrachtung der Konzentrationsverlaufe
im Rahmen einer explorativen Analyse ergaben sich jedoch Unterschiede, die im
Folgenden in die Interpretationen miteinbezogen werden. Diese Unterschiede in
den jeweiligen Kurvenverlaufen kdnnten sowohl als positive als auch als negative
Effekte der moderaten permissiven Hyperkapnie interpretiert werden. Aufgrund
der Streuung der Werte bei allen Parametern hatte die Interpretation der Ergeb-
nisse jedoch unter Vorbehalt zu erfolgen. Daher war zu berlcksichtigen, dass die
beobachteten, statistisch nicht signifikanten, Unterschiede rein zufalliger Natur

sein konnen.

Wahrend sich die inflammatorischen Zytokine IL-6, IL-13, TGF-B1 und IL-10 in der
vorliegenden Studie entgegen der aufgestellten Hypothese nicht in eine einheitli-
che Richtung bewegen, fallt bei Betrachtung der chemotaktischen Parameter IL-8,
LTB4 und MIP-1a auf, dass in der Interventionsgruppe im Median fur diese Para-
meter tendenziell etwas geringere Konzentrationen erreicht werden als in der Kon-
trollgruppe. Im Falle von IL-1B kdénnen in der vorliegenden Studie Uber den gesam-
ten Beobachtungszeitraum keine wesentlichen Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen ermittelt werden. In der Interpretation der Ergebnisse lasst sich daher
keine eindeutige Aussage uber die Wirkung der moderaten permissiven Hyper-
kapnie in Bezug auf den Parameter IL-1pB treffen. Die entgegen den Erwartungen
ausbleibende Reduktion der Konzentration in der Interventionsgruppe lasst einen

ausbleibenden Effekt der moderaten permissiven Hyperkapnie vermuten. Anders
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als bei IL-1B zeigt die Analyse der Kurvenverlaufe von TGF-B1 in der Interventi-
onsgruppe tendenziell hdhere Konzentrationen als die Kontrollgruppe. Interpretiert
man diese erhdhten Konzentrationen vor dem Hintergrund oben beschriebener
Zusammenhange, lasst sich annehmen, dass in der vorliegenden Studie durch
moderate permissive Hyperkapnie die Konzentration von TGF-B1 tendenziell ge-
steigert und dadurch das Risiko flr eine BPD ansteigen wirde. Dem steht jedoch
entgegen, dass die tendenziell niedrigeren Konzentrationen von MIP-1a in der In-
terventionsgruppe als ein positiver Effekt der moderaten permissiven Hyperkapnie
im Sinne einer hemmenden Wirkung gewertet werden kdnnten, was mit einem
geringeren Risiko fur eine BPD verbunden ware. Dies ware passend dazu, dass
die Zahl der Beatmungstage, wenn auch nicht signifikant, in der Interventions-
gruppe etwas geringer war als in der Kontrollgruppe. Da das primare Outcome
BPD/Tod in der vorliegenden Studie durch permissive Hyperkapnie nicht beein-
flusst wurde, konnte davon ausgegangen werden, dass sich die positiven und ne-
gativen Effekte der moderaten permissiven Hyperkapnie in diesem Fall gegensei-

tig aufgehoben haben.

Fir die Parameter IL-8, LTB4 und IL-6 konnten in der vorliegenden Studie eben-
falls in der Interventionsgruppe verglichen zur Kontrollgruppe tendenziell geringere
Konzentrationen gemessen werden. Auch flur NPY zeigte sich Uber den Beobach-
tungszeitraum eine Tendenz zu abnehmenden Konzentrationen. So lasst sich
durch die geringeren Konzentrationen in der Interventionsgruppe auch hier ein
positiver Effekt bezlglich der Wirkung der moderaten permissiven Hyperkapnie
annehmen. Wird im Hinblick auf die oben zitierten Studien anhand der tendenziell
geringeren Konzentrationen dieser Parameter in der Interventionsgruppe ein posi-
tiver Effekt bezuglich der Wirkung der moderaten permissiven Hyperkapnie im
Sinne einer antiinflammatorischen Wirkung und dem Ausbleiben einer vaskularen
Permeabilitatssteigerung vermutet, wirden gleichzeitig in der Interventionsgruppe
erniedrigte Konzentrationen von Albumin erwartet werden. Entgegen dieser Erwar-
tung konnte in der vorliegenden Studie jedoch kein Unterschied der Albumin Kon-
zentration zwischen der Interventionsgruppe und der Kontrollgruppe ermittelt wer-
den. Auch in der Analyse des Parameters IL-10, als einzigem der untersuchten
inflammatorischen Zytokine mit antiinflammatorischem Effekt, ergab sich aus dem

Verlauf des Medians keine Tendenz. Entsprechend der Hypothese 1 wurden in
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der Interventionsgruppe erhdhte Konzentrationen an IL-10 erwartet. Dadurch ware
es zu einem Uberwiegen des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 und zur Ver-

minderung des Risikos fur eine BPD gekommen.

