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1 Einleitung

Es konnten bereits groRe Fortschritte in der intensivmedizinischen Versorgung von Friihgeborenen er-
reicht werden. Nichtsdestotrotz ist Friihgeburtlichkeit immer noch mit einem erhéhten Mortalitats-
risiko assoziiert. Frithgeborene leiden sowohl in der Neonatalperiode als auch im Jugend- und Erwach-
senenalter ofters an schwerwiegenden Erkrankungen, die auf die Unreife des Organismus zurlickge-
flhrt werden. Die zentrale Rolle des Blutes in der menschlichen Physiologie im Sinne einer Kommuni-
kation mit allen Organen impliziert, dass Blut den biologischen Zustand bzw. Phdanotypen des Einzelnen
auf Proteinebene widerspiegelt. Folglich eignet sich Blut hervorragend fiir eine systemische Analyse
der Entwicklung Reif- bzw. Friihgeborener. Aufgrund der nur geringen Menge an Blut, die abgenom-
men werden kann, gestaltet sich dies jedoch technisch schwierig. Alle Proteine eines biologischen Sys-
tems, hier des Blutes, werden unter dem Begriff Proteom zusammengefasst. Massenspektrometrie
ermoglicht die Analyse des Blutproteoms anhand kleinster Blutmengen in einem unvoreingenomme-
nen, hypothesenfreien Ansatz. Mit der Implementierung von Trockenblutproben auf Filterkarten
konnte zuséatzlich eine leicht zu handhabende, minimal invasive Methode etabliert werden, die es er-
moglicht, Proteinmuster und potenzielle Biomarker fiir die durchlaufenen Entwicklungsstufen des

frihgeborenen Kindes zu finden.

1.1 Frihgeburtlichkeit

Jahrlich werden ca. 15 Millionen Neugeborene zu frih geboren. Im Jahr 2014 betrug der Anteil aller
Frihgeburten ca. 10,6%, Tendenz steigend (1). Frithgeburtlichkeit wird als Geburt vor Abschluss der
37. Schwangerschaftswoche (SSW) post menstruationem definiert (2). Sie geht mit einer erhéhten
Morbiditat einher und ist mit 35% aller Todesfalle unter Neugeborenen (<28 Tage) und 18% aller
Kinder unter 5 Jahren weltweit die flihrende Todesursache in der padiatrischen Bevolkerung (1). Ins-
gesamt beeinflusst Friihgeburtlichkeit mit den einhergehenden gesundheitlichen Konsequenzen und
Komplikationen sogar ca. 50% aller Todesfdlle im Neugeborenenalter (3). Besonders in Entwicklungs-
landern, vor allem in Siidost-Asien und dem Subsahara-Afrika (80% aller Frithgeburten weltweit), ist
der Anteil mit 12% besonders hoch (1). In Deutschland liegt er im Vergleich bei 9,2% (4). Allerdings ist
die Friihgeburtlichkeitsrate insgesamt geographisch und regional auch innerhalb dhnlich einkommens-
starker Lander sehr variabel (5). Unterschiede konnten ebenfalls in Abhdngigkeit der Bildung der

Mutter und der Ethnizitat gefunden werden (6, 7).

Die WHO teilt Frilhgeborene (FG) in 3 Untergruppen in Abhangigkeit des Gestationsalters (GA) bei
Geburt ein: Geburt vor Abschluss der 28. SSW (extrem friihe Frithgeborene, ,ExtFG*), Geburt zwischen
28+0 und 3146 SSW (sehr friihe Friihgeborene, ,SehrFG*“) und Geburt zwischen 32+0 und 36+6 SSW
(moderat bis spate Friihgeborene, ,SpdtFG“)(8). Der Grof3teil der FG fallt mit 85% in die Gruppe der

1



SpatFG. Nur 5% werden vor Abschluss der 28. SSW und 10% zwischen 28 und 32 SSW geboren (2, 4).
Die Bestimmung des GA erfolgt i.d.R. anhand der letzten Menstruationsblutung der Mutter oder

anhand des Ersttrimester-Ultraschalls.

Das korrigierte Gestationsalter (kGA) wird nach der Geburt herangezogen und beschreibt das GA des
Neugeborenen bei angenommenem physiologischem Schwangerschaftsverlauf. Es berechnet sich aus

GA plus postnatalem Alter.

1.2 Outcome von Friihgeborenen

Neben der Mortalitat steigt mit sinkendem GA ebenfalls das Morbiditatsrisiko von FG an (9, 10). Hau-
fige Komplikationen sind respiratorische, metabolische, neurologische oder infektiologische Erkran-
kungen (2, 11-13). Je nach GA stehen in Abhdngigkeit von der Entwicklung und Unreife der Organe
unterschiedliche Pathologien und damit Erkrankungen im Vordergrund. Sogar eine Geburt in der 38.
bzw. 39. SSW geht mit einem erhéhten Mortalitdts- und Morbiditatsrisiko im Vergleich zu Reifgebore-

nen (RG) mit Geburt mit 40 Gestationswochen einher (14).

Die Uberlebensrate von ExtFG und SehrFG hat sich seit den 90er Jahren durch Fortschritte in der
medizinischen Versorgung (pranatale Kortikosteroide (15), Beatmung, Surfactant (16), Zugang zu
Intensivstationen (17)) stark verbessert (9, 18). Trotz des insgesamt geringen Anteils an FG mit Geburt
vor 32 SSW (15%), machen diese den GroRteil der Todesfalle aus (Mortalitatsrate von 30-50%) (19, 20).
Unter ExtFG ist ,,Unreife” die fihrende Ursache, gefolgt von pulmonalen Erkrankungen (21). Dabei sind
insbesondere das Respiratory Distress-Syndrom (RDS, 95-86% bei Geburt < 28 SSW) sowie die Broncho-
pulmonale Dysplasie (BPD, 67-37% bei Geburt < 30 SSW) zu nennen (22).

Bis zu 60% der ExtFG entwickeln wahrend ihres Krankenhausaufenthalts mindestens einmal eine
bakterielle Infektion (23). Intrauterine und perinatale Infektionen stellen wichtige Risikofaktoren der
Frihgeburtlichkeit dar und tragen durch eine systemische Inflammation zu 40% der Friihgeburten bei
(24). Late-Onset Sepsis und wiederkehrende Bakteriamien fiihren zu einem erhdhten Risiko fiir eine
Schadigung der weiRen Hirnmasse sowie neurologischen Funktionseinschrankungen (25). Neben dem
Gehirn ist auch die friihe Entwicklung anderer Organe, wie z.B. der Lunge, der Niere oder des Auges,
anfillig gegeniber inflammatorischen und hypoxisch-ischdmischen Prozessen (26-29). V.a. ExtFG
leiden neben der bereits genannten BPD an einer Retinopathia praematurorum (ROP) und erkranken
vergleichsweise haufiger an einer nekrotisierenden Enterokolitis (NEC) (14, 20, 21). BPD und ROP sind
unter anderem durch eine inflammatorische Kaskade im Rahmen der Exposition gegeniiber Sauerstoff
und/oder der mechanischen Ventilation bedingt. Dagegen trdgt eine hyperinflammatorische

Immunreaktionen gegenlber intestinalen Bakterien zu der Entstehung der NEC bei (30).



Mit sinkendem GA steigt ebenfalls das Risiko flir entwicklungsneurologische Defizite sowie visuelle und
auditorische Beeintrachtigungen (9, 20). FG, die vor 25 SSW geboren wurden, zeigen signifikant haufi-
ger motorische und insbesondere kognitive Defizite in einem Alter von 30 Monaten als bei Geburt nach
28 SSW. Im sechsten Lebensjahr leiden 40% der ehemals ExtFG an kognitiven Einschrankungen. Jungen
sind dabei starker betroffen als Madchen (31). Klinisch werden oft eine periventrikuldre Leukomalazie
(PVL) oder intraventrikuldre Himorrhagie (IVH) diagnostiziert (20, 21). Epidemiologische Studien sehen

einen Zusammenhang zwischen neonataler Inflammation und neurologischen Langzeitfolgen (30).

Im Vergleich zu RG haben SpatFG ein 3 bis 5-fach erhohtes Mortalitatsrisiko im Neugeborenenalter
(10, 32, 33). Zusatzlich besteht ein bis zu 4-fach erhohtes Risiko fiir medizinische Komplikationen und
eine hohere Rehospitalisierungsrate in den ersten Lebensmonaten (32, 34). Neben Temperatur-
instabilitat, Hypoglykdamien, Kernikterus, Trinkschwache oder epileptischen Anfillen wird bei SpatFG
als eines der haufigsten Komplikationen ein RDS diagnostiziert, wenn auch in einer geringeren

Haufigkeit im Vergleich zu ExtFG und SehrFG (9, 32, 34-39).

Friihgeburtlichkeit geht nicht nur mit einer erhdhten finanziellen Belastung des Gesundheitswesens
einher (40), sondern ist vielmehr mit einer erhéhten Morbiditat auch im Kindes-, Jugend- und Erwach-
senenalter assoziiert. Eine Rolle spielen dabei vor allem Entwicklungsdefizite in den Bereichen Motorik,
Sprache oder soziales Verhalten (13, 41-43) oder eine verminderte Lungenfunktion im Kindes- und
Jugendalter (44, 45). Im Erwachsenenalter konnte ein erhéhtes Risiko fiir u.a. kardiovaskulare, meta-
bolische bzw. endokrinologische und neurologische Erkrankungen sowie chronischer Niereninsuffi-

zienz identifiziert werden (9, 20, 29, 46-51).

Aufgrund der Zunahme der Frithgeburtlichkeitsrate bei gleichzeitig steigender Uberlebensrate der
(extrem friihen) FG (17) in Zusammenhang mit der hohen Morbiditat nicht nur im Neugeborenen-
sondern auch Erwachsenenalter, wird die Notwendigkeit besserer Therapie- und Praventions-
moglichkeiten immer deutlicher. Essenziell hierfiir sind das bessere Verstandnis von Friihgeburtlichkeit
und der (patho-)physiologischen Entwicklung von FG als Grundlage fir das Verstdndnis von

Erkrankungen und damit méglichen Therapieansatzen.

1.3 Organogenese
Biologische Ursache fiir die erhohte Anfalligkeit der FG im Vergleich zu RG ist die Unreife vieler Organe
durch die verkirzte intrauterine Reifung. Insbesondere die Lunge und das Gehirn zeigen eine erhdhte

Vulnerabilitat (52, 53).



1.3.1 Entwicklung des Gehirns

Im dritten Trimester findet eine erhebliche neurologische Entwicklung statt (54, 55). Diese beinhaltet
neben einem bedeutenden Anteil dendritischer und axonaler Verzweigung, eine Differenzierung und
Proliferation von Gliazellen, Synapsenbildung und Myelinisierung (20, 55). Infolge dieser Prozesse
kommt es zu einer 4 bis 5-fachen Zunahme der kortikalen grauen und weilRen Hirnmasse (20). Bei ei-
nem GA von 30 Wochen hat das Gehirn nur 50% des cerebralen Gewichts von RG erreicht, das Cere-
bellum nur 35-40% (20).

Das Hirnrindenwachstum wird v.a. durch eine Zunahme der Oberflache und weniger der Dicke erreicht,
was in einer Faltelung der Hirnrinde resultiert. Mithilfe von MRT-Bildgebungsverfahren konnte eine
positive Korrelation zwischen GA und Hirnrindenoberflache bzw. kortikaler Faltelung gezeigt werden
(55-58). Die Migration der Neuronen in den Cortex erfolgt entlang radialer Gliazellen und ist bis 25
SSW weitgehendst abgeschlossen (55, 56, 59). Die Migration der Gliazellen dagegen findet weiter bis
ins dritte Trimester statt (55, 56). Die Zunahme der Assoziationsfasern und Bildung von Synapsen spielt
vor allem in der spaten intrauterinen Entwicklung und dem friihen postnatalen Leben eine wichtige
Rolle fur die Feinabstimmung des kortikalen Wachstums (58, 60). Die sechs Schichten des Neocortex
sind gegen Ende des 2. Trimesters ausgebildet. Ab dem 7. Monat entstehen die verschiedenen Rinden-

areale (motorisch, sensibel, ...). Die definitive Zytoarchitektur wird erst um die 35. SSW erreicht (61).

Frihgeburtlichkeit unterbricht das koordinierte Wachstum des gesamten Gehirns innerhalb eines
kritischen Zeitraums (60) und stort die Bildung komplexer mikrostruktureller Verbindungen (62). Gliale
Vorlauferzellen reifen nicht zu myelinisierenden Oligodendrozyten heran und es kommt zu einer ver-
minderten Synapsenbildung und einer Vereinfachung des neuronalen Dendritenbaums. Dies resultiert
in einem verminderten kortikalen und subkortikalen Wachstum sowie gestérten neuronalen Ver-
bindungen (63, 64). Im Vergleich zu RG zeigten sich im Gehirn von FG u.a. veranderte thalamokortikale
Bahnen (57). Insgesamt konnte eine Assoziation zwischen abnehmendem GA und beidseitig reduzier-
tem Volumen von Thalamus, Hippocampus, orbitofrontalem und posteriorem Kortex hergestellt
werden (65). Eine atypische Hirnmorphologie von FG ist auch bei fehlender Hirnschadigung (z.B. IVH)
die Folge (60).

Die friihe Exposition gegenliber der extrauterinen Umwelt i.R. der Friihgeburtlichkeit sowie intra-
uterine Faktoren stellen potentiell schadigende Risikofaktoren dar (66). Ein Fokus liegt insbesondere
auf dem Einfluss von akuter und chronischer Hypoxie sowie inflammatorischen Ereignissen. Eine
maternale und intrauterine Infektion bzw. Inflammation wird mit einer perinatalen Schadigung des
Gehirns assoziiert und mit der Entstehung von Ladsionen der weillen Hirnmasse bzw. der Peri-
ventrikuldren Leukomalazie (PVL) in Zusammenhang gebracht (52, 54, 67). Als Reaktion auf aszendie-

rende Mikroorganismen werden proinflammatorische Zytokine (TNF-alpha, IL-6, IF-gamma) vermehrt



von Makrophagen und/oder Astrozyten der geschidigten Hirnregion exprimiert. Die Permeabilitat der
Blut-Hirn-Schranke wird erhéht und Leukozyten kénnen in das Gehirn eintreten. Mikroglia und Astro-
zyten werden aktiviert und eine proinflammatorische Kaskade wird in Gang gesetzt (64, 66).

Die PVL zeichnet sich durch eine multifokale Nekrose der weiflen Substanz insbesondere in den an die
Ventrikel angrenzenden Areale aus (68). Post mortem und experimentelle Daten bringen die Entste-
hung der PVL mit einem Arrest der Oligodendrozyten-Entwicklung in Verbindung (69, 70). Eine gestorte
Myelinisierung ist die Folge (64). Eine mogliche Ursache scheint die Anfalligkeit unreifer Oligo-
dendrozyten gegeniber reaktiven Sauerstoffradikalen zu sein (52), was durch Infektion, Hypoxie, intra-
uterine Wachstumsretardierung und epigenetischer Mechanismen zusatzlich negativ beeinflusst wird
(63, 71). Die selektive Anfalligkeit von Neuronen gegeniiber oxidativem Stress besteht im Gegensatz

dazu nur bei RG (64). Klinisch ist eine hypoxisch-ischamischen Encephalopathie (HIE) die Folge.

Die Retinopathia praematurorum (ROP) ist eine neurovaskulare Erkrankung, die die unreife Retina be-
trifft und zu einer Ablésung der Retina mit daraus resultierender Blindheit fliihren kann. Die Inzidenz
kann Werte bis zu 73% erreichen. Faktoren wie Hyperoxie unterdriicken Wachstumsfaktoren, wodurch
die retinale Vaskularisation beeintrachtigt wird. Die Retina wird infolge unzureichend mit Sauerstoff
versorgt. Dadurch wiederum wird die Vasoproliferation durch Wachstumsfaktoren angeregt, was zu

einer Ablosung der Retina fihren kann (72).

1.3.2 Entwicklung der Lunge

Die physiologische Entwicklung der Lunge erfolgt grofRtenteils intrauterin und folgt einer Reihe auf-
einander abgestimmter Ereignisse, die durch eine Frihgeburtlichkeit signifikant verandert werden.
Der Bronchialbaum verzweigt sich bis zu 16 SSW. Durch die Formierung der luftleitenden Atemwege
und terminalen Bronchiolen bis zu 23 SSW wird die Grundlage flir den Gasaustausch geschaffen.
Kuboidale Epithelzellen differenzieren sich zu Typ I- und Il Pneumozyten und Typ IlI-Pneumozyten
beginnen mit der Produktion von Surfactant. Surfactant ist ein Komplex aus Lipoproteinen. Es reduziert
die Oberflichenspannung am Luft-Wasser-Ubergang und minimiert so die Kollapsneigung der Alveolen
(73). Pneumozyten kdnnen bereits ab 22 SSW nachgewiesen werden, werden aber erst ab 34 bis 36
SSW prominent. Ab 23 SSW nimmt die Anzahl der Sakkuli und Alveolen zu. Diese reifen in ihrer
Funktion fiir den Gasaustausch heran und die Wanddicke der Alveolen nimmt ab. Reife Alveolen sind
jedoch bis zur 37. SSW noch nicht flaichendeckend vorhanden (20, 22, 32, 73, 74). Die Vaskularisation
der Lunge findet zwischen 16 und 23 SSW statt. Die Kapillarisierung distaler Lungenabschnitte erfolgt
nach ca. 20 SSW. In diesem Zeitraum kann eine Schadigung der Lunge (z.B. durch Friihgeburtlichkeit)
zu einer irreversiblen pulmonalen GefdlRschadigung flihren und mit einem verzégerten Wachstum der

Alveolen einhergehen (20, 22).



Die Lunge ist intrauterin mit Flussigkeit gefillt. Ein Teil wird im Rahmen des natiirlichen Geburtsvor-
gangs durch den entstehenden Druck herausgepresst. Eine viel wichtigere Rolle spielt allerdings der
ENaC-Kanal (epithelium sodium channel) an der apikalen Zellmembran der Pneumozyten Typ | und Il
Dieser transportiert Na aus dem Alveolarlumen in die Zelle und ist somit fir den transepithelialen
Transport der FlUssigkeit aus der fetalen Lunge verantwortlich. Die héchste Anzahl an ENaC-Kanalen
wird mit ca. 40 SSW exprimiert. Unreife Mechanismen des Na-Transports begiinstigen die Entwicklung

von Tachypnoe und RDS beim Neugeborenen (75).