In der vorliegenden Studie konnte fur Nitrotyrosin aufgrund der geringen Anzahl an
erhaltenen Trachealsekretproben, wie oben bereits angemerkt, keine verwertbare
Analyse durchgeflhrt werden. Fur Nitrat konnte zwischen der Interventionsgruppe
und der Kontrollgruppe entgegen der Hypothese 1 kein signifikanter Unterschied
der Konzentrationen nachgewiesen werden, was eher auf einen ausbleibenden
Effekt der moderaten permissiven Hyperkapnie schlieBen lasst. Bezlglich des
Nachweises der ASMase gibt es nach dem derzeitigen Kenntnisstand bisher keine
Studie, die eine Aussage Uber den Zusammenhang zwischen ASMase und der
Entwicklung einer BPD treffen kann. Entgegen der Vermutung, dass durch mode-
rate permissive Hyperkapnie die Konzentration an ASMase gesenkt werden kann,
kommt es in der Interventionsgruppe nicht zu einer Verringerung der Konzentrati-
on. FiUr Aussagen Uber die Wirkung der permissiven Hyperkapnie bezogen auf

den Parameter ASMase bedarf es daher weiterer Studien.

Die Hypothese 2 vermutete, dass anhand der Messung der proinflammatorischen
Zytokine und saurer Sphingomyelinase eine Aussage Uber die Entwicklung einer

BPD erfolgen kann.

Es lasst sich bei der statistischen Analyse der Daten fur keinen Parameter ein Zu-
sammenhang zur BPD feststellen. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu man-
chen anderen Studien, die zwischen einzelnen im Trachealsekret nachgewiese-
nen Parametern und der Entwicklung einer BPD einen Zusammenhang vermuten
lieRen. In einer Studie von Thome et al. (1998) konnte zwischen den Parametern
IL-8 und LTB4 und der Entwicklung einer BPD eine Assoziation festgestellt werden
[104]. Weitere Studien konnten zeigen, dass Kinder mit dem Risiko eine BPD zu
entwickeln, erhdhte Konzentrationen an IL-8, IL-6, saurer Sphingomyelinase, MIP-
1a, TGF-B, LTB4 und Albumin hatten [15, 47, 48]. Sie schlussfolgerten wie auch
andere, dass erhdhte Konzentrationen von IL-8 im Trachealsekret einen Marker
fur die Entwicklung einer BPD darstellen kdnnen [15]. Kotecha et al. (1995) sahen
anhand ihrer Ergebnisse die Mdglichkeit IL-8 als pradiktiven Marker fur die Ent-

64



Diskussion

wicklung einer BPD heranzuziehen [47]. Als wesentlicher Parameter wurde hierbei
sowohl von Kotecha et al. [47] als auch von Donnelly et al. (1993) IL-8 erachtet
[15]. Aufgrund der Komplexitat der Entzindungsreaktion konnte jedoch auch an-
hand der bisher vorliegenden Studien keine Aussage Uber den pradiktiven Wert

der gemessenen Konzentrationen gemacht werden.

Vor dem Hintergrund der Ergebnisse der bisher erfolgten Studien ist das Ergebnis
der vorliegenden Studie unter anderem aufgrund der initial bereits kleinen und im
Verlauf weiter regredienten Zahl an Trachealsekretproben bezuglich der Hypothe-
se 2 nicht aussagekraftig genug, um mit den vorliegenden Daten eine Aussage
uber den Zusammenhang von BPD und den einzelnen Parametern treffen zu kon-
nen. Hierzu bedarf es weiterer Langzeitstudien mit groRerer Fallzahl. Ein weiterer
Grund fur die geringe Aussagekraft der Ergebnisse der Hypothese 2 kann die
Streuung der Parameter bei allen vorhandenen Messwerten sein, die unter ande-
rem auf eine biologische Variabilitat schlielen lasst. Aufgrund dieser Variabilitat
konnen kleinere Unterschiede mit der verfugbaren Fallzahl nicht nachgewiesen
werden, allerdings stellt sich bei kleinen Unterschieden auch die Frage, ob diese,

wenn nachgewiesen, klinisch relevant waren.