Bereits die kleinste Exposition gegeniber schidigenden Faktoren (z.B. Inflammation, Infektion,
Barotrauma durch mechanische Ventilation oder Hyperoxie durch Sauerstofftherapie) in einer friihen
Entwicklungsphase kann die physiologischen Prozesse der Alveolarisierung und des pulmonalen Ge-
faBwachstums beeintrachtigen und die Lungenmorphologie negativ verandern (20, 27, 32, 76). Patho-
logisch konnen infolge der Friithgeburtlichkeit eine geringere Septierung der Alveolen, weniger, aber
grofRere Alveolen sowie ein abnormales GefaBwachstum beobachtet werden. Dies resultiert in einer
geringeren Gasaustauschflache (20, 22). Neben einem ineffizienten Gasaustausch wird die unreife
Lunge mit einem Surfactant-Mangel und einer verspateten bzw. verminderten intrapulmonalen

Flussigkeitsabsorption assoziiert (73).

Klinisch spiegeln sich die strukturellen Defizite der Lunge im Rahmen einer Friihgeburtlichkeit insbe-
sondere in der Manifestation von zwei pulmonalen Erkrankungen wider. Das Respiratory Distress-
Syndrom (RDS) wird klinisch durch eine Tachypnoe und Zeichen der Dyspnoe (z.B. Nasenfliigeln oder
Brustwandretraktionen) sowie rontgenologisch durch Milchglas-Opazitdten der Lunge charakterisiert.
Ursachlich liegt ein Surfactant-Mangel in Kombination mit der strukturellen Unreife der Alveolen zu
Grunde (76). Die Bronchopulmonale Dysplasie (BPD) wird als chronische Lungenerkrankung mit einem
Sauerstoffbedarf (iber 36 Gestationswochen hinaus definiert (76). Durch die Exposition gegenlber
hohen Sauerstoff-Konzentrationen und die Druckbelastung im Rahmen der mechanischen Ventilation
wird eine inflammatorische Kaskade in Gang gesetzt, die zu strukturellen Veranderungen der Lunge

fuhrt (20, 22).

1.3.3 Entwicklung der Niere

Die Entwicklung der menschlichen Niere ist ein sehr komplexer, z.T. noch unbekannter Prozess (77).
Die Anzahl der Nephrone, die funktionelle Einheit der Niere, ist eine wichtige Variable bzw. KenngréRe
fir die renalen Reifung, die Nierenfunktion sowie die Entstehung von Nierenerkrankungen (29, 78). Im
dritten Trimester der Schwangerschaft findet mit der Entwicklung von liber 60% aller Nephrone der

GroRteil der fetalen Nephrogenese statt (29, 48, 79).



Eine frihzeitige Geburt vor 34 SSW beeinflusst die strukturelle Entwicklung der Niere (Nephro- und
Glomerulogenese) (29). Morphologisches Korrelat der Frithgeburtlichkeit ist die reduzierte Anzahl an
Nephronen, die das gesamte Leben Uiber persistiert (51, 77, 79, 80) und mit der Entwicklung von Hyper-
tension und progressiver Nierenerkrankung assoziiert ist (48, 78). Obwohl eine aktive Glomerulo-
genese bei FG im Gegensatz zu RG noch fiir eine kurze Zeit (3 bis 4 Wochen) nach der Geburt persistiert,
kann eine Oligonephropathie, die durch Frihgeburtlichkeit entsteht, nicht vollstandig kompensiert
werden (77, 78, 81, 82). Zusatzlich kénnen oft abnorm geformte Glomeruli beobachtet werden. Die
Lokalisation ausschliefSlich in der Nierenrinde lasst darauf schliel3en, dass es sich um kiirzlich extraute-
rin gebildete Glomeruli handelt (82). Diese sind kaum vaskularisiert und deshalb nur fraglich funktionell
(29). Eine aktive extrauterine Nephrogenese sollte deshalb durch geschicktes klinisches Management
unterstiitzt werden und schadigende renale Einflussfaktoren wie z.B. nephrotoxische Medikamente (in
utero oder postnatal verabreicht), Hyperoxie, Hyperglykdmie der Mutter oder Teratogene wie Alkohol

oder Zigarettenrauch minimiert werden (29, 79, 83).

1.3.4 Entwicklung des Herzens

Das Herz-Kreislauf-System ist das erste funktionsfahige System des Embryos. Die Herzaktion beginnt
mit ca. 28 Tagen. Die Herzentwicklung beginnt in der Halsregion in der kardiogenen Zone. Dort ent-
stehen zundchst die paarigen Herzschldauche, die miteinander verschmelzen und den unpaaren primi-
tiven Herzschlauch bilden. Durch Schleifen- und Septumbildung bilden sich die Binnenrdume des Her-
zens. Sie entwickeln sich in die umliegende Zélomhohle, die spatere Perikardhdhle, hinein. Das Myo-

kard wird durch das den Herzschlauch umgebende Mesoderm gebildet (84).

Kongenitale Herzerkrankungen sind die haufigsten angeborenen Fehlbildungen, die bei fast 1% der
Neugeborenen auftreten (85). FG haben ein ca. doppelt so hohes Risiko als RG (86). Am haufigsten
wird der Ventrikelseptumdefekt (VSD) mit ca. 35% diagnostiziert. Der Vorhofseptumdefekt (ASD) ist
bei 7 bis 10% der Neugeborenen beobachtbar (87). Extrakardiale Anomalien (insbesondere strukturel-
le Gehirnanomalien) treten unter den verschiedenen Typen der angeborenen Herzfehler v.a. bei
Kindern mit VSD und/oder ASD auf (88). So konnte bei Feten mit einer kongenitalen Herzerkrankung
eine verminderte Reifung des Gehirns (u.a. Synaptogenese) wahrend des dritten Trimesters beobach-
tet werden (89, 90).

Der Ductus arteriosus beschreibt eine fetale Shuntverbindung zwischen der Aorta und der Pulmonal-
arterie. Er spielt somit eine entscheidende Rolle in der fetalen Zirkulation (91). Durch eine Konstriktion
der glatten Muskulatur kommt es i.d.R. 18 bis 24 Stunden nach Geburt zu einem spontanen, zunachst

»funktionellen” Verschluss, der bis zur 2. bis 3. Lebenswoche abgeschlossen ist. Ein unvollstandiger



oder verzogerter Verschluss wird als Persistierender Ductus arteriosus (PDA) bezeichnet (92). Der PDA

kommt mit einer Inzidenz von 20-60% bei FG im Vergleich zu RG (0,2-0,4%) haufiger vor (93).

1.4 Blutgerinnung

Die Blutgerinnung wird in eine primdre und sekundare Hamostase unterteilt. Bei der primaren
Hamostase lagern sich Thrombozyten (Blutplattchen) durch die Bindung von von-Willebrand-Faktor
(VWF) an den Thrombozyten-Rezeptor GP IB auf der Wunde an und bilden den sog. weillen Thrombus,
um die Wunde abzudichten. Zusatzlich werden aus den Thrombozyten Mediatoren freigesetzt, die zur
Thrombozytenaggregation und -quervernetzung beitragen (u.a. Fibrinogen, Fibronektin, Thrombo-
spondin) und zum anderen eine Vasokonstriktion (Thromboxan A2) bewirken (94).

Es folgt die sekunddre Hamostase. Durch den weiRen Thrombozytenthrombus wird die Gerinnungs-
kaskade in Gang gesetzt. Die Gerinnungsfaktoren aktivieren sich durch ihre Proteaseaktivitdt und ver-
starken sich im Verlauf gegenseitig. Letztlich kommt es zur Umwandlung von Fibrinogen zu Fibrin, was
den stabilen Wundverschluss gewahrleistet. Die Aktivierung erfolgt extrinsisch Gber eine Gewebe-
lasion oder intrinsisch durch intravasal gelegene Faktoren (94).

Um eine generalisierte Gerinnung zu verhindern, wird die Aktivitat der Serin-Protasen durch korper-
eigene Proteine (z.T. Antithrombin-Ill, Heparin, Thrombomodulin, Protein C und S oder a2-Makro-

globulin) durch Komplexbildung oder Anderung ihrer Spezifitit gechemmt (94).

Das Blutgerinnungssystem von Neugeborenen unterscheidet sich deutlich von dem Erwachsener (95).
Bei einer Untersuchung von Neugeborenen auf 8 verschiedenen Intensivstation wurden bei 25% im
Verlauf Blutungskomplikationen diagnostiziert, von denen 11% als schwerwiegend eingestuft wurden.
In derselben Studienpopulation zeigten FG mit einem GA < 28 SSW ein vierfach héheres Blutungsrisiko
im Vergleich zu FG, die nach 28 SSW geboren wurden (96). 15-25% der SehrFG bzw. ExtFG erleiden in
der ersten Lebenswoche eine IVH (97). (Patho-)physiologisch ist die Thrombozytenzahl und -funktion
sowie Konzentration der Gerinnungsfaktoren in FG im Vergleich zu RG vermindert und folgt einer GA-

abhangigen Entwicklung (98, 99).

1.5 Immunsystems

Das Immunsystem besteht aus einer zellularen und humoralen Komponente. Insgesamt arbeiten zwei
Mechanismen eng miteinander: das angeborene (natirliche) und das adaptive (erworbene) Immun-
system (100).

Das angeborene Immunsystem ist die erste Verteidigungslinie gegen exogene Pathogene, entartete
oder fremde Zellen. Es reagiert unverziiglich, aber relativ unspezifisch auf potenziell schadigende

Faktoren und ist von Geburt an funktionstiichtig. Die humorale Komponente umfasst das Komplement-



system, Opsonine und antimikrobielle Stoffe (100). Zu den Aufgaben des Komplementsystems zdhlen
u.a. die Lyse von Krankheitserregern, die Chemotaxis und Aktivierung von Leukozyten, die Opsonie-
rung von Pathogenen und Fremdkorpern durch die Anlagerung von C3b an Antigen-Antikérper-
Komplexe, sowie die Steigerung der GefdaBpermeabilitdt (101). Die zelluldre angeborene Immunab-
wehr besteht hauptsichlich aus neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und NK-Zellen. Uber be-
stimmte Oberflachen-Rezeptoren dieser Zellen (pattern recognition receptors, PRRs) werden patho-
gene Keime durch deren charakteristische Merkmale (pathogen associated molecular patterns,
PAMPs) erkannt und mittels Phagozytose abgetdtet (102). Zuséatzlich wird die Freisetzung von pro-
inflammatorischen Interleukinen und chemotaktisch aktiven Substanzen induziert (103). Die Erken-
nung korperfremder Strukturen wird neben den PRRs durch Opsonierung (Anlagerung von Komple-
mentfaktoren oder Antikérpern) und/oder Antigenprasentation auf der Oberfliche antigen-
prasentierender Zellen (Makrophagen oder dendritische Zellen (DC)) ermdoglicht (103).

Nach Antigenkontakt werden Zytokine freigesetzt, die das adaptive Immunsystem aktivieren. Dieses
reagiert im Gegensatz sehr spezifisch und verstarkt die angeborene Immunantwort (102). Die humo-
rale Immunabwehr wird von B-Lymphozyten getragen, indem diese |6sliche Immunglobuline (= Anti-
korper) produzieren. Diese Immunglobuline binden Antigene und neutralisieren diese entweder direkt
oder indirekt tber die Aktivierung des Komplementsystems oder Opsonierung (102). Initial sind die
Immunglobuline als Antigen-Rezeptor auf der Oberflaiche von B-Lymphozyten zu finden (membran-
standige Immunglobuline= B-Zell-Rezeptor). Nach Bindung eines passenden Antigens kommt es zur
Proliferation und Ausdifferenzierung des B-Lymphozyts. Es entstehen Effektorzellen (Plasmazellen),
deren Hauptaufgabe die Produktion von Antikérpern ist (104, 105). Im Verlauf bilden die Zellen des
adaptiven Immunsystems ein ,,immunologisches Gedachtnis”, welches bei erneuter Konfrontation mit
demselben Pathogen eine sofortige Reaktion der adaptiven Abwehr ermdoglicht (100).

Die zellvermittelte Immunabwehr erfolgt mittels T-Lymphozyten (T-Zellen). Diese sind anhand von
Oberflachenmolekiilen des CD-Systems in 2 Hauptfraktionen unterteilt. CD8" zytotoxische T-Zellen
haben eine v.a. zytotoxische Aktivitit (105). CD4*-Zellen (Ty-Zellen) dagegen werden fiir die meisten
Immunreaktionen benétigt (102). Abhangig vom lokalen Zytokinmuster differenzieren sich Ty-Zellen in
verschiedene Subgruppen. Tuyl-Zellen entstehen im Rahmen von Infektionen mit intrazelluldren
Keimen und verstarken die Immunreaktion durch die Aktivierung von Makrophagen, NK-Zellen und
zytotoxischen T-Lymphozyten (102, 105, 106). Ty2-Zellen dagegen entstehen als Reaktion auf Wurm-
parasiten und fordern die Aktivitat von Eosinophilen, Basophilen und Mastzellen. Zusatzlich unter-
stitzen Ty2-Zellen die Differenzierung der B-Zelle zur Antikdrperproduktion (102, 106). Daneben gibt
es weniger erforschte Ty-Zellen. Regulatorische T-Zellen (Trg) verhindern eine Autoimmunreaktion

sowie UberschieRende Immunantwort gegeniiber exogenen Antigenen (106, 107). Tul7-Zellen haben



eine stark proinflammatorische Wirkung und unterstiitzen neutrophile Granulozyten in ihrer Abwehr

gegen extrazellulare Bakterien und Pilze (102).

Das fetale bzw. neonatale Immunsystem steht komplexen immunologischen Anforderungen gegen-
Uber (24). Intrauterin muss eine schadliche inflammatorische Immunantwort vermieden werden, da
sie im Rahmen einer alloimmunen fetomaternalen AbstoBungsreaktion zu Frithgeburtlichkeit fihren
kann (24). Die Suppression der zytotoxischen Eigenschaften steht im Vordergrund. Die T-Zell-Antwort
ist in Richtung der Ty2-Zellen bei reduzierter Tyl-Zellzahl verschoben und suppressive Treg-Zellen wer-
den in hoher Anzahl produziert. Eine geringe Anzahl an B-Zellen mit einer verspateten Produktion von
Antikdrpern sowie ein antiinflammatorisches Zytokinprofil ist zu beobachten (24, 108, 109). Interes-
santerweise sind gestorte Treg-Zellen bei den meisten inflammatorischen Erkrankungen wie NEC, BPD
und ROP beteiligt (30).

Diese immunregulatorischen Mechanismen, die eine fetomaternale Toleranz ermdglichen, bleiben ins-
besondere bei FG postnatal bestehen (30). Intrauterin entwickelt sich das Immunsystem in nahezu
steriler Umgebung (110), sodass erst nach der Entbindung eine Anpassung bzw. Immunreaktion auf
die Exposition gegenliber Antigenen und Umweltfaktoren notwendig wird (109). Die verdnderte Funk-
tionalitat des angeborenen Immunsystems in Kombination mit der verminderten Tyl-Immunreaktion
(bzw. Ty2-Polarisierung) hat eine erhohte Infektanfalligkeit der Neugeborenen zur Folge. Der genaue
Mechanismus ist weiterhin unklar (30, 111). Insbesondere bei FG sind die Abwehrmechanismen in
Abhangigkeit des GA minimiert (112). Der friihe Infektionsschutz des Neugeborenen wird durch

plazentar tbertragene Antikorper (IgG) gewéhrleistet (109, 113).

Nach der Geburt kommt es als Reaktion auf die postnatale Exposition gegeniber der mikrobiellen Um-
welt zu einer altersabhangigen Reifung des Immunsystems (101), die einem stereotypen Muster folgt
(114). Die Untersuchung erfolgte bis dato vor allem auf Zellebene (114). Das Immunprofil von FG und
RG unterschied sich zunachst, konvergierte jedoch nach ca. 3 Monaten (101, 114). Die Granulozyten-
zahl unterscheidet FG dabei am meisten von RG und korreliert positiv mit dem GA (30, 114). Neutro-
phile besitzen im Vergleich zu RG reduzierte chemotaktische und adhdasive Eigenschaften sowie eine
verminderte Phagozytosekapazitat. Ilhre Anzahl nimmt postnatal allmahlich ab (115, 116). Die
Monozytenzahl und -gréRe steigt wahrend den ersten 2 Lebenswochen an und nimmt ab der dritten
Lebenswoche wieder ab (101, 114). Im Vergleich zu RG bzw. sogar Erwachsenen konnte bei FG ein
hoherer Monozytenanteil und sogar eine gréRere Phagozytosekapazitat beobachtet werden (101).
Monozyten sind bereits bei Geburt funktionell adaquat, zeigen jedoch eine verringerte Chemotaxis
(101, 113). Der Anteil der NK-Zellen im Nabelschnurblut steigt mit zunehmendem GA an (101).

Untersuchungen der NK-Zellen im Nabelschnurblut haben eine verminderte Zytotoxizitdt durch
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weniger zytoplasmatische Granula, eine geringe Degranulationsfahigkeit, eine geringere Freisetzung
von lytischen Faktoren und weniger Perforin- und Granzyminhalte gezeigt (101).

Parallel dazu konnte ab Geburt ein Anstieg der CD4*- und CD8"- T-Zellen beobachtet werden (114).
Dem folgte eine Zunahme der B-Zell-Anzahl ab dem ersten Monat (114). Der Reifungsprozess von Lym-
phozyten ist weitgehend abhangig von Zytokinen. Nachdem jedoch die Zytokinproduktion bei Neuge-
borenen im Vergleich zu Erwachsenen anders reguliert ist und i.d.R. weniger Zytokine gleichzeitig pro-
duziert werden, ist die Funktionsfdhigkeit von Lymphozyten beeintrachtigt (105, 113). Neonatale CD4*
T-Zellen z.B. haben eine intrinsische Unreife aufgrund ihrer verminderten Fahigkeit Gedachtniszellen
zu produzieren (105, 113). Die Aktivierung von B-Zellen ist durch eine verminderte Expression von B-
Zell-stimulierenden Oberflachen-Rezeptoren, unreife follikuldare dendritische Zellen (DCs), und einer
unreifen B-Zell-DC-T-Zell-Interaktion eingeschrankt (117). Diese Mangel kénnen u.a. durch eine

geringere Antigen-Exposition begriindet werden (113).

1.6 Das Proteom

Das Proteom fasst alle Proteine eines Systems zusammen. Diese sind die wichtigsten biochemischen
Funktionstrager zellularer Prozesse (118-120). Proteine sind lange unverzweigte Ketten aus ca. 200 bis
600 Aminosauren, die Uber Peptidbindungen miteinander verbunden sind. Ketten von weniger als 50

Aminosauren werden als Peptide bezeichnet (121).