4.2 Respiratorisches Outcome

Wie im Abschnitt 3.1 veranschaulicht, sind die beiden Gruppen beziglich der Va-
riablen ,endgultig extubiert mit 36 Wochen post menstruationem® und ,vollstandig
ohne zusatzlichen Sauerstoff* dhnlich, dennoch ist bemerkenswert, dass die Kin-
der in der Interventionsgruppe im Mittel friher extubiert und frither vom CPAP
entwohnt werden konnten als Kinder in der Kontrollgruppe. Des Weiteren ist her-
vorzuheben, dass die Kinder der Interventionsgruppe im Mittel ca. 100 h weniger
mechanische Atemhilfe bendtigten. Beides kdnnte auf einen hdheren Atemantrieb
zuruckzufihren sein und nicht zwangslaufig auf eine geringere Lungenerkrankung,
da es sich in der Inzidenz der BPD gemal} der angewandten Definition und dem
Uberleben nicht widerspiegelt. Aus diesem Grund erscheint dieser Unterschied
nicht als klinisch relevant. Bei der Berechnung des p-Wertes zeigte sich diesbe-
zuglich auch kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Dieses
Ergebnis geht konform mit einer Studie von Mariani et al. (1999), die nachweisen

konnten, durch permissive Hyperkapnie die Dauer der Beatmungszeit in den ers-
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ten 96 h senken zu kénnen. Sie konnten allerdings keine statistisch signifikante
Reduktion der Gesamtdauer der Beatmungstage erreichen [62], was allerdings nur
an der kleinen Fallzahl liegen kénnte. In einer Studie des Acute Respiratory Dis-
tress Syndrome Networks (2000) konnte an erwachsenen Patienten gezeigt wer-
den, dass mittels geringerer Tidalvolumina die Zahl der Beatmungstage und Mor-
talitat signifikant reduziert werden kann [100]. Dementsprechend besteht nach ei-
ner von Kraybill et al. (1989) durchgeflhrten retrospektiven multizentrischen Ana-
lyse an 235 ELBW Kindern eine Assoziation zwischen erhdhter Konzentration an
PaCO; in den ersten Lebenstagen und spater reduzierter Inzidenz der BPD [55].
Im Gegensatz hierzu konnte in der vorliegenden Studie in Bezug auf Mortalitat und
Inzidenz der BPD kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen aufgedeckt
werden. Somit muss anhand der vorliegenden Daten angenommen werden, dass
die hyperkapnische Beatmungsstrategie das respiratorische Outcome bezulglich
BPD oder Tod weder positiv noch negativ beeinflusst. Dies entspricht den Ergeb-
nissen von randomisierten kontrollierten Studie von Mariani et al. (1999), Carlo et
al. (2002) sowie Thome et al. (2006) an Frihgeborenen, die mit permissiver Hy-
perkapnie behandelt wurden. Auch sie konnten weder einen nachteiligen noch

gunstigen Effekt der permissiven Hyperkapnie nachweisen [9, 62, 104].

4.3 Interpretation der klinischen Datenanalyse

Gemal der Bestimmung der BPD nach den Diagnosekriterien des Studienproto-
kolls, siehe Abschnitt 2.5.2, hatten 16 Kinder eine BPD, davon jeweils 8 in der In-
terventionsgruppe und in der Kontrollgruppe. Die Diagnose erfolgte nach rein funk-
tionellen Kriterien. Die bereits 1979 postulierte Festlegung anhand radiologischer
Auffalligkeiten wird nicht mehr angewendet, da die Diagnosestellung besser durch
Beurteilung der respiratorischen Funktion als lebenswichtige Funktion, erfolgt. Zu-
dem ist die Diagnosestellung weniger untersucherabhangig als bei der Beurteilung

radiologischer Auffalligkeiten zu erwarten ist.

In einer explorativen Analyse wurde die Diagnose BPD nach den Kriterien der
NICHD ermittelt [40, 101, 107]. Hiernach erhielten 58 Kinder die Diagnose BPD,

30 in der Kontrollgruppe und 28 in der Interventionsgruppe.