Genexpression beschreibt die Umsetzung der genetischen Information in RNA und Proteine. Die
Proteinbiosynthese verlauft bei Eukaryonten in drei Schritten: Transkription (DNA zu hRNA), Pro-
zessierung (hRNA zu mRNA) und Translation (mRNA zu Protein) (121).

Unter Bericksichtigung von Splicing, Editing, und posttranslationaler Proteinmodifikation enthalt
Plasma tausende, wenn nicht sogar Millionen von Polypeptidarten mit einer Konzentration von bis zu
10 GroRenordnungen (122). Aufgrund des unbekannten Ausmalles der genetischen Kontrolle (iber die
Proteinexpression kann keine Aussage getroffen werden, ob die gemessenen Proteinwerte im Plasma

rein genetisch (Risiko nicht beeinflussbar) oder phanotypisch (Risiko beeinflussbar) bedingt sind (120).

Blut ist ein essenzielles Transportmedium und ermdoglicht durch seine zentrale Rolle in der Physiologie
des Menschen eine Kommunikation zwischen entfernten Zellen und (nahezu) allen Organsystemen.
Der Vorteil der Kommunikation Gber das Plasma ist vielfiltig: (a) eine Zelle kann mittels Produktion
|6slicher Faktoren mehrere Zielzellen erreichen. (b) Durch die Prasenz vieler verschiedener l6slicher
Plasmafaktoren, die von vielen verschiedenen Organen produziert werden, kann die Zelle ein viel glo-
baleres Bild Gber den Zustand des Organismus erhalten (111). Aus diesem Grund wird die Annahme
getroffen, dass Blut auf Proteinebene den Erkrankungszustand, Gewebeschadigung und allgemeinen

Gesundheitszustand bzw. Phanotypen eines Menschen widerspiegelt (123).
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Genetische Marker kénnen aufgrund der relativen Stabilitdt des Genoms (iber alle Zellen des Kérpers
in nahezu jedem Zellsystem (Haut, Lymphozyten, ...) mit dhnlichem Ergebnis gesammelt werden (Ge-
nomics). Allerdings lasst sich damit nur auf den Genotypen schliefen und es kann keine Aussage lber
die Regulation biologischer Prozesse in Abhangigkeit von Lebensstil, Erkrankungen oder Medikamen-
ten getroffen werden, wie es auf mRNA und -Proteinebene moglich ist (Transcriptomics und Proteo-
mics) (120). Proteine stellen das Endprodukt der Genexpression dar, weshalb mittels Proteomics am

besten eine Aussage Uber den funktionellen Zustand eines Organismus getroffen werden kann (124).

Zu den zelluldaren Bestandsteilen des Blutes zahlen Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten. Der
nicht-zellulare (fllssige) Anteil wird als Plasma bezeichnet. Das Plasmaproteom ist das komplexeste
menschliche Proteom, da es neben Plasmaproteinen auch Proteine aus anderen Geweben enthalt
(120). Sie umfassen einen Konzentrationsbereich von mehr als 10 GréBenordnungen (123). Plasma-
proteine, die eine funktionelle Rolle im Blut haben, machen den gréfRten Anteil aus. Dazu zdhlen Al-
bumin (ca. 55% der gesamten Proteinmenge), Apolipoproteine, Proteine der Komplement- und Gerin-
nungskaskade sowie Akute-Phase-Proteine des angeborenen Immunsystems (123). Diese Proteine
werden v.a. durch die Leber und den Darm synthetisiert und in das Plasma sekretiert. Sie haben i.d.R.
eine molekulare Masse groRer 45 kDA, sodass sie die Nierenfiltrationsgrenze nicht unterschreiten und
infolgedessen eine langere Plasmahalbwertzeit haben (120). Die zweite Klasse beschreibt Proteine, die
u.a. im Rahmen von Gewebeschadigung oder Zelltod ins Blut sekretiert werden (z.B. ASAT oder ALAT
durch die Leber). Die letzte Klasse umfasst Signalmolekiile, wie kleine Hormone und Zytokine, die nur
in geringeren Konzentrationen im Blut vorhanden sind und bei Bedarf hochreguliert werden (120, 123).
Im Gegensatz zu Plasmaproteinen haben diese Proteine fir gewdhnlich aufgrund ihrer molekularen
GroRe eine kirzere Halbwertzeit, da sie den renalen Filter passieren kénnen (120). Bei der Analyse von
Vollblut (wie auch im Rahmen von Trockenblutproben) sind zuséatzlich Proteine aus Erythrozyten (v.a.
Hamoglobin), Thrombozyten und Leukozyten vorhanden (125, 126).

In vorherigen Studien waren grofe interindividuelle Unterschiede erkennbar. Im longitudinalen
Follow-Up des Einzelnen zeigte sich das Blutproteom intraindividuell weitaus konstanter (geringere

intraindividuelle Unterschiede) (125, 127-129).

Das Verstandnis, dass jedes Protein eine einzige spezifische Funktion hat, ist langst Giberholt (122).
Vielmehr werden einem Protein mehrere Funktionen in unterschiedlichen biologischen Systemen zu-
geschrieben. Die Beschreibung des gesamten Proteoms in seiner Struktur, Funktion und Dynamik ist

somit grundlegend fiir das Verstandnis der biologischen Prozesse (118).
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1.7 Biomarker
Biomarker werden definiert als Indikatoren fiir physiologische oder pathologische Prozesse oder sind
charakterisiert durch eine Reaktion auf Exposition oder Intervention (FDA-NIH: Biomarker-Working-

Group, 2016).

Um Biomarker massenspektrometrisch zu detektieren, muss das Studiendesign mit Bedacht erfolgen.
Im Rahmen bisheriger Studiendesigns wurde eine vergleichsweise kleine Probenanzahl massen-
spektrometrisch umfangreich nach Biomarkern analysiert und einzelne mogliche Biomarker-
kandidaten anschlieBend an einer groRen Kohorte mittels Immunoassays validiert (123). Mit dem
,rectangular approach” fiihrte Geyer et al. eine neue Herangehensweise flir massenspektrometrisch-
basierte Biomarker-Studien ein, welche durch zwei oder mehr groRe Kohorten charakterisiert ist. Die
sich (iberdeckendenden Proteine aus beiden Studienarmen (Kohorten) konnen zu einer hohen Wahr-
scheinlichkeit als Biomarker herangezogen werden, da studienspezifische Treffer ausgeschlossen wer-
den kénnen (123). Zusatzlich wird nicht nur ein potentieller Biomarker betrachtet, sondern es kdnnen
vielmehr fur bestimmte Erkrankungen bzw. klinische Fragestellungen charakteristische Proteinmuster
detektiert werden (123). Dabei muss die Wahl der Kohorten ausreichend grof8 erfolgen, um eine

statistische Signifikanz der Treffer zu sichern (130-132).

Proteom-Analysen profitieren stark von klinischen Informationen, wie z.B. anthropometrische Daten,
klinische Laborergebnisse oder Patientenfragebogen. Unterschiede zwischen den Kohorten kénnen
durch Korrelation der Metadaten mit bekannten Markern detektiert werden und so eine mégliche
Missinterpretation des Ergebnisses verhindert werden. Die Korrelation von klinischen und Proteom-

Daten kann einen neuen Einblick in die Daten ermoglichen.

1.8 Massenspektrometrie

Nachdem Neugeborenen nur eine geringe Menge an Blut entnommen werden kann, steht die Analyse
der Entwicklung der FG auf Proteinebene einigen limitierender Faktoren gegenliber. Wahrend der letz-
ten Jahrzehnte hat die Massenspektrometrie (MS)-basierte Analyse des Blutproteoms an groRem
Stellenwert gewonnen, um biologische Systemanalysen durchzufiihren und neue Biomarker zu entde-
cken (118, 122). MS-basierte Proteomik ermdglicht tausende von Proteinen in kiirzester Zeit (unter
einer Stunde) in einer unvoreingenommenen, hypothesenfreien Herangehensweise zu messen; d.h.
die Identitdt der erwarteten Proteine muss im Vorhinein nicht bekannt sein (118). Vor allem bei Er-
wachsenen wurden bereits zahlreiche klinische Studien anhand von Blut, anderen Korperflissigkeiten
und Gewebe durchgefiihrt (127, 133-138). Die Nutzung von Trockenblutproben auf Filterkarten, die

mittels Fersenstich oder vendser Punktion generiert werden, findet im Bereich des Neugeborenen-
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screenings (NGS) schon flachendeckend Anwendung. Der Vorteil liegt in der minimalen Invasivitdt und
der leichten Handhabung im klinischen Alltag. Um den Probentyp der MS zugdnglich zu machen,
werden kleine Flachen aus den Trockenblutproben ausgestanzt und die Proteine gel6st (126, 139). Die
Methode der MS ist sehr sensitiv, sodass nur geringe Mengen Blut oder Blutplasma (1 ul) benétigt
werden, um hunderte Proteine zu untersuchen und Verdanderungen der Proteinexpression in Abhan-

gigkeit von Alter und Erkrankungen zu identifizieren (140).

Das grundlegende Konzept der MS-basierten ,,Bottum-up"-Proteomik besteht darin, Proteine enzyma-
tisch in Peptide zu verdauen. Diese werden im MS analysiert und dabei quasi sequenziert. Mittels
spezieller Software wird zunachst die Aminosauresequenz der Peptide identifiziert und diese den Pro-
teinen des humanen Proteoms zugeordnet (Abb. 1). Dabei wird aus der zusatzlich stattfindenden
Quantifizierung des gemessenen Signals der Peptide eine Quantifizierung der Proteine berechnet.
Prinzipiell kbnnen mittels MS alle Proteine eines Systems quantifiziert werden, wobei die Sensitivitats-
grenze bei der Identifikation von Proteinen von deren Abundanz, der dynamischen Spannbreite der
Probe und der Tiefe der proteomischen Messung abhangt (118). Enzymatisch- und affinitatsbasierte
Methoden sind mit Problemen der Kreuzreaktivitdt oder Beeintrdachtigungen durch andere Molekiile
(z.B. Triglyceride) konfrontiert (141). Diese haben bei der MS basierten Proteinanalyse wenig Einfluss.
Zusammengefasst ist die MS eine hoch spezifische, sequenzbasierte Methode zur Identifizierung und

Quantifizierung von Proteinen (123).
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Abbildung 1: Proteomik-Arbeitsfluss

(A) In der Probenaufbereitung der Bottom-Up Proteomiks werden die Proteine aus dem biologischen Material

extrahiert und durch enzymatische Spaltung in Peptide verdaut. B) Die aufgereinigten Peptide werden mittels

HPLC in der Zeitdimension separiert und mittels ESI in das MS Uberfuhrt. Die Proteine werden durch den

Massenfilter (Quadrupol) separiert und den Massenanalysator (Orbitrap) detektiert. Je nach Scanmodus werden

einzelne oder multiple lonen fragmentiert und die fragmentierten lonen detektiert. In der Abbildung ist die

Messung mittels Data-Dependent-Aquisitionsmodus (DDA) dargestellt. Nach einem vollstandigen MS-Scan

werden die Peptide mit der groRten Intensitét isoliert und weiter fragmentiert, um sog. MS/MS-Spektra (MS2)

zu generieren. C) Die MS-Spektra werden in Rohdateien gespeichert und durch eine spezielle Software inter-

pretiert, die Peptide anhand der MS1 lonenvorlaufer-Masse und Fragmention-Information erkennt. Mittels

Softwarepaketen kann auf die Peptide bzw. Proteine geschlossen werden (Abbildung aus (142)).
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Moderne Massenspektrometer, die in der Proteomik Anwendung finden, sind komplexe Hybridgerate
und vereinen mehrere Bauteile zum lIsolieren und Analysieren von lonen in sich. Grundsatzlich sind
allen verwendeten Typen von MS mehrere Funktionen gemein (Abb. 2):

(1) Eine lonenquelle, in der Molekiile eine oder mehrere Ladungen aufnehmen kénnen (lonisierung)
und anschlieBend als lon in die Gasphase Uberfihrt werden. Fiir Proteine und Peptide werden sog.
sanfte Methoden zur lonisierung verwendet. Bei diesen unterscheidet man zwischen der Elektrospray-
ionisation (ESI) und der Matrix Assisted Laser Desorption lonisation (MALDI). ESI verwendet fllssige
Proben, welche von einem Emitter gespriiht werden. Bei MALDI hingegen werden Analyte in eine
kristalline Matrix getrocknet, welche durch Laserpulse verdampft wird. ESI kann als kontinuierliche
Quelle an Flissigkeitschromatographiemethoden gekoppelt werden, weshalb in der Analyse komple-
xer Proben, wie des Blutproteoms, hauptsachlich ESI Anwendung findet.

(2) Ein Massenfilter, in dem die lonen nach einem bestimmten Masse-zu-Ladungsverhaltnis (m/z-Ratio)
selektiert bzw. gefiltert werden kénnen. Dabei handelt es sich fast immer um einen Quadrupol. Dieses
besteht aus 4 parallel zueinander angeordneten Stabelektroden, die in der orthogonal zur Zylinder-
achse liegenden Ebene ein Quadrat bilden. Durch das entstehende elektrische Wechselfeld werden die
lonen anhand ihrer m/z-Ratio selektiert, sodass nur lonen einer bestimmten Masse das Feld passieren.
(3) Eine Fragmentierungszelle (colission-cell), die es ermdglicht aus den bereits vorselektierten lonen
Bruchstiicke von (Peptid-)lonen zu erzeugen. Unterschiedliche Methoden erzeugen dabei wiederum
unterschiedliche Peptidbruchstiicke. In der Proteomik ist die ,Higher-energy collisional dissociation’
gebrauchlich. lonen werden durch Beschleunigung in einem elektrischen Feld zur Kollision gebracht
und hauptsachlich b- und y-lonenfragmente von Peptiden erzeugt.

(4) Ein Massenanalysator mit Detektor, der die m/z-Ratio jedes lons und deren Signalstarke misst. Hier
besteht der hauptsachliche Unterschied zwischen den verschiedenen MS-Typen, die zumeist nach dem
Analysator benannt werden. Verbreitet sind lonenfallen, lonenfilter-Elektronenvervielfacher Kombi-
nationen, Time-of-flight (TOF) Detektoren oder der Orbitrap Detektor. Hierbei kommen zwei Prinzipien
zum Einsatz. Zum einen werden die lonen zeitlich voneinander separiert (TOF-/ Quadrupol-Scan) und
die auf der Detektorplatte auftreffenden lonen so einem m/z-Verhiltnis zugeordnet. Im zweiten Fall
werden alle zu analysierenden lonen gleichzeitig in eine Oszillation gebracht, die anschlieRend ausge-

lesen und z.B. mittels Fouriertransformation dekonvoliert wird (lonenfallen, Orbitrap) (122).

Zur MS-Analyse werden Zyklen aus verschiedenen Scan-Typen im Millisekunden- bis Sekundenbereich
gefahren. Man unterscheidet dabei grundséatzlich zwischen MS1 bzw. Precursor-Spektren und MS2
bzw. Fragment-Spektren (auch tandem-MS oder MS/MS). In MS1-Spektren werden die m/z-Ratios der
intakten Analyte gemessen, in MS2-Spektren die m/z-Ratios von Fragmenten der Precursor. Zur lden-

tifikation der (Peptid-)lonen muss von diesen ein Fragmentspektrum erstellt werden. Die Steuerung
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des MS lasst dabei verschiedene Scanmethoden als Kombination von konsekutiven MS1 und MS2
Scans zu. So kénnen einzelne lonen, die ohne Fragmentierung (MS1) detektiert wurden, in einem fol-
genden Scan zur Fragmentierung geplant und dafiir in einem engen m/z-Fenster isoliert werden. Man
spricht von Data-Dependent-Aquisition (DDA). Andernfalls kénnen repetitiv immer dieselben m/z-
Bereiche zur Fragmentierung isoliert werden, wobei in jedem MS2-Scan mehrere intakte lonen zusam-
men isoliert und fragmentiert werden. Dies nennt man Data-Independent-Aquisition (DIA). In beiden
Fallen ergibt sich ein Scanzyklus aus 1xMS1 und XxMS2, wobei je nach Einstellungen einer dieser Zyklen
im Bereich von 100 ms bis wenigen Sekunden liegen kann. Anhand von spezieller Software kénnen aus

den generierten Spektren Peptide bzw. Proteine identifiziert und quantifiziert werden (122).

nnml
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Abbildung 2: Aufbau eines Massenspektrometers
Das Massenspektrometer (Abbildung einer Exploris 480) (143) (A) besteht aus 4 hintereinander geschalteten
Funktionen: lonenquelle, Massenfilter (Quadrupol) (144) (B), Fragmentierungszelle und Massen-Analysator

(Orbitrap) (144) (C) mit Detektor.

Die gleichzeitige Analyse aller Peptide eines Proteomics-Experiments im MS Ubersteigt die Kapazitat
des Massenspektrometers. Aus diesem Grund ist dem Massenspektrometer oft ein kontinuierliches
Separationssystem vorgeschaltet, um das Peptidgemisch zu dekomplexieren (122). Das am haufigsten
in der Proteomik angewendete Verfahren ist die Reversed-Phase Fliissigkeits-Chromatographie (LC).
Diese nutzt die unterschiedlichen hydrophoben Eigenschaften von Peptiden, die durch die Amino-
sauren entstehen, um die Peptide nach ihrer Hydrophobizitat zu separieren (145). Zusatzlich zur m/z-
Dimension der Analyse entsteht eine Zeitdimension der LC, die es dem MS ermdglicht, zehntausende
von Peptiden in einem Experiment zu identifizieren und zu quantifizieren. Die Peptide eluieren dabei
in Peaks mit mehreren Sekunden Breite von der Chromatographiesaule, wodurch bei Scanzyklen im

sub-Sekundenbereich eine stabile Quantifizierung jedes einzelnen Peptids gewahrleistet ist.
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1.9 Aktueller Stand der Forschung

Ein GroRteil der bekannten Plasmaproteine (Komplement, Gerinnung, Apolipoproteine) wurde bereits
in den 80er und 90er Jahren mit herkdmmlichen Methoden (z.B. ELISA, Immundiffusionstest, Elektro-
immunassay) in RG und FG untersucht. Die Studienlage konzentrierte sich insbesondere auf die Etab-
lierung von GA-gemaRen Referenzwerten und auf den Vergleich der Proteinkonzentrationen mit
Erwachsenen (95, 98, 146-149). Meist wurde Nabelschnurblut verwendet (150). Neuere Methoden wie
MS ermoéglichen einen ganzheitlichen Blick auf den (patho-)physiologischen Zustand eines Individu-
ums. Wahrend der Fokus bis vor kurzen noch auf der Analyse des Blutproteoms Erwachsener lag,

wuchs das Interesse fiir Kinder und Neugeborene in den letzten Jahren stark an (151).