Zuruckzufuhren ist dieser deutliche Unterschied auf den Zeitpunkt der Diagnose-
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stellung, der nach den Diagnosekriterien des Studienprotokolls wesentlich spater
erfolgt und zwar in einem postmenstruellen Alter von 36 Wochen, was einem
postnatalen Alter von 42-84 Tagen entspricht. Zu diesem Zeitpunkt kann man da-
von ausgehen, dass die Kinder bereits Uber die akute Phase der respiratorischen
Insuffizienz hinweg sind und tatsachlich nur die Kinder erfasst werden, die Lang-

zeit-Komplikationen nach sich ziehen.

Nach den Kriterien der NICHD wird die Diagnose BPD bereits im Alter von 28 Ta-
gen postnatal festgelegt und im Alter von 36 Wochen post menstruationem erfolgt
nur noch die Schweregradeinteilung. In diesem Alter ist noch ein groRerer Anteil
der Kinder von zusatzlicher Sauerstoffzufuhr abhangig und erflllt somit die Defini-
tion. Nur Kinder, die nach dieser Definition eine moderate oder schwere BPD ent-
wickelten, entsprechen hierbei den Kindern, die nach den Kriterien des vorliegen-

den Studienprotokolls Uberhaupt die Diagnose BPD erhalten.

Im Vergleich zu Studien von Groneck et al. (1993, 1994) und Kotecha et al. (1995,
1996) [28, 30, 47, 49] unterscheidet sich diese Studie insbesondere im Zeitpunkt
der Diagnosestellung der BPD. Die Diagnosestellung der BPD erfolgte in den zu-
vor genannten Studien an Lebenstag 28, wie es in der vorliegenden Studie in der
explorativen Datenanalyse anhand der NICHD-Kriterien erfolgte. Diese Studien
wiesen dadurch eine deutlich hdhere Zahl an BPD erkrankten Kindern auf. Daher
ist der Vergleich der Ergebnisse der vorliegenden Studie mit diesen Ergebnissen

unter Vorbehalt zu beurteilen.

Festzuhalten ist jedoch, dass es unabhangig von der verwendeten Definition der
BPD in der vorliegenden Studie keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl der
BPD erkrankten Kinder zwischen der Interventionsgruppe und der Kontrollgruppe

gibt. Somit entsteht ein Gleichklang der biochemischen und klinischen Ergebnisse.

Andererseits steht es beim prognostischen Wert der BPD-Definition auch nicht
zum Besten. In einer Nachuntersuchung der Teilnehmer der UKOS-Studie zeigte
sich beispielsweise, dass mit Hochfrequenzoszillation beatmete Frihgeborene im
Alter von 12-14 Jahren eine bessere Lungenfunktion hatten als konventionell be-
atmete Kinder [126] obwohl urspringlich kein Unterschied in der BPD-Haufigkeit

gefunden worden war [41].
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4.4 Diskussion des Studienplans

Bei der Analyse der statistischen Ergebnisse ist auch der zugrunde liegende Stu-
dienplan naher zu betrachten. Durch Schwachen desselbigen kdnnen mdglicher-
weise das Ausbleiben erwarteter bzw. das Auftreten unerwarteter Effekte erklart
werden. Im vorliegenden Studiendesign wurden allen Kritiken bisheriger Hyper-

kapnie Studien Rechnung getragen.

Da bisher Uber keine Studie beziglich inflammatorischer Mediatoren im Tracheal-
sekret von Kindern, die mit permissiver Hyperkapnie behandelt wurden, berichtet
wurde, lag keine feste Berechnung fur die Probengréf3e vor. Somit wurden alle
Patienten, die am grof3ten an der PHELBI-Studie teiinehmenden Zentrum aufge-
nommen wurden, eingeschlossen. Aufgrund mangelnden Patientengutes, was
sicherlich auf die engen Einschlusskriterien zurtckzufuhren war, wurde die Sub-
studie ohne statistische Berechnung mit 73 Kindern terminiert. Dadurch, dass nur
Patienten aus der Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin der Universitatsklinik Ulm
in die Studie aufgenommen wurden, konnte einer Variabilitat durch zentrumsspezi-
fische Behandlungsstrategien entgegengewirkt werden. Beim Vergleich der vorlie-
genden Studie mit den bereits erfolgten Studien muss berucksichtigt werden, dass
diese auf unterschiedlichen Strategien und unterschiedlichen analysierten Media-
toren basierten. Beide Gruppen hatten in der vorliegenden Studie eine vergleich-
bare Grole. Durch eine stratifizierte Randomisierung konnte der Problematik be-
gegnet werden, dass die Kinder mit unterschiedlichen Konstitutionen zufallig auf

die Gruppen verteilt wurden.

PaCO,-Zielwerte

Daten bezuglich der permissiven Hyperkapnie bei beatmeten Kindern sind nur
begrenzt existent. Wung et al. waren die Ersten, die Uber Experimente mit permis-
siver Hyperkapnie bei termingerecht geborenen Kindern mit PPHN berichteten.
Sie hielten die PaO, Werte zwischen 50-70 mm Hg und liel3en zu, die PaCO, Wer-
te bis 60 mm Hg zu steigern. In einer Studie von Varughese et al. (2002) wurden
bei Neugeborenen mit hohem Risiko fur eine BPD PaCO, Werte von 45-50 mm

Hg als ,sicher” und ,gut toleriert* erachtet [110].
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In der vorliegenden Studie wurden die PaCO, Werte wahrend der kritischen ersten
Lebenstage nah am Normbereich gesunder Kinder und Erwachsener (PaCO; 35-
45 mm Hgq) orientierend festgelegt und im Anschluss erst allmahlich erhdht, um
den Atemantrieb zu verbessern und die Entwdhnung zu erleichtern. Zwischen der
Interventionsgruppe und der Kontrollgruppe wurde wahrend der gesamten Inter-
vention ein Unterschied von 15 mm Hg geplant. Das Ziel, in der Kontrollgruppe
wahrend der ersten Lebenstage einen PaCO, zwischen 35 und 45 mm Hg beizu-
behalten, hatte bedeutet, dass die meisten Kinder wahrend dieser Zeit an die ma-
schinelle Beatmung gebunden gewesen waren und wurde daher als unethisch
betrachtet. Zudem wurde ein initialer PaCO, Zielwert von 40-50 mm Hg zur Ver-
meidung versehentlicher hypokapnischer Episoden fur sicherer erachtet als ein
Zielwert von 35-45 mm Hg. Weiter wurde erwartet, dass Kinder mit weniger ge-
schadigten Lungen schneller eine suffiziente Spontanatmung entwickeln und
dadurch den PaCO; unter dem Zielwert halten. Die Beatmung muss in diesen Fal-

len weiter reduziert werden um zu versuchen, das Kind zu extubieren.

In der Gruppe der experimentellen Intervention wurde zunachst mit maRig hohen
PaCO, Grenzen um 55-65 mm Hg an Lebenstag 1 bis 3 begonnen. Dies erfolgte
in der Annahme, dass die initialen Grenzen in einem Bereich liegen, der in einigen
Zentren bereits verwendet wurde, ohne dass sich schwere Nebenwirkungen auf-
fallig hauften. Aulkerdem waren diese Werte nur minimal hoéher als diejenigen, in
der von Carlo et al. (2002) durchgeflhrten groften Studie, die keine Zunahme un-
gunstiger Outcomes zeigte [9]. An Lebenstag 4 und 7 wurden die PaCO, Grenzen
weiter erhoht, um bis Lebenstag 7 bis 14 Werte um 65-75 mm Hg zu erreichen, da
mit zunehmendem Alter der Kinder das Risiko intrakranieller Blutungen sinkt. Des
Weiteren wurde erwartet, dass mit steigenden PaCO, Zielwerten die Zahl der Kin-
der, die extubiert werden kénnen, zunimmt. Aus diesem Grund wurde angenom-
men, dass Kinder in der Interventionsgruppe friuher von der maschinellen Beat-
mung entwdhnt werden kénnen und somit das Risiko fur beatmungsinduzierte
Schadigungen minimiert wird. Gleichzeitig sollten die Kinder, die weiterhin ma-
schinell beatmet wurden, von den reduzierten Beatmungsmalnahmen aufgrund
hoéherer PaCO, Zielwerte profitieren, da nach einer metabolischen Adaptation an
hoéhere PaCO, Werte keine unerwlinschten Nebeneffekte erwartet wurden [59]. Zu

diesem Zeitpunkt sind die gunstigen Effekte der moderaten permissiven Hyper-
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kapnie vermutlich durch die potentiell ungunstigen Effekte einer milden hyper-
kapnischen Azidose ausgeglichen. Durch eine schwere hyperkapnische Azidose
kommt es zu vermehrtem zerebralen Blutfluss, der zu Hirnédem, Hirndruck und
IVH fUhren kann. Retrospektive Daten zeigen eine Assoziation zwischen IVH und
schwerer jedoch nicht mit milder Hyperkapnie [59, 99]. Somit geht die Festsetzung
der PaCO; Werte mit einer Abwagung zwischen dem schmalen Grad der er-

wulnschten gunstigen Effekte und potenziell negativen Auswirkungen einher.