Letunica et al. stellen einen guten Uberblick {iber die bisherige Studienlage bei Neugeborenen bereit
(152). Ein GroRteil der Studien konzentrierte sich auf die Etablierung neuer Biomarker fiir die typischen
Erkrankungen der Neugeborenenperiode. Dazu zdhlen v.a. Fall-Kontroll-Studien bei Sepsis oder NEC
(153-158), pulmonalen Erkrankungen wie RDS oder BPD (159, 160), kardialen Erkrankungen (161-163)
oder ROP (164, 165). Ein weiterer Fokus lag in der Veranderung des Proteomprofils durch eine intra-
uterine Wachstumsretardierung (IUGR) oder bei einem Geburtsgewicht < 1500g (VLBW) (166-169). Als

Material wurde meistens Plasma und nicht Vollblut verwendet (152).

Obwohl die altersabhangige Dynamik der Blutproteine eine wichtige Grundlage darstellt, gibt es bis
dato nur eine Hand voll Studien, die einen Blick auf die physiologische Entwicklung des gesamten Blut-
proteoms werfen. Die Arbeitsgruppe um Suski et al. verglich als eine der ersten das Plasmaproteom
von FG mit Geburt < 30 SSW (N=57) mit dem von RG (N= 19) anhand von Nabelschnurblut und be-
trachtete zusatzlich die postnatale Dynamik anhand eines weiteren Zeitpunkts nach Geburt. So konnte
Suski et al. erstmals mittels , einer Messung” den Einfluss des Gestations- und Lebensalters auf das
Komplement, -Gerinnungs, und -Immunsystem, Immunglobuline und Apolipoproteine aufzeigen (170,

171).

Im weiteren Verlauf wurde ein besonderer Fokus auf die Entwicklung des Plasmaproteoms in der ers-
ten Lebenswoche gelegt (172-174). Diese wird zunehmend als wichtige Determinante fir den Gesund-
heitszustand des Menschen bis ins spate Lebensalter betrachtet (112, 175) und unterliegt auf moleku-
larer Ebene einer groRen Dynamik (172). Wahrend Bennike et al. die Proteindynamik in RG betrachtete
(173), konzentrierte sich Zhong et al. auf ExtFG (174).

Die Untersuchung der Dynamik des Plasmaproteoms von 30 afrikanischen RG innerhalb der ersten
Lebenswoche durch Bennike et al. erfolgte anhand von 4 Zeitpunkten. Insgesamt wurden 60 Blutpro-
ben (jeweils 2 pro Neugeborenes) massenspektrometrische analysiert. Dabei konnte eine Art postna-

tale Reifung im Sinne zunehmender Konzentrationen von Akute-Phase-Proteinen und Komplement-
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faktoren des klassischen Wegs festgestellt werden. Komplementfaktoren des Lektin-Wegs zeigten im
Gegensatz dazu eine Abnahme. Ein Vergleich mit dem Transkriptom des Vollbluts zeigte, dass mRNA-
Level nicht stellvertretend fiir die Proteinkonzentration herangezogen werden kdnnen. Die dritte
grolRe Gruppe an Proteinen umfasste Immunglobuline. Hier konnte eine Zunahme der endogenen IgM-
Synthese parallel zu der Abnahme transplazentar Gbertragener Antikérper vermerkt werden (173).

Zhong et al. untersuchte die Entwicklung des Plasmaproteoms von ExtFG (N=14) mittels Multiplex PEA-
Technologie bis zu einem kGA von 40 SSW anhand von 7 Abnahmezeitpunkten. Parallel zu Bennike et
al. konnte eine ahnliche Entwicklung auch in ExtFG gezeigt werden. Die Proteine wurden in 7 Cluster
unterteilt, die in zu- und abnehmende Proteinintensitaten eingeteilt werden konnten und schon inner-
halb der 1. Lebenswoche signifikante Anderungen zeigten. Proteine mit fallender Dynamik schlossen
Proteine der Zellproliferation und Plazenta-Morphogenese ein. Eine Untergruppe wurde durch einen
Anstieg mit darauffolgendem Abfall charakterisiert und enthielt Strukturproteine, die wahrscheinlich
mit der endothelialen Zelladhdsion assoziiert sind. Proteine, die postnatal anstiegen, beinhalteten Pro-
teine des Gerinnungssystems und der Immunregulation (insbesondere der Leukozytenrekrutierung)
(174). Dabei wird ersichtlich, dass das Plasmaproteom bereits innerhalb eines kurzen Zeitraums erheb-

liche Veranderungen durchlauft.

Lee et al. kombinierte dartiber hinaus die Analyse des Plasmaproteoms in der ersten Lebenswoche mit
weiteren Omic-Technologien. Diese kénnen sich gegenseitig ergdnzen und die gleichen biologischen
Prozesse auf unterschiedlichen Ebenen widerspiegeln. Die Analyse der mRNA-Konzentration
(Transcriptomics) zusammen mit der Zellzusammensetzung zeigte, dass die beobachtete Dynamik der
mRNA-Werte nicht nur Folge der verdanderten Zellzahlen war. Gene mit einer verminderten Expression
innerhalb der ersten Lebenswoche waren beteiligt in der zelluldaren Reaktion auf Stress, Detoxifikation
und reaktiven Sauerstoffspezies als auch der Ham-Biosynthese. Im Gegensatz dazu waren Gene im
Zusammenhang mit dem Immunsystem und der Komplementaktivierung hochreguliert. Parallel dazu
konnten Proteine der Komplementkaskade und des Hamabbaus in vermehrten Konzentrationen ge-
funden werden. Bei der Untersuchung des Metaboloms (Metabolomics) zeigten sich v.a. Veranderun-
gen von Plasmasteroiden und Kohlenhydratmetaboliten, die die neurologische Entwicklung, Zell-

proliferation und vermehrte Nahrungsaufnahme in Neugeborenen widerspiegeln (172).

In zwei weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass sich die postnatale Dynamik der Proteine, ins-
besondere des Komplement- und Immunsystems, bis ins Kindes- bzw. Erwachsenenalter fortsetzt (176,

177).
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1.10 Ziel der Studie

Ziel der Studie war die umfassende massenspektrometrische Analyse des Proteinprofils von FG ab der
Grenze der Lebensfahigkeit (> 23 SSW) anhand von Vollblutproben, um grundlegende biologische Ver-
anderungen bzw. Entwicklungsprozesse der FG auf Proteinebene zu beschreiben. Es erfolgte der Ver-
gleich des Proteinprofils Reif- und Frihgeborener, um den Einfluss des GA zu eruieren und Riick-
schliisse auf die intrauterine Reifung zu ziehen. Durch die Generierung eines longitudinalen Proteom-
Datenprofils, wurden zusatzlich postnatale Entwicklungsprozesse beurteilt. Diese beiden Zeitachsen
sollten in einem nachsten Schritt verglichen werden, um Unterschiede im Reifungsprozess zu analysie-
ren, die sich durch eine Frihgeburtlichkeit und der damit verbundenen friihzeitigen Exposition gegen-
Uber der Umwelt ergeben. Zusammenfassend sollten neue Proteine bzw. Proteincluster/-profile in
ihrer Dynamik als Indikator fir den Reifungsprozess von FG etabliert werden.

In Kombination mit der umfassenden klinischen Datenanalyse und Phanotypisierung der FG sollte eine
Verknlpfung mit moéglichen pathologischen Prozessen hergestellt werden und ggf. mogliche pra, -peri
und -postnatale Einflussfaktoren ermittelt werden. Dies sollte ein besseres Verstandnis der friihen Ent-

wicklungsbiologie sowie Krankheitspathogenese versprechen.
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2 Material und Methoden

Bei der vorliegenden monozentrischen, prospektiv klinischen Kohortenstudie wurde das Proteom von
FG und RG anhand von Vollblut analysiert. Die Probenentnahme erfolgte zu vordefinierten Zeitpunkten
im Rahmen klinisch notwendiger Blutabnahmen. Erganzend wurden klinische Daten anhand von

Aktenarbeit und eines eigens erstellten Fragebogens erhoben.

2.1 Patientenkollektiv

Die Rekrutierung der Patienten (FG und RG) erfolgte am Perinatalzentrum Innenstadt der Ludwig-
Maximilians-Universitat Minchen auf der Neugeborenen-Intensivstation und der Allgemeinen Gebur-
tenstation zwischen Februar 2017 und Juni 2019. Der Beobachtungszeitraum gliederte sich in drei
Phasen. Phase 1 konzentrierte sich auf die Rekrutierung von FG innerhalb eines Zeitraumes von Feb-
ruar 2017 bis Mai 2018. Die Hauptstudienphase (Phase 2) erstreckte sich von Mai 2018 bis Dezember
2018 und schloss FG und RG in die Studie ein. Aufgrund geringer Fallzahlen erfolgte von Dezember
2018 bis Juni 2019 zusatzlich Phase 3, in der Neugeborenen gemal} unten genannter Einschlusskrite-

rien in die Studie aufgenommen wurden.

Sofern das Studiendesign eingehalten werden konnte, wurden alle FG und RG (GA von 23 bis 42 SSW)
mit Geburt und stationarem Aufenthalt wahrend des Beobachtungszeitraums in die Studie aufgenom-
men (Geburtskohorte).

Der Fokus von Phase 1 lag auf FG mit Einschluss aller Neugeborener mit einem GA < 37 SSW. Phase 3
folgte restringierten Kriterien mit Einschluss der Neugeborenen bei a) GA <30. SSW, b) SGA <10.
Perzentile, c) Infektion, d) Asphyxie und e) Reifgeborene mit mitterlichem Diabetes. Ein Ausschluss
der Neugeborenen erfolgte bei angeborenen Fehlbildungen des Kindes, familidren Immundefekten,

oder einer Infektionserkrankung (HIV-, Hepatitis-B oder C- Infektion) der Mutter.

2.2 Einverstandniserklarung

Die schriftliche Einverstandniserklarung eines der Erziehungsberechtigten stellte eine Voraussetzung
fur die Studienteilnahme dar. Zuvor wurden die Eltern bzw. Mitter nach Geburt ihres Kindes ausfiihr-
lich Gber die wissenschaftliche Fragestellung, das Procedere der Blutentnahme, Nutzen und Risiken
der Studie fur das Kind aufgeklart und Datenschutz, die klinische Datenerhebung sowie Grund und

Inhalt des Fragebogens erldutert.

Die Genehmigung der Studie durch die Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen

lag zum zeitlichen Beginn der Patientenrekrutierung vor.
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2.3 Studiendesign

2.3.1 Zeitpunkt der Probenentnahme

Die Probenentnahme fand ausschlieRlich im Rahmen klinisch notwendiger Blutentnahmen statt. Bei
FG erfolgte die Blutentnahme an bis zu 4 Zeitpunkten: Geburt (G, 1. Lebenstag), Neugeborenen-
screening (NGS, 36-72h nach Geburt), Neugeborenenscreening bei einem kGA von 32 SSW (NGS 32+0)
und bei der Entlassung (E) aus der Klinik (Abb. 3). In Phase 1 erfolgte die Abnahme nur zu den
Zeitpunkten G und NGS. Gesunden RG wurde routinemalig nur einmal beim NGS Blut entnommen.
Zusatzlich wurde im Falle einer Infektion vor und 48h nach der Antibiotika-Gabe sowie im Falle einer
Asphyxie an Lebenstag 1 und 2 Blut entnommen. Die Abnahmepunkte wurden nach Moglichkeit
ebenfalls den Zeitpunkten G, NGS, NGS 32+0 oder E zugeordnet.

Bei Verlegung der Neugeborenen in das Dr. von Hauner’sche Kinderspital wurde die Studie fortgefiihrt.

Geburt NGS NGS 32+0
Neugeborenenscreenin Korrigiertes Gestationsalter Entlassung
1 Lebenstag (0-24) e e B o 32 SsW

Abbildung 3: Blutabnahmeschema fiir Frilhgeborene

2.3.2 Klinische Daten des Neugeborenen und der Mutter

Insgesamt wurden Gber 450 klinische, nicht-Proteom-bezogene Daten anhand von Dokumentationen
von Arzten und Klinikpersonal erhoben. Dies umfasste u.a. das Basisdatenblatt mit anthropometri-
schen Daten des Neugeborenen bei Geburt, den Kreiflsaalbericht, den Arztbrief bei Entlassung, im Sys-
tem erfasste Diagnosen, Ergebnisse von Standardlaborabnahmen und Interventionen. Zusatzlich
erfolgte die Sammlung klinischer Daten der Mutter anhand des ausfiihrlichen Kreif3saalberichts. Diese
beinhalteten neben anthropometrischen Daten und gesundheitlichem Status der Mutter, ebenfalls

Informationen zum Schwangerschafts- und Geburtsverlauf.

Die Bestimmung des GA erfolgte durch erfahrene Gynidkologen anhand der letzten Menstruationsblu-
tung der Mutter, sowie anhand des Ersttrimester-Ultraschalls. Dabei wurde das GA in abgeschlossenen
Wochen (bzw. abgeschlossenen Tagen) beschrieben, sodass zum Beispiel 210-216 abgeschlossene

Tage einem GA von 30 SSW entsprechen.

Asphyxie wurde definiert als neonataler Stress plus einem pH-Wert < 7.0 oder einem Base Excess < -
16.0, Infektion bei klinischen Zeichen einer Sepsis inklusive einer Antibiotikagabe ab 5 Tagen. Die
weiteren aufgelisteten Krankheitsbilder sind nach den aktuell geltenden Leitlinien der entsprechenden

Fachgesellschaften definiert.
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2.3.3 Fragebogen

In Phase 2 und 3 wurden Eltern der Studienteilnehmer gebeten, optional einen ausfiihrlichen, eigens
erstellten Fragebogen zu beantworten. Es wurde eine ausfiihrliche Schwangerschafts- und gynakolo-
gische Anamnese erhoben, sowie die Inanspruchnahme reproduktiver MalRnahmen und Informatio-
nen zu vorherigen Schwangerschaften erfragt. Daten zu ethnischem Hintergrund sowie Angaben zu
Lebensstil und Umweltfaktoren, Reisen, Alkohol-, Medikamenten- und Nikotinabusus kurz vor und

wahrend der Schwangerschaft wurden erfasst.

AuBerhalb der durch die Fragebogen erhobenen Daten erfolgten keine weiteren Erhebungen im Sinne

weiterer Studien-Termine oder eines Follow- Ups fiir die Studienteilnehmer.

2.4 Datenschutz

Die Vorschriften tber die arztliche Schweigepflicht und Datenschutz wurden bei Durchfiihrung der Stu-
die eingehalten. Die erhobenen persénlichen Daten wurden pseudonymisiert ausgewertet, sodass
keine Namen, Initialen und Geburtsdaten im Verschliisselungscode enthalten waren. Die Blutproben
wurden in pseudonymisierter Form an das Max-Plank-Institut (MPI) fir Biochemie in Martinsried wei-
tergegeben. Der Code der Pseudonymisierung setzte sich bei fortlaufender Nummerierung der Neuge-
borenen (d.h. keine Mehrfachvergabe der Nummern) aus vier Teilen zusammen: Reif- oder Friihgebo-
renes (N oder F), fortlaufende Nummer, Abnahmezeitpunkt (G, S, S2, E) und Abnahmeart (V=venos,
K=kapillar, A=arteriell) anhand eines Farbcodes (Abb. 4). Eine Entschlisselung der Daten wird lediglich

aus medizinischen oder wissenschaftlichen Griinden vorgenommen.

Abbildung 4: Pseudonymisierung der Blutproben

2.5 Untersuchung des Proteoms

2.5.1 Probengewinnung und Lagerung

Das Blut (ca. 0,2 ml) wurde entweder kapillar (Fersenblut), vends oder arteriell (mittels kommerziell
erhaltlicher Butterflies) abgenommen. Dabei wurde eine Flache von 12,5 mm Durchmesser auf der
Filterkarten (Whatman™ 903 Probeentnahmekarte) von einer Seite mit ca. 80 pl Blut getrankt. Nach
Trocknung der Filterkarten fiir 24 Stunden unter trockenen, zugluft- und sonnengeschiitzten

Bedingungen wurden diese bei -80° Celsius bis zur Auswertung gelagert.
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2.5.2 Probenprozessierung und massenspektrometrische Auswertung
Die massenspektrometrische Auswertung der Blutproben erfolgte durch das MPI fiir Biochemie in
Martinsried. Die Proben wurden mittels automatisierter Probenaufbereitungspipeline vorbereitet und

anhand etablierter Bioinformatik-Tools interpretiert.

Proben-Aufbereitung: Protein-Extraktion, Verdauung und in-StageTip Aufreinigung

Die Trockenblutproben wurden mit einer 14-Gauge Spritze ausgestochen, in eine 96-Well-Platte (Ep-
pendorf TwinTec, low-bind) aliquotiert und 20 ul H,0 pro Well zugegeben. Die weitere Probenaufbe-
reitung erfolgte gemaRk dem Plasma , Proteome Profiling Workflow” (inStage-Tip Protokoll) (178). Zu-
sammenfassend wurden 20 pl 2x Lyse-Puffer (80mM Chloroacetamid, 20 mM TCEP, 200 mM Tris, 2%
Glycocholicacid (w/v), pH 8,0) in die Well-Platte hinzugegeben und die Proben zur Reduktion von Disul-
fidbriicken, Cystein-Alkylierung und Proteindenaturierung bei 95°C fiir 10 min inkubiert. Anschliefend
wurden die Proben mit Covaris LE200-plus beschallt und durch die Verdauungsenzyme Trypsin und
LysC (Verhéltnis 1:100, pug Enzym zu pg Probenprotein) bei 37°C fur 4h in Peptide verdaut. Der
Proteinanteil pro ausgestochenem Filterkartenanteil wurde auf ca. 200 pg bestimmt. Der Verdau
wurde durch die Zugabe von 100 pl Puffer A (1% FA in H,0) beendet und 500 ng verdaute Proteine
gemal dem Hersteller-Protokoll auf Evotips (Evosep, Odensee, Denmark) geladen, was gleichzeitig zur

Entsalzung der Proben diente.

Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromatographie (HPLC) und Massenspektrometrie (MS)

Die Analyse der Proben erfolgte mittels LC-MS. Dieses bestand aus einem Evosep One Chromatogra-
phen-System (Evosep, Odensee, Danemark), welches an ein Exploris 480 Instrument (Thermo Fisher
Scientific) mit High-field asymetric waveform ion mobility (FAIMS) Schnittstelle (Thermo Fisher
Scientific) gekoppelt war und Nano-Elektronenspray (Thermo Fisher Scientific) als lonenquelle verwen-
dete. Die Datenerfassung erfolgte mittels Phasen-Spektrum-Dekonvolutions-Methode (179). Es wurde
eine selbst gepackte 15 cm lange HPLC-Saule (Innendurchmesser (ID): 150 um; gepackt in eine gezo-
gene ESI-Spitze mit ReproSil-Pur C18-AQ 1,9 um beads (Dr. Maisch GmbH)) in Kombination mit dem
44min, 30 SPD-Gradienten des Herstellers (Evosep) verwendet. Die Sdulentemperatur wurde mit Hilfe
eines im MPI selbst entworfenen Ofen mit Peltier-Element konstant bei 60°C gehalten. Die Parameter
wurden in Echtzeit mittels SprayOC Software Gberwacht (180).

Um MS-Daten zu erhalten, wurde fiir die Patientenproben ein Daten-unabhangiger Aquisitions (DIA)-
Scanmodus verwendet, wohingegen fraktionierte Proben von Probenpools mit einem top12 Daten-
abhangigem Aquisitions (DDA)-Scanmodus generiert wurden. Alle Proben wurden mittels des FAIMS-
Gerats, welches an den Eingang des Massenspektrometers gekoppelt war, analysiert. Bei einer Aus-
gleichsspannung von -45 V wurden beide Aquisitionsschemata mit derselben Flissigkeits-Chromato-

graphen-Methode kombiniert. Das Massenspektrometer wurde mit der Xcalibur-Software betrieben
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(Thermo Fisher). Die DDA-Scan-Einstellungen bei vollem MS-Level beinhalteten ein automatisches
,Gain Control Target Set“ bei 300% im 300-1.400 m/z Umfang mit einer maximalen Injektionszeit von
25 ms und einer Auflésung von 60.000 bei einer m/z von 200. Bei MS/MS-Level lag der automatische
Gain-Control-Target-Wert bei 200% mit einer maximalen Injektionszeit von 22 ms und einer Auflésung
von 15.000 bei m/z von 200. AusschlieBlich bei MS/MS-Ereignissen wurden lonenvorldufer mit 2-6 La-
dungen, die nicht Bestandteil der 30s dynamischen Ausschlussliste waren, in einem 1,3 m/z Fenster
isoliert. Die Fragmentierung erfolgte mittels , higher-energy C-trap dissociation” (HCD) bei 30%. Der
DIA-Scanmodus wurde mit einem vollen MS1 Scan, gefolgt von 60 MS/MS Fenstern durchgefiihrt. Das
volle MS-Setting beinhaltete ein automatisches , Gain-Control-Target Set” von 300% in einem 300-
1.650 m/z Bereich mit einer maximalen Injektionszeit von 50 ms und einer Auflésung von 60.000 bei
m/z von 200. Die DIA Vorldufer-Fenster reichten von 349,5 m/z (untere Grenze des ersten Fensters)
bis 1650,5 m/z (obere Grenze des 60sten Fensters). MS/MS-Einstellungen beinhalteten ein automati-
sches ,Gain-Control-Target Set” von 1000% fir die Vorlaufer-Fenster mit einer Xcalibur-

automatisierten maximalen Injektionszeit und einer Auflésung von 15.000 bei m/z von 200.

2.5.3 Qualitatskontrolle
Fiir die Probensammlung, -lagerung und -aufbereitung, die Erhebung der klinischen Daten der Studien-
teilnehmer, sowie Datenerfassung des Proteoms wurden extra entwickelte Standard Operating
Procedures (SOPs) etabliert.
Die massenspektrometrische Probenaufbereitung wurde anhand von Analyseparametern wie
Methionin-Oxidierung, Acetylierungsraten, Identifikationsratio und missed cleavage rate evaluiert.

Das Massenspektrometer wurde wochentlich evaluiert und kalibriert.

2.5.4 Work-Flow-Validation

Die Reproduzierbarkeit des Arbeitsablaufs wurde durch das Labor anhand eines Vergleichs von Proben
verschiedener Individuen, sowie 5 Replikate desselben Blutflecks sichergestellt. Die Reproduzierbar-
keit der technischen Replikate war mit einem Pearson-Korrelationskoeffizient von 0,97 sehr hoch, wéah-
rend die Korrelation zwischen den Individuen mit einem Pearson-Korrelationskoeffizienten von nur
0,85 um einiges geringer war. Dies impliziert eine weitaus héhere biologische im Vergleich zur techni-
schen Variation, was wiederum erméglicht, biologisch relevante Informationen im Blutproteom zu
finden.

Zur Vermeidung potenzieller Fehler der Probengewinnung, -sammlung, -und lagerung wurden ver-
schiedene Experimente zur ldentifikation solcher entworfen. Zum einen zeigte sich eine systematische
Degradation bestimmter Proteine in Trockenblutproben bei Raumtemperatur. Um dies zu verhindern,
wurden alle Trockenblutproben bei -80°C gelagert. Vorlaufig zur Studie wurden Nabelschnurblut und
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Fersenblut verglichen. Aufgrund der geringen Unterschiede wurde die kapillare Methode zur Proben-
sammlung zugelassen. Dies erleichterte die Probengewinnung und ermoglichte die Optimierung der

Probenhandhabung und die Reduktion einer systematischen Verzerrung der Studie.

2.6 Datenauswertung

2.6.1 Statistische Analyse der klinischen Daten

Die deskriptive statistische Analyse erfolgte mit Microsoft® Excel Version 2111 sowie GraphPad®©
Prism Version 9.2.0. Baseline-Charakteristika (Mittelwert und Standardabweichung fiir numerische Da-
ten bzw. Anzahl und Prozent fiir kategorische Daten) wurden in Excel berechnet. Die weitere statisti-
sche Auswertung erfolgte mit GraphPad© Prism. Vor jeder statistischen Analyse wurde die Normal-
verteilung mittels D’Agostino-Pearson Normalverteilung tberprift. Aufgrund kleiner KohortengrofRen
konnte diese z.T. nicht Gberpriift werden und wurde dem entsprechend nicht angenommen. Es er-
folgte der Vergleich von Untergruppen, die anhand des GA gebildet wurden. Fiir kategorische Daten
wurde der Fisher’s Exact Test herangezogen. Der Vergleich von numerischen Daten zweier Gruppen

erfolgte mittels T-Test bzw. Mann-Whitney-U-Test.

2.6.2 Analyse der massenspektrometrischen Rohdaten

Mittels MaxQuant-Software (Version 1.6.1.13) (181) wurde aus den MS-Daten des fraktionierten
Proteom-Pools eine DDA-Bibliothek generiert. Anhand dieser Spektrum-Bibliothek wurden die MS-
Daten der Patientenproben zur finalen Proteinidentifikation und Quantifizierung mit der Software
Spectronaut (Version 14.9.201124.47784 (Biognosys AG)) durchsucht und verglichen. Jede Suche
wurde gegen die menschliche UniProt-Datenbank als Referenz-Proteom fiir canonical und Isoform-
Sequenzen (Download im Marz 2018, 93.786 Eintrage) durchgefiihrt. Die Suche beinhaltete Cystein-
Carbamidomethylation als festgesetzte Modifikation, sowie N-terminale Acetylierung, Oxidierung an
Methionin und Deamidierung von Aspargin oder Glutamin als variable Modifikationen. Fiir andere Pa-
rameter wurden Standardeinstellungen verwendet. Die Enzymspezifitdt wurde mit Trypsin mit einem

Maximum von 2 ,missed cleavages” und einer Peptidlange von 7-52 Aminosauren festgesetzt.

2.6.3 Bioinformatische Analyse der Proteom-Daten

Die bioinformatische Analyse erfolgte mittels Perseus Version 1.6.5.0 (182). Dabei handelt es ich um
eine frei zugangliche, vom MPI entwickelte Software zur Interpretation von Proteinquantifizierungen,
Interaktionen und posttranslationalen Modifikationen (182, 183). Signifikant veranderte Proteine zwi-
schen den FG-Gruppen und der Kontrollgruppe der RG (Querschnittsdaten) bzw. zwischen den Abnah-
mezeitpunkten NGS, NGS 32+0, E und der Basisabnahme G (longitudinale Daten) wurden mittels T-

Test bei einer permutationsbasierten Falscherkennungsrate (FDR) von 0,05 ermittelt. Flr signifikante
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Treffer wurden der P-Wert und der minimale Fold Change (Mittlere Differenz) berechnet. Fold Changes
wurden fir die Querschnittsdaten als FG-Untergruppe/RG-1 fir protein label-free (LFQ)-Intensitdten
bzw. fur die longitudinalen Daten als Zeitpunkt NGS oder NGS 32+0 oder E/ G-1 angegeben. Um
biologische Prozesse aufzudecken, wurden die Proteine mit Gene Ontology biological process (GOBP),
molekularer Funktion (GOMF), zelluldarem Kompartiment (GOCC) und Uni-Prot-KB-Keywords annotiert
und nach ,ribosomal®, ,immunoglobulin“, ,complement”, ,coagulation”, ,apolipoprotein”, und
,hemoglobin“ durchsucht. Zur Darstellung der Ergebnisse in Form einer Heat Map erfolgte ein Z-
Scoring der Intensitdaten und anschlieBend eine hierarchische Clusteranalyse anhand der errechneten
Z-gescorten Mediane.

Der Vergleich einzelner Proteine zwischen den Gestationsaltern bzw. Zeitpunkten erfolgte mittels T-

Test in GraphPad®© Prism Version 9.2.0.

Zur Datenanalyse wurden die 4 Hauptabnahmezeitpunkte (G, NGS, NGS 32+0 und E) mit einer
Mindestanzahl von 400 Proteinen pro Probe herangezogen. Zusatzlich wurden die Daten auf 70
Prozent Vollstandigkeit in mindestens einer vordefinierten Neugeborenen-Untergruppe bzw. pro Zeit-

punkt gefiltert. Anhand des resultierenden Datensets erfolgte die finale statistische Auswertung.
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3  Ergebnisse

3.1 Kohortentibersicht

Die Rekrutierung der Studienteilnehmer erfolgte in 3 Phasen anhand der genannten Ein- und Aus-
schlusskriterien am Perinatalzentrum Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen in
einem Zeitraum von Februar 2017 bis Juni 2019 (Abb. 5). Insgesamt wurden 161 FG und 492 RG in die
Studie eingeschlossen. Die FG wurden in die von der WHO definierten Untergruppen unterteilt (28

ExtFG, 36 SehrFG und 97 SpatFG).

In Phase 1 wurden 85 Familien von 285 geeigneten FG um eine Studienteilnahme gebeten (30%), wo-
von 71 der Teilnahme zustimmten (84% Einwilligung). Flr Phase 2 konnten 113 geeignete FG identifi-
ziert werden. 82 der Eltern (73%) wurden um eine Teilnahme gebeten, welcher 76 zustimmten (93%
Einwilligung). In Phase 3 wurden 15 von 46 Familien der geeigneten FG gefragt, Teil der Studie zu sein
(33%). Davon willigten die Eltern von 14 FG ein (93% Einwilligung). Die Rekrutierung der RG erfolgte
vor allem in Phase 2. Von 1060 geeigneten Patienten, wurden 537 um eine Studienteilnahme gebeten
(51%), wovon wiederum 473 zustimmten (83%). In Phase 3 wurden 219 RG anhand der fiir diese Phase
strikteren Einschlusskriterien als geeignet identifiziert. 23 (11%) wurden um eine Teilnahme gebeten,
19 (83%) davon wiederum willigten ein (Ergdnzende Tab. 1).

Fiir die fehlende Aufnahme geeigneter FG in die Studie konnten vor allem 2 Griinde identifiziert wer-
den. Zum einen sind logistische und organisatorische Hindernisse durch die Abwesenheit der Eltern
(N=88, 66%), zum anderen die Sprachbarriere im Sinne fehlender Deutsch- und Englischkenntnisse

(N=39, 21%) zu nennen.

Der Erhebung der klinischen Daten anhand der Dokumentation im Rahmen des stationdren Aufent-

halts fand ausnahmslos fiir alle Studienteilnehmern statt (100%).
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Phase 1 Phase 2 Phase 3
(02/2017-05/2018) (05/2018-12/2018) (12/2018-06/2019)
Neugeborene Gesamt
RG: 1181 RG: 994
FG gesamt: 339 FG gesamt: 126 FG gesamt: 929
<28 SSW: 32 <28 SSW: 8 <28 SSW: 6
28-32 SSW: 41 28-32 SSW: 15 28-32 SSW: 10
> 32 SSW: 266 > 32 SSW: 103 > 32 SSW: 83
I I I
Ausschluss (Frilhgeborene) Phase 1 Phase 2 Phase 3
Angeborene Fehlbildungen*: 36 (5, 8,23) 10 (0, 1,9) 25 (1,0, 25)
Maternale HIV/Hep-Infektion*: 10 (2,1,7) 2 (0,0,2) 13 (0,0, 13)
Totgeburt/Im KS verstorben*: 8 (7,0,1) 1 (1,0,0) 0
*(< 28 SSW, 28-32 SSW, > 32 SSW)
Fokus
RG: 1060 RG: 219
FG gesamt: 285 FG gesamt: 113 FG gesamt: 46
< 28 SSW: 18 <28 SSW: 7 <28 SSW: 5
28-32 SSW: 32 28-32 SSW: 14 28-32 SSW: 8
> 32 SSW: 235 > 32 SSW: 92 > 32 SSW: 33
[ 1 [
Keine Rekrutierung (Frithgeborene) Phase 1 Phase 2 Phase 3
Logistik*: 171 (1,7, 163) 4 (0,0,4) 13 (0, 0, 13)
Teilnahme abgelehnt*: 14 (0, 2,12) 6 (0,3,3) 1 (0,0,1)
Sprachbarriere*: 23 (0,0, 23) 9 (0,3,6) 7 (1,1,5)
Zu spate Zu-/ Weiterverlegung*: 0 11 (0, 1, 10) 5 (0,0,5)
Andere*: 6 (0,0,6) 7 (0,1,6) 6 (0,0,6)
(*Gesamt, < 28 SSW, 28-32 SSW, > 32 SSW)
Studienteilnehmer
RG: 473 RG: 19
FG gesamt: 71 FG gesamt: 76 FG gesamt: 14
< 28 SSW: 17 < 28 SSW: 7 < 28 SSW: 4
28-32 SSW: 23 28-32 SSW: 6 28-32 SSW: 7
> 32 SSW: 31 > 32 SSW: 63 > 32 SSW: 3
Altersgruppen RG FG ExtFG SehrFG SpatFG
> 37 SSW <37 SSW <28 SSW 28-32 SSW >32 SSW
Neugeborene 492 161 28 36 97
Miitter 484 128 24 27 77
Fragebogen 465 66 6 9 51
Blutproben 566 289 58 75 156

Abbildung 5: Flowchart-Patientenrekrutierung

Fir eine genaue Ubersicht iber die Sammlung von Blutproben in Abhingigkeit der Rekrutierungs-

phasen siehe erganzende Tabelle 3.
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3.2 Klinische Daten

3.2.1 Basisdaten der Kinder

Insgesamt wurden 161 FG in die Studie eingeschlossen. Das durchschnittliche GA der FG betrug 32 SSW
(SD 3,9) mit einer Spanne von 13 Wochen (Min. 23 SSW, Max. 36 SSW). 492 rekrutierte RG (nach ab-
geschlossener 37. SSW) dienten als Kontrollgruppe. Die Charakteristika der Studienteilnehmer sind in

Tabelle 1 sowie erganzende Tabelle 4a und 4b dargestellt.

Reifgeborene | Frithgeborene | ExtFG SehrFG SpatFG
Gestationsalter 237 SSW <37 SSW <28 SSW 28-32 SSW 232 SSW
Anzahl 492 161 28 36 97
GA (Wochen), M (SD) 39,4 (1,2) 32 (3,9) 25 (1,3) 29 (1,2) 34 (1,4)
GA (Tage), M (SD) 279 (8) 224 (27) 178 (9) 208 (9) 243 (10)
Geschlecht weiblich, N (%) 229 (47) 62 (39) 12 (43) 8(22) 42 (43)
Geburtsgewicht (g), M (SD) 3421 (471) 1767 (747) 725 (174) 1300 (315) | 2241 (511)
Perzentile GG, M (SD) 47 (27) 44 (25) 45 (31,5) 45 (22) 43 (25)
Korperldnge (cm), M (SD) 52 (3) 41 (6) 32 (3) 39 (3) 45 (4)
Perzentile GL, M (SD) 60 (28) 52 (30) 53(33) 45 (28) 54 (30)
Kopfumfang (cm), M (SD) 35(1) 29 (4) 23 (2) 28 (2) 32(2)
Perzentile KU, M (SD) 53(27) 58 (26) 54 (27) 59 (28) 58 (26)
APGAR Score 1, M (SD) 8,9 (2) 7,3(2) 5,6 (2) 6,7 (2) 8(2)
APGAR Score 5, M (SD) 9,7 (1) 8,7 (2) 7,6 (2) 8,4 (2) 9,1 (1)
APGAR Score 10, M (SD) 9,8(1) 9,3(1) 8,6 (2) 9,2(1) 9,6 (1)
Mehrlingsschwangerschaft, N (%) 16 (3) 64 (40) 8 (29) 17 (47) 39 (40)
Sectio, N (%) 115 (23) 100 (62) 22 (79) 27 (75) 51 (53)

Tabelle 1: Anthropometrische Daten der Neugeborenen

Die Studienpopulation der FG zeigte einen signifikant geringeren Anteil an weiblichen Patienten (39%)
im Vergleich zu RG (46%, p< 0,0001). In der Gruppe der FG (40%) fielen signifikant haufiger Mehrlings-
schwangerschaften im Vergleich zu der Gruppe der RG (3%) auf (p <0,0001). Ein signifikanter Unter-
schied zwischen den FG-Gruppen konnte nicht gezeigt werden. Ein groRer Anteil der FG wurde mittels
Kaiserschnittes (Sectio) entbunden (62%). Im Gegensatz dazu kamen RG signifikant haufiger mittels

Spontangeburt (48%) zur Welt (p <0,0001).