Trachealsekretgewinnung, -asservierung und -analyse

Die Trachealsekretgewinnung erfolgte, wie bereits in Kapitel 2, Abschnitt 2.2.1
beschrieben, zu funf definierten Zeitpunkten (Lebenstag 2, 4, 7, 14, 21). Wichtig
zu berucksichtigen ist, dass aufgrund der Tatsache, dass die Abnahme des
Trachealsekrets bei den Frihgeborenen nur bei liegendem Trachealtubus erfolgen
konnte, die Haufigkeit der Entnahme mit zunehmendem Lebensalter abnahm.
Gleichzeitig fuhrte diese Tatsache jedoch auch zu einer Negativselektion, da kran-
kere Fruhgeborene einer langeren Intubation bedurften und dadurch von diesen

Kindern insgesamt mehr Trachealsekret gesammelt werden konnte.

Das abgesaugte Trachealsekret wurde anschlieBend nach seiner Gewinnung
zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert und in Cryotubes bei —18 °C gelagert. Die
so gewonnenen Trachealsekretproben wurden gebundelt innerhalb von 48 h in
einen —80 °C Gefrierschrank uberfuhrt und dort bis zur immunologischen Analyse
aufbewahrt. Kritische Punkte sind hierbei zum einen, dass die Zeiten zwischen
Trachealsekretgewinnung, Zentrifugation, Lagerung bei -18 °C und Verbringung in
den -80 °C Gefrierschrank nicht identisch waren. Diese Zeiten lie3en sich nicht
gleich halten, da das Sammeln des Trachealsekretes nur im Rahmen der indizier-
ten Absaugung erfolgte und dies durch wechselndes Personal durchgeflhrt wur-
de. Die Lagerzeit kdnnte durch Zwischenanalysen bzw. durch einen kurzeren Zeit-
raum der Patienten-Rekrutierung verklrzt werden. In letzterem Fall ware es not-
wendig, multizentrisch Proben systematisch zu sammeln. Hierbei musste aller-
dings, wie oben bereits beschrieben, eine mdgliche Zentrumsvariabilitat [26, 63] in

Kauf genommen werden.

Weiter ist zu beachten, dass die Menge und die Verdinnung des gewonnenen
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Materials sehr unterschiedlich war. Dies war auch in einer Studie von Bagchi et al.
(1994) Diskussionspunkt [3]. Um dieser Tatsache Rechnung zu tragen, wurde zur
Korrektur der ungleichen Verdinnung die Konzentration von slgA bestimmt, die
unabhangig vom Gestationsalter und postnatalem Alter ist, somit als Referenzwert
verwendet werden kann und die gemessenen Werte der einzelnen Parameter zu
slgA in Bezug gesetzt werden kdnnen. Die dennoch existente Streuung der Para-
meter bei allen vorhandenen Messwerten lasst unter anderem auf eine biologische
Variabilitdt schlieRen, die auf Unterschiede im Ausmald der Lungenschadigung
und der antiinflammatorischen Reaktion jedes einzelnen Kindes zurickzuflhren
ist. Da jedes Kind seinen eigenen zeitlichen Verlauf der Expression von Mediato-
ren hat, ergibt die Analyse der Parameter eine grol3e Bandbreite der gemessenen
Konzentrationen und es war nicht von einer Normalverteilung der Daten auszuge-
hen. Letzterem wurde durch Wahl nicht parametrischer Testverfahren Rechnung

getragen.