In Abhdngigkeit vom GA zeigten sich postnatal typische Erkrankungen von FG bzw. RG (Tab. 2, ergan-
zend Tab. 5a und b im Anhang). Die Morbiditat bzw. Komplikationsrate stieg mit abnehmendem GA

an.
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Reifgeborene | Friihgeborene | ExtFG SehrFG SpatFG
Gestationsalter 237 SSW <37 SSW <28 SSW 28-32 SSW 232 SSW
Anzahl 492 161 28 36 97
Asphyxie, N (%) 9(2) 2(1,2) 1(4) 0 (0) 1(1)
Himatologisch, N (%) 16 (3) 46 (29) 22 (79) 10 (28) 14 (14)
Thrombozytopenie, N (%) 8(1,6) 24 (15) 11 (39) 5(14) 8(8)
Anamie, N (%) 3(0,6) 28 (17) 22 (79) 6(17) 0(0)
Polyglobulie, N (%) 5(1,0) 6 (4) 0(0) 1(3) 5 (5)
Gerinnungsstorung, N (%) 1(0,2) 8 (5) 4 (4) 3(8) 1(1)
Infektion, N (%) 37 (8) 33(21) 21 (75) 5 (14) 7(7)
Vermutete Infektion, N (%) 41 (8) 82 (51) 7(25) 29 (81) 46 (47)
Kardiovaskular, N (%) 26 (5) 45 (28) 23 (82) 13 (36) 9(9)
Hypo-/ Hypertension, N (%) 7(1,4) 16 (10) 7 (25) 5(14) 4 (4)
ASD oder PFO, N (%) 6(1,2) 17 (11) 7 (25) 7 (19) 3(3)
VSD, N (%) 3(0,6) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
PDA, N (%) 4(0,8) 20 (12) 16 (57) 4(11) 0 (0)
Neurologisch, N (%) 12 (2,4) 37 (23) 12 (43) 14 (39) 11 (11)
ICH jeden Grades, N (%) 0(0) 16 (10) 9(32) 5 (14) 2(2)
PVE jeden Grades, N (%) 2(0,4) 11 (7) 7 (25) 2 (6) 2(2)
HIE, N (%) 6(1,2) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Respiratorisch, N (%) 45 (9) 109 (68) 28 (100) 36 (100) 45 (46)
RDS, N (%) 15 (3) 85 (53) 28 (100) 32 (89) 25 (26)
Apnoe-Bradykardie-Syndrom, 1(0,2) 46 (29) 18 (64) 21 (58) 7(7)
:P(lfj?eden Grades, N (%) 0(0) 16 (10) 13 (46) 3(8) 0(0)
ROP jeden Gades, N (%) 0(0) 18 (11) 15 (54) 3(8) 0 (0)

Tabelle 2: Erkrankungen der Neugeborenen

(PDA= Persistierender Ductus arteriosus botalli, ASD= Atriumseptumdefekt, PFO= Persistierendes Forman ovale,
VSD= Ventrikelseptumdefekt, RDS= Respiratory Distress-Syndrom, BPD= Bronchopulmonale Dysplasie, ICH=
Intrazerebrale Hamorrhagie, PVE= Periventrikuldre Echogenitdtserhéhung, HIE= Hypoxisch-ischamische Ence-

phalopathie, ROP= Retinopathia praematurorum).

Hédmatologische  Erkrankungen (darunter Andmie, Thrombozytopenie, Polyglobulie und
Gerinnungsstorungen) zeigten sich signifikant vermehrt bei FG (29%) im Vergleich zu RG (3%, p
<0,0001).

Die Pravalenz an Infektionen betrug bei FG 21% und bei RG 8%. Der Anteil an Infektionen war bei ExtFG
mit 75% im Vergleich zu den beiden anderen FG-Gruppen (14% SehrFG, 7% SpatFG) signifikant erhéht.
Kardiovaskuldre Erkrankungen fanden sich mit 82% vor allem bei ExtFG und traten im Vergleich bei nur
36% der SehrFG und 9% der SpatFG, sowie nur 5% der RG auf. Die SpatFG unterschieden sich dabei
nicht signifikant von den RG. Ein signifikanter Unterschied zeigte sich dagegen zwischen den FG-
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Gruppen. Ein PDA wurde bei 12% aller FG diagnostiziert und war mit 57% insbesondere bei ExtFG zu
beobachten.

Im Bereich der neurologischen Erkrankungen ist zu vermerken, dass kein Neugeborenes eine Peri-
ventrikuldre Leukomalazie (PVL) entwickelte. Allerdings zeigten 43% der ExtFG und 39% der SehrFG
Komplikationen wie eine intrazerebrale Blutung jeden Grades (ICH I-Ill) (32% bzw. 14%) oder eine
periventrikulare Echogenitatserhéhung (PVE) in der Schadel-Sonographie (25% bzw. 6%). In der
Gruppe der SpatFG konnten bei 11% neurologische Komplikationen festgestellt werden, bei RG in nur
2% der Falle.

Respiratorische Erkrankungen stellten mit insgesamt 68% die haufigsten postnatalen Komplikationen
dar. Alle FG mit GA <32 Wochen (100%) und ein immer noch recht hoher Anteil von 46% bei einem GA
> 32 Wochen (SpatFG) war betroffen. Insgesamt wurden bei 53% der FG ein RDS, bei 29% eine Apnoe-
Bradykardie-Syndrom und bei 10% eine BPD diagnostiziert. Die FG-Gruppen unterschieden sich dabei
weitgehendst signifikant untereinander. Bei RG manifestierte sich in nur 9% der Falle eine

respiratorische Erkrankung.

Eine genaue Aufstellung Gber die Interventionspflichtigkeit und jeweilige MaBnahmen ist in der ergan-
zenden Tabelle 6 im Anhang zu finden. In Ubereinstimmung mit dem hohen Anteil an Infektionen bzw.
vermuteten Infektionen vor allem bei ExtFG und SehrFG (Geburt vor 32 SSW) erhielten 97% eine (z.T.
prophylaktische) Antibiotika-Therapie. Bei SpatFG waren es im Vergleich nur 55%, bei RG 16%. FG mit
einem GA <32 Wochen bendétigten zu 98% eine Beatmungsunterstiitzung in Form einer nicht-invasiven
Beatmung (IPAP, CPAP, HFNC oder einfache Sauerstoffmaske). 50% der ExtFG war auf eine invasive
Beatmung angewiesen. Im Vergleich dazu benétigten nur 45% der FG >32 Wochen (SpatFG) und 7%
der RG eine Beatmungsunterstiitzung. Zusatzlich erhielten 96% der ExtFG eine Surfactant-Therapie,

die bei 61% der SehrFG und nur 3% der SpatFG notig war.

3.2.2 Basisdaten der Eltern

Die anthropometrischen Daten der Eltern sind in Tabelle 3 und ergdnzende Tabelle 7 wiedergegeben.
Das Durchschnittsalter der Mitter betrug 34,6 + 5,4 Jahre fir FG und 34,0 + 4,6 Jahre fiir RG. In allen
FG-Gruppen zeigte sich ein signifikant hoherer Anteil an Mittern > 35 Jahren mit insgesamt 56% bei
FG, im Vergleich zu 45% bei RG (p <0,05). Ein signifikanter Unterschied zwischen den FG-Gruppen
zeigte sich nicht.

Der BMI vor der Schwangerschaft lag bei den Miittern von FG im Durchschnitt bei 23,1 + 4,6 kg/m?, bei
den Viatern bei 25,2 + 3,0 kg/m?. Bei beiden Geschlechtern zeigten sich nur geringe Unterschiede in
den FG-Gruppen oder im Vergleich zu RG (Frauen 22,4 + 3,3 kg/m?, Ménner 25,1 + 3,2 kg/m?). Der BMI,

der anhand des Gewichts bei Erstuntersuchung (EU) der Miitter berechnet wurde (23,4 + 4,8 kg/m?),
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wich nur leicht vom BMI, dessen Berechnung anhand des Gewichts vor der Schwangerschaft erfolgte
(23,1 * 4,6 kg/m?), ab. Aufgrund der Vollstindigkeit der Daten ist die Zuordnung der Eltern in die
Adipositas-Klassifikation hier anhand des BMls bei Erstuntersuchung dargestellt. 9% der Miitter Friih-
geborener sowie 4% der Vater konnten als Adipositas klassifiziert werden. Dabei zeigte sich ein leicht
signifikanter Unterschied im Auftreten von Adipositas sowohl anhand des Gewichts vor der
Schwangerschaft (p <0,05) als auch bei Erstuntersuchung (p <0,01) zwischen den Miittern von RG und

FG. Ein signifikanter Unterschied zwischen den FG-Gruppen zeigte sich nicht.

Reifgeborene | Frithgeborene | ExtFG SehrFG SpatFG
Gestationsalter > 37 SSW <37 SSW <28 SSW 28-32 SSW 232 SSW
Anzahl der Mutter 484 128 24 27 77
*Fragebogen 461 66 6 9 51
Alter (Jahre) Mutter, M (SD) 34 (4,5) 34,6 (5,4) 35 (6,1) 34,9 (5,5) 34,4 (5,3)
<35 Jahre, N (%) 266 (55) 57 (45) 11 (46) 13 (48) 33 (43)
*Vater, M (SD) 36 (5,8) 37,3 (5,9) 43 (6,1) 37,3 (4,8) 36,6 (5,8)
Keine Angabe 23 (5) 62 (48) 18 (75) 18 (67) 26 (43)
*BMI (kg/m?) Mutter vor SS, M (SD) | 22,4 (3,3) 23,1 (4,6) 24,5 (4,4) 24,2 (4,2) 22,8 (4,7)
Keine Angabe, N (%) 26 (5,4) 70 (55) 21 (88) 19 (70) 30(39)
BMI (kg/m2) Mutter bei EU, M (SD) | 22,8 (3,6) 23,4 (4,8) 24,7 (6,4) 23,5 (3,4) 23,0 (4,6)
Keine Angabe, N (%) 10 (2) 9(7) 2(8) 2(7) 5(6)
*Vater M (SD) 25,1 (3,2) 25,2 (3,0) 24,1(1,2) 25,7 (2,9) 25,6 (3,2)
Keine Angabe, N (%) 34 (7) 64 (50) 19 (79) 18 (67) 27 (35)
Adipositas-Score Mutter
anhand BMI bei EU
Normal, N (%) 358 (74) (76) | 82 (64) (69) 14 (58) (64) | 18 (67) (72) 50 (65) (69)
Pri-Adipositas, N (%) 75 (15) (16) 20 (16) (17) 4(17)(18) | 5(19)(20) 11 (14) (15)
Adipositas, N (%) 21 (4) (4) 11 (9) (9) 4(17) (18) 1(4) (4) 6 (8) (8)
Untergewicht, N (%) 20 (4) (4) 6 (5) (5) 0(0) (0) 1(4) (4) 5(6) (7)
Keine Angabe, N (%) 10(2) 9(7) 2(8) 2(7) 5(6)
*Vater
Normal, N (%) 246 (51) (55) | 34 (27) (53) 4 (17) (80) 5 (19) (56) 25 (32) (50)
Praadipositas, N (%) 171 (35) (38) | 25 (20) (39) 1(4) (20) 4 (15) (44) 20 (26) (40)
Adipositas, N (%) 32(7)(7) 5(4) (8) 0(0) (0) 0(0) (0) 5(7) (10)
Untergewicht, N (%) 1(0,2) (0,2) 0(0) (0) 0(0) (0) 0(0) (0) 0(0) (0)
Keine Angabe, N (%) 34 (7) 64 (50) 19 (79) 18 (67) 27 (35)

Tabelle 3: Basisdaten der Eltern
Die Berechnung des Prozentanteils des Adipositas-Scores sowohl der Mutter als auch des Vaters erfolgte
einerseits anhand der Gesamtzahl der Mutter bzw. Vater (1. Prozentzahl) bzw. anhand der bekannten Daten (2.

Prozentzahl).
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3.2.3 Schwangerschaft

Eine hypertensive Schwangerschaftserkrankung (Prdaeklampsie, Eklampsie, und HELLP-Syndrom)

konnte bei 16% der FG als Risikofaktor fiir eine Friihgeburtlichkeit diagnostiziert werden (Vergleich RG

0,6%). Als Ursache der Friihgeburtlichkeit konnte des Weiteren bei 45% der Mitter vorzeitige Wehen,

bei 11% eine Isthmozervikale Insuffizienz (bei RG jeweils im 1% Bereich) und bei 47% ein vorzeitiger

Blasensprung identifiziert werden. Eine Blutung wahrend der Schwangerschaft hatte sich bei 8% der

FG, eine Plazentadysfunktion bei 11% gezeigt. Die Anzahl an vorherigen Friihgeburten war in der

Gruppe der FG (9%) im Vergleich zu RG (3%) erhdht. Reproduktionsmedizinische MaRRnahmen fanden

bei 19% der FG Anwendung, wobei sich kein signifikanter Unterschied zwischen den FG-Gruppen

zeigte. Bei den RG war es ein kleinerer Anteil mit 9%. Eine detaillierte Aufstellung ist in Tabelle 4 und

erganzende Tabelle 11 zu finden.

Reifgeborene | Frithgeborene | ExtFG SehrFG SpatFG
Gestationsalter 237 SSW <37 SSW <28 SSW 28-32 SSW 232 SSW
Anzahl Neugeborene 492 161 28 36 97
Anzahl der Miitter 484 128 24 27 77
*Fragebogen 461 66 6 9 51
Hypertensive SS-Erkrankung, N (%) 3(0,6) 21 (16) 4(17) 8(30) 9(12)
Praeklampsie, N (%) 2(0,4) 15(9) 2(7) 5(14) 8(8)
Eklampsie, N (%) 0(0) 1(0,6) 0(0) 1(3) 0(0)
HELLP, N (%) 1(0,2) 4(3) 1(4) 2 (6) 1(1)
Praeklampsie und HELLP, N (%) 0(0) 2(1,2) 1(4) 1(3) 0(0)
Keine Angabe, N (%) 0(0) 3(2) 0(0) 2(6) 1(1)
Plazentadysfunktion, N (%) 15 (3) 10 (6) 3(11) 2(6) 5(5)
Vorherige Frithgeburt, N (%) 14 (3) 15 (9) 3(11) 1(3) 11 (11)
(*) Reproduktionsmedizin, N (%) 42 (9) 31 (19) 5(18) 9 (25) 20 (21)
Hormonell, N (%) 11 (2) 7 (4) 1(4) 1(3) 5(5)
Insemination, N (%) 1(0,2) 0(0) 0(0) 0(0) 1(1)
IVF, N (%) 9(2) 10 (6) 1(4) 2 (6) 8 (8)
ICSI, N (%) 19 (4) 7 (4) 4(14) 3(8) 2(2)
Eizellspende, N (%) 1(0,2) 7 (4) 0(0) 3(8) 4(4)
Keine Bezeichnung, N (%) 1(0,2) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)

Tabelle 4: Schwangerschaft (IVF= In-vitro-Fertilisation, ICSI= Intrazytoplasmatische Spermieninjektion)
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3.3 Proteom-Daten
3.3.1 Ubersicht der gewonnenen Blutproben

Eine genaue Aufstellung der abgenommenen Filterkarten ist in Tab. 5 wiedergegeben.

Blutproben N Reifgeborene Friihgeborene ExtFG SehrFG SpatFG
N Neugeborene 492 161 28 36 97
Geburt (G), N 52 130 26 35 69
Geburt (G2), N 5 5 2 3 0
Geburt (G3), N 0 1 1 0 0
S05, N 2 0 0 0 0
NGS (36-72h), N 484 95 7 19 69
S15,N 0 5 4 0 1
NGS 32+0 (32+0SSW), N 0 19 8 11 0
S25, N 2 1 0 1 0
Entlassung (E), N 18 29 8 5 16
E2, N 2 2 1 0 1

Tabelle 5: Ubersicht der abgenommenen Filterkarten

(G=Abnahme innerhalb 24h nach Geburt, G2 und G3= Zusétzliche Abnahme innerhalb 32h nach Geburt, NGS=
Neugeborenenscreening, NGS 32+0= Neugeborenenscreening bei korrigiertem Gestationsalter von 32+0 SSW,
S05= Zwischenabnahme zwischen G und NGS, S15= Zwischenabnahme zwischen NGS und NGS32+0 bei
Neugeborenen <32. SSW, S25= Zwischenabnahme (<72h) bei Neugeborenen >32 SSW, Entlassung (E)= Abnahme

bei Entlassung (>72h), E2= zusatzliche Abnahme bei Entlassung)

Ein longitudinaler Verlauf wurde als mindestens 2 Blutentnahmen zu den Hauptabnahmezeitpunkten
G, NGS, NGS32+0 und E definiert und konnte fiir insgesamt 69 FG (8 ExtFG, 20 SehrFG und 41 SpatFG)

bestimmt werden (Tab. 6).

Frihgeborene | ExtFG SehrFG SpatFG
Longitudinaler Verlauf = 69 8 20 41
4 Zeitpunkte, N (%) 9(13) 4 (50) 5 (25) -
3 Zeitpunkte, N (%) 20 (29) 3(37.5) 4 (20) 13 (32)
2 Zeitpunkte, N (%) 40 (58) 1(12.5) 11 (55) 28 (68)

Tabelle 6: Longitudinale Abnahme

Die Zeit der Blutentnahme fir die ersten beiden Zeitpunkte G und NGS erfolgte relativ konstant nach
446 Stunden (214 bei FG und 88 bei RG) bzw. 468 Stunden (44+7 bei FG und 468 bei RG). Das NGS
32+0 bei einem kGA von 32+0 SSW wurde nach durchschnittlich 30+16 Tagen abgenommen. Die Ab-
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nahme zum Zeitpunkt E dagegen erfolgte sehr variabel nach 22429 Tagen (durchschnittlich 412 Tage
flr RG bis 72420 fir ExtFG) (Abb. 6 und ergdnzende Tabelle 12).
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Abbildung 6: Zeitliche Ubersicht der Blutprobenentnahme

Tabelle 7: Missing Data der Entnahmezeitpunkte

Anzahl der in Abb. 2 nicht dargestellten Blutentnahmen aufgrund fehlender genauer Zeitangaben.

Die Blutentnahme erfolgte bei 48% kapillar (Fersenblut), bei 38% vends und bei 2% arteriell. Bei 12%
war das Abnahmeverfahren nicht mehr rekonstruierbar. Insgesamt war bei FG vor allem die vendse

(45%), bei RG die kapillare Abnahme (48%) dominant.

In den folgenden Analysen wurden nur die 4 Hauptabnahmezeitpunkte (G, NGS, NGS 32+0, E) heran-

gezogen.