Statistische Analyse

Die beschriebene Streuung der Werte bezieht sich einerseits auf die Bandbreite
der Ergebnisse an sich, andererseits auf einzelne gemessene Ausreil3er. Beides
kann auf oben angeflhrte kritische Punkte des Studienplans zurlckgefuhrt wer-
den. Fraglich ist jedoch, inwiefern sich die Streuung auf die statistischen Ergeb-
nisse und ihre Validitat auswirkt. Es ist zu diskutieren, ob es statistisch sinnvoll
ware, die Ausreilder aus der statistischen Analyse auszuschlie3en. Vor dem Hin-
tergrund, dass sich unter den gemessenen Parametern abhangig von der Beat-
mungsstrategie zum einen keine eindeutige Tendenz erkennen lasst und zum an-
deren das primare Outcome Tod/BPD durch die Beatmungsstrategie nicht beein-
flusst wurde, ist davon auszugehen, dass sich die vereinzelten Ausreiler nicht
wesentlich auf die Validitat der Ergebnisse auswirken. Im Vergleich zu anderen
Arbeiten ist bezuglich einzelner Ausrei3er nur schwer eine Aussage zu treffen, da
bei den veroffentlichten Arbeiten keine Rohdaten vorliegen. Ergebnisse einer Stu-
die von Thome et al. (1998) [104] lassen anhand der Fehlerbalken vermuten, dass
ebenfalls eine breite Streuung der Werte flr die analysierten Parameter vorlag.
Uber einzelne Ausreier Iasst sich auch hier keine Aussage machen. Dies ist inso-

fern interessant, als dass dieser Studie ein ahnlicher Studienplan zugrunde lag.
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4.5 Fazit

In der Literatur gab es bisher kaum Daten zum Einfluss der permissiven Hyper-
kapnie auf einzelne pro- und antiinflammatorische Mediatoren. Im Vergleich zu
vorhergehenden Studien zur permissiven Hyperkapnie wurde im Gegensatz zu
dieser Studie vor allem hinsichtlich des Effekts auf das klinische Outcome, im Sin-

ne von BPD oder Tod bzw. Dauer der Beatmung, untersucht.

Auf der Grundlage, dass Entziindungsmediatoren im Trachealsekret mit der Ent-
wicklung einer BPD zusammenhangen und der Annahme, dass mittels permissi-
ver Hyperkapnie die Inzidenz der BPD gesenkt werden kann, wurden bei Bearbei-
tung der Hypothese 1 in der Interventionsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe

niedrigere Konzentrationen der analysierten Substanzen erwartet.

Aus den erfolgten Untersuchungen kann geschlossen werden, dass unter Berlck-
sichtigung des diskutierten Studienplans durch die moderate permissive Hyper-
kapnie kein statistisch signifikanter Effekt auf die Konzentration der proinflammato-
rischen Mediatoren ausgeubt wird. Das Ausbleiben des erwarteten Effekts kann
unter anderem im Zusammenhang mit der relativ kleinen Stichprobengrofie disku-
tiert werden. In Abwesenheit eines klaren Trends ist jedoch stark anzuzweifeln,
dass in einer groferen Stichprobe ein signifikanter Unterschied festzustellen ge-
wesen ware. Vielmehr wird bei der Betrachtung der Ergebnisse deutlich, dass das
Ausbleiben der erwarteten Effekte in Bezug auf die Trachealsekretanalyse durch
das klinische Ergebnis bestatigt wird; zwischen den beiden Gruppen besteht be-
zuglich des primaren Outcomes BPD/Tod kein signifikanter Unterschied. Unter
dieser Pramisse ist kein Unterschied bezuglich der Mediatoren im Trachealsekret
zu erwarten. Insofern stimmen die biochemischen und klinischen Resultate tber-
ein.

Bei der Untersuchung der Hypothese 2 konnte ebenfalls kein signifikantes Ergeb-
nis erzielt werden. Hierbei wurde der Frage nachgegangen, ob anhand eines
prognostischen Markers eine Aussage Uber die Entwicklung einer BPD anhand
der Messung proinflammatorischer Mediatoren erfolgen kann und somit die Mog-
lichkeit gegeben ware, Kinder herauszufinden, die mdglicherweise von einer mo-

deraten permissiven Hyperkapnie profitieren wirden.

Da sich weder im klinischen Outcome insbesondere bezlglich der negativen Ef-
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fekte zwischen den beiden Gruppen, noch in den biochemischen Daten signifikan-
te Unterschiede zeigten, lassen die Ergebnisse der vorliegenden Studie am ehes-
ten vermuten, dass eine moderate permissive Hyperkapnie nicht schonender zu
sein scheint als eine milde Hyperkapnie. Dies kdonnte unter anderem darauf zu-
ruckgefuhrt werden, dass eine moderate permissive Hyperkapnie die Lunge zwar
mechanisch weniger belastet, sich aber vermutlich eine zu grolde Anzahl von En-
zymen zu weit aulderhalb ihres pH-Optimums befinden, so dass sich die Effekte
gegenseitig aufheben. Hierzu passt, dass sich in der Trachealsekretanalyse die
untersuchten inflammatorischen Mediatoren und Zytokine nicht in eine einheitliche

Richtung bewegen und keinen Trend erkennen lassen.
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5 Zusammenfassung

Die permissive Hyperkapnie ist eine Beatmungsstrategie, die unter anderem durch
verringerte Tidalvolumina das Risiko flr eine beatmungsinduzierte Lungenschadi-
gung reduzieren und infolge die Inzidenz einer bronchopulmonalen Dysplasie
(BPD) senken soll.