3.3.2 Statistische Vorgehensweise in der Analyse der Entwicklung Frithgeborener
Die Beurteilung des physiologischen Entwicklungsprozesses und Reifung der FG auf Proteineben er-
folgte in 4 Schritten (Abb. 7).
(1) Zuerst wurde der Einfluss des GA bei Geburt auf das Proteomprofil von FG untersucht (1. Zeitdi-
mension). Dazu wurden die FG-Gruppen (ExtFG, SehrFG, SpatFG) jeweils mit der Kohorte der RG ver-
glichen. (2) In einem zweiten Schritt wurde die postnatale Reifung anhand des longitudinalen Abnah-
meschemas betrachtet (2. Zeitdimension). (3) SchlieBlich erfolgte in einem dritten Schritt der Vergleich
der beiden Zeitdimensionen (GA und postnatale Reifung) anhand des Proteinverlaufs gemeinsam sig-
nifikant veranderter Proteine aus Schritt 1 und 2. (4) Um die extrauterine ,Nachreifung” und mogliche
Einflussfaktoren auf das Proteomprofil beurteilen zu konnen, wurden FG bei einem kGA von 32+0 SSW
mit FG, die mit 32 bzw. 33 SSW geboren wurden, verglichen.
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Friihgeborene vs. Reifgeborene Biomarker-Kandidaten
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Abbildung 7: Analyseschema der Entwicklung des Blutproteoms von Friihgeborenen

3.3.3 Basisdaten der Massenspektrometrischen Auswertung

Ein groRes Vollblut-Proteom-Datenset aus 855 Blutproben wurde erstellt. Der Fokus wurde auf die 4
Hauptabnahmezeitpunkte (G, NGS, NGS 32+0, E) gelegt (N= 827). Bei einer Mindestanzahl von 400
detektierten Proteinen pro Probe wurden 813 Proben (266 FG-Datensets und 547 RG-Datensets) zur
Analyse herangezogen. Insgesamt konnten 1459 Proteine mit mindestens 2 Peptiden in den Studien-

proben identifiziert werden. Durchschnittlich wurden 831 Proteine (SD 172, Min 414, Max 1233) pro

Probe gemessen.

Um einen ersten Eindruck Gber die Daten bei moglichst groRer statistischer Power zu erhalten, wurde
das Blutproteom der FG mit dem der RG zu allen 4 Zeitpunkten verglichen (Abb. 8A). Die beiden
Gruppen unterschieden sich signifikant in 178 Proteinen. Die signifikantesten Proteine spiegelten

grundlegende, z.T. bereits bekannte biologische Prozesse wider. Alpha-Fetoprotein (AFP), eine
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neonatale Form von Albumin, war in der Gruppe der FG 4-fach erhdht (p= 3,5x1074), wohingegen die
Carboanhydrase 1 und 2 (CA1 und CA2) 5- bzw. 3-fach erniedrigt war (p= 3,3x10°° bzw. p=1,9x10%).
Die Proteine wurden mit Gene Ontology biological process (GOBP), molekularer Funktion (GOMF), zel-
luldarem Kompartiment (GOCC) und Uni-Prot-KB-Keywords annotiert, um biologische Prozesse aufzu-
decken (Abb. 8B-D). Wahrend die GO-Annotierung ,ribosomal” v.a. unter den héher exprimierten Pro-
teinen der FG zu finden war, waren die GO-Annotierungen ,,Immunglobulindomane”, ,,Komplement”
und ,,Gerinnung” in den unter exprimierten Proteinen der FG bzw. hoher exprimierten Proteinen der
RG angereichert. ,,Hdmoglobin® und , Apolipoproteine” zeigten sich (iber beide Gruppen ungefahr

gleich verteilt (ergdnzende Abb. 1).
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Abbildung 8: Vergleich von Friih- und Reifgeborenen
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A) Volcano Plot der Proteine zu allen 4 Hautabnahmezeitpunkten. Die X-Achse zeigt die Mittlere Differenz der
Protein-Intensitdten, die y-Achse den -logl0 T-Test P-Wert an. Signifikant erhohte Proteine (N=178) in der
Gruppe der FG sind blau, in der Gruppe der RG rot dargestellt.

B-D) Histogramm. Der Anteil an (B) Ribosomalen Proteinen, (C) der Immunglobulindoméne sowie (D) Proteinen

des Komplement- und Gerinnungssystems ist rot markiert.

3.3.4 Querschnittsdaten: Vergleich des Proteoms von Friih- und Reifgeborenen

3.3.4.1 Vergleich von Friih- und Reifgeborenen zum Zeitpunkt G (Intrauterine Entwicklung)
Um den Einfluss des GA auf das Blutproteom beurteilen zu konnen, wurden die FG in 3 Gruppen (ExtFG,
SehrFG, SpatFG) unterteilt und mit der Vergleichskohorte der RG zu den einzelnen Abnahmezeitpunk-
ten (G, NGS, E) verglichen. Der Fokus lag auf dem Geburtszeitpunkt, um mogliche Aussagen Uber die

intrauterine Entwicklung zu treffen.

ExtFG unterschieden sich zum Zeitpunkt G in 129 Proteinen, SehrFG in 162 und SpatFG in 73 Proteinen
von der Vergleichskohorte der RG (T-Test, p < 0,01, permutationsbasierte FDR < 0,05) (Abb. 9 A-C). Bei
stellvertretender Betrachtung der Proteinintensitaten der signifikantesten Proteine (AFP, VDAC3, CAl
und CA2) aus Abb. 9 A-C an, konnte ein ansteigender bzw. fallender Verlauf entlang der anhand des
GA vordefinierten Gruppen beobachtet werden (Abb. 9 D-G). Der Einfluss des GA wurde ebenso durch
die Anzahl der signifikanten Proteine deutlich, in denen sich die FG-Gruppen von den RG unterschieden
und welche mit steigendem GA abnahm. 43 der signifikant veranderten Proteine unterschieden sich in

allen FG-Gruppen von den RG, 27 weitere nur fir ExtFG, 47 fir SehrFG und 7 fiir SpatFG (Abb. 9l).

Ribosomale Proteine und Immunglobuline zeigten fast ausschlieBlich signifikante Anderungen bei
ExtFG und SehrFG im Vergleich zu RG. Komplementfaktoren dagegen unterschieden sich signifikant
v.a. in der Gruppe der SehrFG. Proteine des angeborenen und erworbenen Immunsystems sowie mit
antimikrobieller Eigenschaft entwickelten sich Uber alle FG-Gruppen (ExtFG bis zu RG), insbesondere
jedoch in der Gruppe der SehrFG.

Daneben konnten Proteine, die mit der Organentwicklung bzw. Reifung oder kongenitalen Fehl-
bildungen assoziiert sind, identifiziert werden. Die Unterschiede zwischen FG und RG waren jedoch nur

geringgradig und weniger signifikant.

In der Hauptkomponentenanalyse (PCA) reprasentierte Komponente 2 die Anderung durch das GA bei

Geburt, anhand dessen die GA-definierten Gruppen auseinander clustern (Abb. 9 H).
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ExtFG vs. RG
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Abbildung 9: Querschnitt- Vergleich der Friihgeborenen-Gruppen mit Reifgeborenen zum Zeitpunkt Geburt

T-Test P-Wert [-log10]

SehrFG
vs, RG

B SehrFG vs. RG
*cas
‘_'l_?-
.'!- L]
i [GKVI—.E o HHAL
9 STF
SSTOM
510049
= PROX, e
N JFRTNI
o
. PD.ﬁ.l’lg o Gep
SMIM1g ogy lCH2
b @ @
o] RPS 1uzn i a nogo *mpg
FECH
C TS B
-
o5
2 0m
L)
=
a
o a
e
08 0,6 -0,4 -02 02 04 05 08 1
Mittlere Differenz (RG - SehrFG)
D AFP E VDAC3
108 had— 108
’_h_iﬂ‘ e
5105 : - = e
T A *
BT i % 5 e L)
= 10% ' 5 -
5% . ¥ &
2 i 104 ;¥
2 103 : :
-]
100 -— — r 10—y — T
IR R R I R SR
& <& & &
F cal G CA2
107 ki 107
s ns - hokk
5 408 )
. .
F, £ w1 ] o
= 108 - T by
R B : Lo e B
METS RENNEFTFY
byl
Rl T S
107 T T T T 10! T T T T
I R R O ]
& & & &, &
& 554 &
I
ExtFG
vs, RG

SpatFG
ve, RG

10

A-C) Volcano-Plots. Mittels T-Test erfolgte der Vergleich der FG-Gruppen mit der RG-Kontrollgruppe zum

Zeitpunkt G. Insgesamt waren bei (A) ExtFG 129 Proteine, (B) bei SehrFG 162 und (C) bei SpatFG 73 Proteine
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signifikant verdandert. Die X-Achse definiert die mittlere Differenz zwischen FG und RG. Die Y-Achse gibt den log10
T-Test P-Wert an. Signifikant erhohte Proteine in der Gruppe der FG sind rot, in der Gruppe der RG blau markiert.
D-G) Box-Plots der statistisch signifikantesten Proteine aus Abb. 9 A-C).

H) PCA (Hauptkomponentenanalyse) der anhand des GA definierten Gruppen.

1) Querschnitt. Anzahl der Proteine aus Abb. 9A-C), die sich fiir die einzelnen Gruppen getrennt bzw. gemeinsam

von den RG unterscheiden.

Signifikante Proteine aus Abb. 9 A-C (N=200), die sich in mindestens einer FG-Gruppe von den RG zum
Zeitpunkt G unterschieden, wurden Z-gescort und die Mediane einer hierarchischen Clusteranalyse
unterzogen. Proteine mit ahnlichem Verlauf tiber das GA lagerten zusammen, sodass 2 Hauptcluster
definiert werden konnten (Abb. 10). Proteine, die (iber das GA abnehmen, wurden in Cluster 1 (N=95)
zusammengefasst. Neben dem Stellvertreter AFP waren dies v.a. ribosomale Proteine. Cluster 2
(N=105) beschrieb Proteine, die liber das GA zunahmen und wurde durch das Protein Hemoglobin
subunit beta (HBB) reprasentiert. Cluster 2 konnte des Weiteren in kontinuierlich zunehmende (Cluster
2b, N=65) und nach einem Abfall ansteigende Proteinintensitdten eingeteilt werden (Cluster 2a, N=40).
Cluster 2a enthielt Proteine aus der Gruppe der Histone, wahrend in Cluster 2b vor allem Immunglo-
buline vertreten waren. Proteine der Komplementkaskade, Gerinnung sowie des angeborenen und er-

worbenen Immunsystem verteilten sich Giber den gesamten Cluster 2 (Abb. 11).
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Reifgeborenen zum Zeitpunkt G
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Heat Map der signifikanten Proteine (N= 200), die sich in mindestens einer FG-Gruppe von der Kontrollgruppe
der RG zum Zeitpunkt G unterschieden. Es erfolgte ein hierarchisches Clustering der Z-gescorten Mediane der
LFQ-Intensitaten. Die Balken fassen Proteine mit dhnlichem zeitlichem Verlauf tiber das GA zusammen (Nciuster 1
= 95, Nciusterza= 40, Ncuster 20= 65) mit zuséatzlicher Farbkodierung fiir den Abstand von der Mitte. Proteine in

gleicher Farbe haben eine dhnliche Funktion.
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Abbildung 11: Cluster aus Vergleich der Friih- und Reifgeborenen
Die Cluster 1, 2a und 2b aus Abb. 10 sind zur besseren Ubersicht nochmals in vergréRBerter Form dargestellt.

43



3.3.4.2 Vergleich von Friih- und Reifgeborenen zum Zeitpunkt NGS, NGS32+0 und E
Die FG-Gruppen wurden dariber hinaus zu den weiteren Abnahmezeitpunkten NGS und E mit der

Kontrollgruppe der RG verglichen (Tab. 8).

N Proteine FGvs.RG ExtFGvs.RG SehrFGvs.RG SpatFG vs. RG Ext vs. Spat  Extvs.Sehr  Sehr vs Spat

Geburt 90 129 162 73 14 0 4
NGS 13 7 6 9 2 0 6
NGS 2 - - - - - 0 -
Entlassung | 17 38 1 3 8 0 0

Tabelle 8: Anzahl der signifikanten Proteine bei Vergleich von Friih- und Reifgeborenen zum Zeitpunkt G,
NGS, NGS 32+0 und E

Es erfolgte ein T-Test zum Vergleich der FG-Gruppen mit der Kontrollgruppe der RG (linke Seite) sowie der FG-
Gruppen untereinander (rechte Seite) zu den jeweiligen dquivalenten Abnahmezeitpunkten. Die Tabelle gibt die

Anzahl signifikant veranderter Proteine (FDR 0,05) an.

3.3.5 Longitudinale Daten: Postnatale Entwicklung des Proteoms Friihgeborener

Fir die zweite Zeitdimension wurde die postnatale Entwicklung von FG untersucht. Dazu wurden alle
longitudinalen Abnahmepunkte mit dem Basiszeitpunkt G mittels T-Test verglichen, um Proteine mit
einer zeitlichen Dynamik (an- bzw. absteigende Protein-Intensitdten) zu isolieren (Abb. 12A-C). Die
groRte Entwicklung des Proteomprofils war zum spatesten Entnahmezeitpunkt E (N=59) zu vermerken,
gefolgt von NGS 32+0 (N=35) und NGS (N=18). Unter diesen Proteinen war das bereits beschriebene
AFP zu finden, das zwischen den einzelnen Blutentnahmezeitpunkten signifikant abnahm (p(E)=
1,2x101Y) (Abb. 12G). Parallel entwickelte sich Apolipoprotein A4 (APOA4, p(E)=1,4x10%),
Acetylcholine receptor subunit gamma (CHRNG, p(E)=3,4x10°) und Plasma protease C1 inhibitor
(SERPING1, p(E)= 7,9x10%) entlang der Zeitachse positiv (Abb. 12E-G). Bei Betrachtung des Proteoms
in der Hauptkomponentenanalyse stellte Komponente 2 das postnatale Alter beim Probenentnahme-

zeitpunkt dar (Abb. 12H).
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Abbildung 12: Longitudinal- Postnatale Dynamik des Proteinprofils Friihgeborener

A-C) Volcano Plots. Die X-Achse zeigt die mittlere Differenz zwischen Geburt und dem jeweiligen longitudinalen
Zeitpunkt. Die Y-Achse gibt den -log10 T-Test P-Wert an. Signifikant erhohte Proteine zum Geburtszeitpunkt sind
blau, zu den longitudinalen Zeitpunkten NGS (N=18), NGS 32+0 (N=35) und E (N=59) rot dargestellt.

D-G) Box Plots ausgewahlter signifikanter Proteine aus Abb. 12A-C).

H) PCA (Hauptkomponentenanalyse) der Zeitpunkte.
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Die postnatale Entwicklung des Blutproteoms wird noch deutlicher, wenn alle signifikanten Proteine
betrachtet werden (N= 86), die sich in mind. 1 Follow-Up-Zeitpunkt von der Basisabnahme G unter-
schieden (Abb. 12A-C). Der Median der Z-gescorten Protein-Intensitdten zu allen 4 Zeitpunkten wurde
berechnet und eine hierarchische Clusteranalyse erstellt (Abb. 13).

Proteine (N=44), die postnatal anstiegen, waren in Cluster 1 zusammengefasst und enthielten Proteine
aus der Gruppe der Komplement- und Gerinnungskaskade, thrombozytare Proteine sowie Apolipopro-
teine. Im Gegensatz dazu fasste Cluster 2 (N=42) Proteine mit einer fallenden Dynamik zusammen und
war in 2 Subcluster unterteilbar. Dabei fanden sich in Cluster 2a (N=23) Proteine, die mit steigendem
Lebensalter kontinuierlich abnahmen. Darunter waren v.a. ribosomale Proteine. Cluster 2b (N=19) be-
schrieb Proteine, die zuerst abnahmen und ab einem kGA von 32 SSW (NGS 32+0) wieder zunahmen.

Er umfasste hauptsachlich Immunglobuline.
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Abbildung 13: Verlauf der Proteine mit signifikanter postnataler Dynamik
Fiir Proteine (N= 86), die sich in mindestens einem Zeitpunkt (NGS, NGS2, E) signifikant von der Basisabnahme G

unterschieden, erfolgte ein Z-Scoring der Intensitdten und eine hierarchische Cluster-Analyse wurde durchge-
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fuhrt. Anhand des zeitlichen Verlaufs kristallisierten sich 2 Hauptcluster heraus (Nciuster1=44, Ncluster2a=23,

Nciuster2b=19). Die Farbmarkierung der Proteine ordnet diese einer ahnlichen Funktion zu.

Die postnatale Entwicklung wurde nochmals getrennt fiir alle FG-Gruppen parallel zum oben beschrie-

benen Vorgehen untersucht (Tab. 9).

N Proteine G vs NGS G vs NGS 32+0 GvsE NGSvs NGS 3240 NGSvsE NGS 32+0vs E
FG 18 35 59 52 36 6
ExtFG 0 47 83 13 49 0
SehrFG 3 20 1 4 1 0
SpatFG 2 - 7 - 0 -

Tabelle 9: Anzahl der signifikanten Proteine beim Vergleich der Abnahmezeitpunkte
Es erfolgte ein T-Test zum Vergleich der Follow-Up-Entnahmezeitpunkte mit der Basisabnahme G und unter-

einander. Die Tabelle gibt die Anzahl signifikant veranderter Proteine (FDR 0,05) wieder.

Bei ExtFG zeigte das Proteomprofil die groRte Veranderung (M=104) (Abb. 14A) im Vergleich zu SehrFG
(N=20) (Abb. 14B) und SpatFG (N=8) (Abb. 14C). In der hierarchischen Clusteranalyse konnten jeweils
2 Cluster (zu- und abnehmende Proteine) definiert werden.