Der vorliegenden prospektiven randomisierten Studie, die im Rahmen der PHE-
LBI-Studie (Permissive Hypercapnia in Extremely Low Birthweight Infants) durch-
gefuhrt wurde, wurde die Hypothese zugrunde gelegt, dass Kinder, die mit mode-
rater permissiver Hyperkapnie (PHC) beatmet wurden, im Vergleich zu Kindern,
die mild hyperkapnisch (MHC) beatmet wurden, aufgrund der geringeren Tidalvo-
lumina und der verminderten Lungendehnung, weniger Lungenschadigung erlei-
den und somit geringere pulmonale Inflammationsreaktionen induziert werden. In
der Folge werden im Trachealsekret der mit moderater permissiver Hyperkapnie
beatmeten Kinder, reduzierte Konzentrationen von inflammatorischen Zytokinen
und Mediatoren (Interleukin-18 (IL-1B), Interleukin 6 (IL-6), Interleukin 8 (IL-8),
macrophage inflammatory protein-1a (MIP-1a), Leukotrien B4 (LTB4), Neuropeptid
Y (NPY), transforming growth factor-B1 (TGF-B1), Albumin, Nitrotyrosin, Nitrat und
saurer Sphingomyelinase (ASMase) erwartet. AuRerdem wurde der Hypothese
nachgegangen, ob anhand des Nachweises erhdhter Konzentrationen spezifischer
inflammatorischer Zytokine und saurer Sphingomyelinase die Entwicklung einer
bronchopulmonalen Dysplasie (BPD) vorhergesagt werden kann, um frihzeitiger

therapeutisch intervenieren zu kdnnen.

Zur Uberpriifung der Hypothesen wurden 73 Friihgeborene mit extrem niedrigem
Geburtsgewicht (Geburtsgewicht = 400 g < 1000 g, Gestationsalter = 23 0/7 Wo-
chen und < 28 6/7 Wochen), die in der Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin der
Universitatsklinik UIm geboren wurden und einer maschinellen Beatmung bedurf-
ten, randomisiert einer Interventionsgruppe (moderate permissive Hyperkapnie)
und einer Kontrollgruppe (milde Hyperkapnie) zugeteilt. Es wurde systematisch an
funf definierten Messzeitpunkten (Lebenstag 2, 4, 7, 14, 21) Trachealsekret ge-
sammelt, das, durch Zentrifugation von zellularen Anteilen befreit, bei -80 °C gela-
gert wurde, bevor es anschlieRend hinsichtlich der oben genannten Parameter,

sowie slgA, als Referenzprotein, laborchemisch analysiert wurde.
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Die statistische Analyse hat fur die untersuchten Parameter entgegen der ersten
aufgestellten Hypothese keinen signifikanten Unterschied zwischen der Interventi-
onsgruppe und Kontrollgruppe erbracht, womit sich anhand dieser Parameter sta-
tistisch weder ein positiver noch ein negativer Effekt der moderaten permissiven
Hyperkapnie nachweisen lasst. Bei der Untersuchung der zweiten Hypothese
konnte ebenfalls kein signifikantes Ergebnis festgestellt werden. Das Ausbleiben
der erwarteten Effekte in Bezug auf die Trachealsekretanalyse wird durch das Kli-
nische Ergebnis bestatigt; zwischen den beiden Gruppen besteht bezuglich des
primaren Outcomes BPD/Tod kein signifikanter Unterschied. Da sich im klinischen
Outcome insbesondere bezlglich der negativen Effekte zwischen den beiden
Gruppen keine signifikanten Unterschiede zeigen, lassen die Ergebnisse der vor-
liegenden Studie am ehesten vermuten, dass eine moderate permissive Hyper-

kapnie nicht schonender zu sein scheint als eine milde hyperkapnische Beatmung.
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