Nur 3 Proteine (APOA4, Serum amyloid P-component (APCS), CHRNG) zeigten eine signifikante
Dynamik in allen 3 FG-Gruppen. In ExtFG unterschieden sich 88 Proteine signifikant in mindestens
einem Zeitpunkt von der Basisabnahme G. Darunter waren Proteine aus der Gruppe der
Immunglobuline (N=9), ribosomale Proteine (N=8) und Proteine der Gerinnungs- und
Komplementkaskade (N=10) vertreten. 7 weitere Proteine zeigten eine zeitliche Anderung nur bei
SehrFG, 2 weitere nur in der Gruppe der SpatFG (E3 ubiquitin-protein ligase HUWE1 (HUWE1), Small
integral membrane protein 1 (SMIM1)). Diese sind in Abb. 14 B und C farblich gelb hinterlegt. Dariber
hinaus waren 10 Proteine bei ExtFG und SehrFG (u.a. AFP, Alpha-1-acid glycoprotein 1 und 2 (ORM1
und ORM2)) und 3 in der Gruppe der ExtFG sowie SpatFG (ausschlielRlich ribosomale Proteine) im

zeitlichen Verlauf verandert.
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Abbildung 14: Postnataler Verlauf des Proteomprofils der Friihgeborenen-Gruppen
Fir (A) ExtFG (N=104), (B) SehrFG (N=20) und (C) SpatFG (N=8) wurde fir die Proteine mit einer zeitlichen Dyna-
mik eine hierarchische Clusteranalyse durchgefiihrt. Zuvor wurden die Proteinintensitaten Z-gescort. Proteine

mit einer dhnlichen Funktion sind in gleicher Farbe markiert. Die gelb hinterlegten Proteine in B) und C) dnderten
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sich jeweils nur bei SehrFG und SpatFG, nicht jedoch bei ExtFG. Die Proteine jeder Heat Map konnten anhand
ihrer Dynamik in 2 Gruppen unterteilt werden (zu- und abnehmend), was durch den schwarzen Trennbalken

verdeutlicht wird.

3.3.6 Vergleich der Querschnitts- und longitudinalen Daten (Gestationsalter vs. postnatal)
In einem dritten Schritt wurde eine Schnittmenge (N= 63) aus Proteinen gebildet, die sich sowohl Giber
das GA als auch postnatal (Abb. 10 und 14) signifikant verdnderten, und deren Verlauf Gber beiden
Zeitachsen verglichen. Es erfolgte eine hierarchische Clusteranalyse der Z-gescorten Mediane anhand
des GA als auch des longitudinalen Verlaufs (G, NGS, NGS 32+0, E). In der entstehenden Heat Map

konnten 3 Cluster definiert werden (Abb. 15).

Cluster 1 (N= 26) fasste alle Proteine zusammen, die Uber das GA sowie postnatal abnahmen. Ein
bekannter Vertreter dieser Gruppe war AFP, sowie die hoch signifikanten mitochondrialen Proteine
Voltage-dependent anion-selective channel protein 3 (VDAC3) und Thioredoxin-dependent peroxide
reductase, mitochondrial (PRDX3). Hier waren vor allem ribosomale und mitochondriale Proteine (N=
9) vertreten. Parallel dazu enthielt Cluster 2 Proteine (N=22), die lber beide Zeitachsen zunahmen.
Hierzu zahlten neben CA1l und CA2, Proteine der Gerinnungs- und Komplementkaskade (N= 8),
Apolipoproteine (N= 2) und Proteine, die im Zusammenhang mit dem Immunsystem stehen (ORM1,
ORM?2). Proteine, die mit steigendem GA zunahmen, im longitudinalen postnatalen Verlauf jedoch
abfielen, sind in Cluster 3 (N= 15) zusammengefasst und waren v.a. der Gruppe der Immunglobuline
zuzuordnen (N=9). In Cluster 3 ist auf den gesonderten zeitlichen postnatalen Verlauf der Protein-
Intensitaten hinzuweisen, welche erst bis zum NGS 32+0 abfielen und zum Zeitpunkt E wieder

anstiegen (Abb. 16).
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Abbildung 15: Vergleich der gestationsalterabhangigen und postnatalen Proteindynamik

Nach einem Z-Scoring der Proteinintensitdten erfolgte ein hierarchische Clusteranalyse der gemeinsamen
Schnittmenge der Proteine aus Abb. 10 und Abb. 14 (N=63). Anhand der Proteindynamik liber beide Heat-Maps
(Querschnitt und longitudinale Daten) konnten 3 Cluster definiert werden. Wahrend die Proteinintensitdten in
Cluster 1 (N=26) liber beide Zeitachsen abnahmen, stiegen diese parallel dazu in Cluster 2 (N=22) an. Proteine in
Cluster 3 hingegen (N=15) nahmen mit steigendem GA zu, zeigten jedoch im postnatalen Verlauf eine fallende

Dynamik. Proteine mit dhnlicher Funktion sind in gleicher Farbe markiert.

A B
ExtFG SehrFG SpatFG RG G NGS NGS 32+0 E

Abbildung 16: Dynamik der Proteine (N=15) aus Cluster 3
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Cluster Profile Plot der Proteine aus Cluster 3 (N=15) (Abb. 15) mit Darstellung der Protein-Dynamik Gber das (A)

GA und (B) den longitudinalen, postnatalen Verlauf.

3.3.7 Vergleich des Proteoms von Friihgeborenen mit gleichem (korrigierten) Gestations-
alter

Ziel war es, Unterschiede in der intra- und extrauterinen Entwicklung und die Frage nach einer ada-

guaten extrauterinen , Nachreifung” der FG beurteilen zu kdnnen. Dazu wurden ExtFG und SehrFG

(N=17, durchschnittliches GA von 2742 SSW) bei einem kGA von 32 SSW (durchschnittlich 42 Wochen

nach Geburt) mit dem Geburtszeitpunkt von FG (N=14) verglichen, die nach 32 bzw. 33 SSW geboren

wurden (Abb. 17A).

95 Proteine unterschieden sich signifikant zwischen den Gruppen (Abb. 17B). Ein Grof3teil dieser Pro-
teine hatte ebenfalls eine Dynamik Gber mind. eine der beiden Zeitachsen gezeigt (Abb. 10 und 14).
Bei erneuter Beriicksichtigung der GO-Annotierung, konnten keine ribosomale Proteine gefunden wer-
den. Demzufolge scheint es fiir ribosomale Proteine keinen Unterschied zwischen der intra- und extra-
uterinen Entwicklung zu geben. Immunglobuline (N=17) waren vermehrt zum Geburtszeitpunkt von
FG, die nach 32 bzw. 33 SSW geboren wurden, vorhanden. Dies stimmt mit der bereits gezeigten
zeitlichen Entwicklung der Immunglobuline Uberein, die tber das GA bei Geburt zunahmen und post-
natal abnahmen (Abb. 16). Proteine des Komplementsystems (N=7), thrombozytare Proteine (N= 3)
und Apolipoproteine (N=3) waren im Gegensatz dazu vermehrt bei einem kGA von 32 SSW vertreten.
In Kombination mit der Zunahme dieser Proteine lber das GA als auch postnatal, scheinen sich die
Proteine des Komplementsystems und Apolipoproteine postnatal (d.h. in einer extrauterinen Umge-

bung) schneller anzupassen.
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Abbildung 17: Vergleich von Frithgeborenen bei Geburt mit GA <32 SSW und bei kGA von 32 SSW
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A) Ubersicht iiber GA der FG bei Geburt und kGA bei NGS 32+0.

B) Volcano Plot. Die X-Achse zeigt die mittlere Differenz zwischen Geburt und Entlassung an, wahrend die Y-
Achse den -log10 T-Test P-Wert angibt. Signifikant erhéhte Proteine (N= 95) zum Geburts-Zeitpunkt sind blau
(N=51), zum NGS 32+0 rot (N=44) markiert.

3.3.8 Proteine im Zusammenhang mit der Organogenese

Flr Proteine, die eine zeitliche Dynamik Gber mind. 1 der beiden Zeitachsen (Abb. 6 und 9) zeigten,
wurde in UniProt und der Literatur nach Hinweisen, fiir eine mogliche Beteiligung dieser Proteine in
der Organogenese gesucht. Zusatzlich wurden Proteine bericksichtigt, deren verdanderte Expression
zu einer Fehlbildung von Organen fiihrt und die dementsprechend ebenfalls bei der Organentwicklung

beteiligt sind (Abb. 18).
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Abbildung 18: Proteine in Zusammenhang mit der Organogenese




Fir Proteine, die mit der Organentwicklung assoziiert sind, wurden Box Plots entlang des GA- und postnatalen
Alters erstellt. Der farbige Rahmen ordnet die Proteine den jeweiligen Organsystemen zu. Signifikante
Anderungen beim T-Test Vergleich der FG-Gruppen mit der Kontrollgruppe der RG bzw. bei Vergleich der
longitudinalen Abnahmepunkte mit dem Basiszeitpunkt G sind entsprechend markiert (**** p <0,0001, *** p

<0,001, ** p <0,01, * p <0,05).
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung

Frihgeburtlichkeit ist mit einer erhohten Mortalitdt und Morbiditat assoziiert (9, 20, 39). Typische Er-
krankungen des FG sind auf die Unreife des Organismus zuriickzufiihren (52, 53). Im Blut zirkulieren
tausende an Proteinen (Proteom), die Auskunft Uber die physiologische Entwicklung, Erkrankungen,
oder den allgemeinen Gesundheitszustand geben. Mit der MS wurde eine Methodik etabliert, die im
Gegensatz zu herkdmmlichen Methoden all diese Proteine in einer unvoreingenommenen Herange-
hensweise gleichzeitig erfasst (118, 122). So kénnen nicht nur einzelne Biomarker, sondern vielmehr

Proteinmuster fiir die GA-abhangige und postnatale Entwicklung von FG etabliert werden.

Blut setzt sich aus den zellularen Bestandteilen (37-50%) und dem flissigen Blutplasma (50-63%) zu-
sammen (125, 126). Erythrozyten machen mit 95 Vol.-% den groften zelluldren Anteil aus. Beim Ver-
gleich des Blutproteoms von FG und RG (Einfluss des GA) waren insbesondere erythrozytare Proteine
hochsignifikant verandert. Die Carboanhydrasen 1 und 2 (CA1 und CA2) waren bei RG vermehrt ange-
reichert und spiegeln das vermehrte Vorhandensein von reifen Erythrozyten wider (184, 185). Im Ge-
gensatz dazu war das Voltage-dependent anion channel gene 3 (VDAC3) in allen 3 FG-Gruppen (ExtFG,
SehrFG, SpatFG) hochsignifikant erhoht. VDAC3 formt einen Kanal an der mitochondrialen AuBen-

membran (186) und konnte u.a. auf spaten Vorlauferzellen von Erythrozyten detektiert werden (187).

Plasma enthélt insbesondere Proteine mit einer funktionellen Rolle im Blut (Plasmaproteine). Diese
machen den GroRteil des Plasmaproteoms aus und sind in den héchsten Konzentrationen vorhanden
(119). Die Proteine konnten anhand ihrer Dynamik Uber die beiden untersuchten Zeitachsen (GA und
postnatale Entwicklung) in zu- und abnehmend eingeteilt und 3 Gruppen definiert werden. (1) Prote-
ine, die sowohl Uber das GA als auch postnatal abnahmen, umfassen vor allem ribosomale Proteine.
Ein weiterer bekannter Vertreter dieser Gruppe ist Alpha-Fetoprotein (AFP). (2) In der zweiten Gruppe
wurden Proteine zusammengefasst, die Uber beide Zeitachsen zunehmen. Dazu zdhlen Apolipo-
proteine, Proteine der Gerinnungs- und Komplementkaskade und Proteine, die mit einer Immunant-
wort assoziiert sind. Insbesondere das Apolipoprotein APOA4 zeigte postnatal eine hochsignifikante
steigende Dynamik. (3) Die dritte Gruppe beschreibt Proteine, die Giber das GA zunehmen und postna-
tal abnehmen und besteht vorwiegend aus Immunoglobulinen.

Ribosomale Proteine und Immunglobuline zeigten eine GA-abhangige Dynamik fast ausschlief3lich in
ExtFG und SehrFG, wohingegen sich Gerinnungs- und Komplementfaktoren v.a. um das GA von SehrFG
anderten. Proteine des angeborenen und erworbenen Immunsystems entwickelten sich lber alle FG-
Gruppen zu RG. Die groRte Entwicklung wird von ExtFG durchlaufen, was sich in der Anzahl verdnderter

Proteine liber das GA und postnatal zeigte.
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Daneben sind in geringeren Konzentrationen Proteine zu finden, die u.a. im Rahmen eines Gewebe-
schadens oder Zelltod von Organen ins Blut freigesetzt werden (119). Bei Neugeborenen steht im Ge-
gensatz zu Erwachsenen vor allem die Organogenese im Vordergrund. Die physiologische Organent-
wicklung folgt einem stereotypen Muster, das durch die Friihgeburtlichkeit unterbrochen und die Ex-
position gegenliber extrauterinen Faktoren beeintrachtigt wird (67, 74, 188, 189). Damit einherge-
hende Organdysfunktionen und typische Erkrankungen des Frithgeborenenalters korrelieren umge-
kehrt proportional mit dem GA. Proteine mit einer zeitlichen Dynamik liber mindestens einer der Zeit-
achsen waren vor allem mit einer neurologischen, kardialen, renalen und pulmonalen Organentwick-

lung assoziiert.

Das Immun- und Komplementsystem von FG und RG unterscheidet sich bei Geburt, gleicht sich jedoch
in der Entwicklung postnatal nach ca. 3 Monaten an (98, 114). Die intrauterine Organogenese von z.B.
Lunge oder Niere auf der anderen Seite wird durch eine Friithgeburtlichkeit beeintrachtigt und kann
extrauterin nicht kompensiert werden. Histopathologisch wird dies durch eine persistierende redu-
zierte Anzahl an Alveolen bzw. Glomeruli sichtbar (81, 190). Demzufolge stellte sich die Frage, ob das
Blutproteom intra- und extrauterin eine vergleichbare Entwicklung durchlduft. Dazu wurden FG bei
einem kGA von 32 SSW mit FG verglichen, die nach 32 bzw. 33 SSW geboren wurden. Ribosomale
Proteine schienen sich in ihrer Entwicklung nicht zu unterscheiden. Proteine der Gerinnungs- und
Komplementkaskade, Apolipoproteine und Proteine des Immunsystems entwickelten sich extrauterin
schneller, wohingegen Immunglobuline bei einem kGA von 32 SSW weniger angereicht waren. Anhand
der vorhandenen Daten kann allerdings keine Aussage dariber getroffen werden, ob die beschriebene
Angleichung des Proteomprofils zu einem spdteren Zeitpunkt stattfindet oder Diskrepanzen bestehen

bleiben.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Anhand der Analyse des Proteomprofils konnten Proteinmuster und potenzielle Biomarker gefunden
werden, die die physiologische Entwicklung der FG widerspiegeln. Diese kdnnen zur Verbesserung des
Outcomes von FG herangezogen werden. In der hierarchischen Clusteranalyse kénnen verwandte
Proteine im gleichen Cluster wiedergefunden werden, was fiir eine hohe technische Reliabilitdt der
Ergebnisse spricht und eine gemeinsame, biologisch wichtige Regulation vermuten lasst. Die Dis-

kussion des Blutproteoms wird anhand dieser funktionellen Proteingruppen erfolgen.

Die in unserer Analyse statistisch hochsignifikanten Proteine (u.a. AFP, CAl und 2) spiegelten meist be-
reits bekannte Proteindynamiken wider. Ahnlich verhielt es sich mit der Entwicklung der funktionellen
Plasmaproteine (Hamoglobin, Gerinnungs- und Komplementsystem, Apolipoproteine). Sie machen

den Hauptteil der Blutproteine aus und sind bereits durch herkdmmliche Methoden messbar. Mittels
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der hypothesenfreien Herangehensweise und der hohen Sensitivitat der MS konnten wir zusatzlich die
Dynamik funktionell assoziierter Proteine neu beschreiben. Deren Anderung ist weniger stark

ausgepragt, aufgrund der Sensitivitdt der MS jedoch trotzdem detektierbar.

Frihere Studien beschrieben sowohl die GA-abhangige als auch postnatale Entwicklung der Proteine.
Ein Vergleich der beiden Zeitachsen wurde bis dato jedoch noch nicht gezogen. Dieser liefert wichtige
Informationen beziglich des Einflusses einer intra- bzw. extrauterinen Umgebung auf die physiologi-

sche Entwicklung des Blutproteoms.

Auf die Abhandlung der Proteindynamik im Rahmen einer Infektion wurde bewusst verzichtet. Diese

Thematik ist Bestandteil einer anderen Dissertation und wird dort ausfiihrlich diskutiert.

4.2.1 Alpha-Fetoprotein (AFP)

Alpha-Fetoprotein (AFP) ist der wohl bekannteste Vertreter der Proteine, die sich abhdngig von
Gestations- und Lebensalter andern. AFP ist ein neonatales Analogon von Albumin und wird von der
fetalen Leber und dem Dottersack produziert (191, 192). Es zeigte eine Abnahme Uber beide Zeit-
achsen und fiel dariiber hinaus in einer extrauterinen Umgebung schneller ab. Die Dynamik von AFP
ist bereits umfassend untersucht, sodass sie ein wichtiges Qualitatskriterium fir die Validitat unserer
Probenmessung darstellt. Wir konnten zeigen, dass bekannte Verlaufe von Proteinintensitdten mittels

unserer Methodik reproduziert werden kdnnen.

4.2.2 Erythrozytdre Proteine und Himoglobin

Die wichtigste Aufgabe von Erythrozyten ist der Atemgastransport, der durch die Bindung von O; bzw.
CO, an Hamoglobin ermdglicht wird. Die Erythropoese beschreibt den Reifungsprozess von Erythrozy-
ten. Dies beinhaltet die AusstoBung von Organellen (u.a. Mitochondrien) und schlieRlich des Zellkerns
(Enukleation). Retikulozyten entstehen. Diese enthalten initial noch Reste von Zellorganellen (RNA-
Reste und Ribosome) und entwickeln sich im peripheren Blut endgiiltig zu reifen kern- und organellen-
losen Erythrozyten (193-195). In Neugeborenen nimmt die Retikulozyten-Anzahl mit steigendem GA
ab (196). Mit zunehmenden Entwicklungsstufen wird das Genom schrittweise deaktiviert, sodass reife

Erythrozyten primar nur noch Himoglobin enthalten (193).

Erythrozytére Proteine
Im Vergleich von FG und RG waren CA1 und CA2 am signifikantesten und starksten in RG angereichert
und korrelierten sowohl mit Gestations- als auch Lebensalter positiv. Carboanhydrasen katalysieren
die Konversion zwischen Kohlenstoffdioxid (CO,) und Bikarbonat (HCOs’) und sind Teil der Atmungs-

kette sowie pH-Kontrolle. Die Werte Erwachsener werden erst im Kleinkindalter erreicht (184, 185).
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Sie spiegeln demzufolge das vermehrte Vorliegen von reifen Erythrozyten wider. Parallel waren
mitochondriale Proteine wie VDAC3 und Thioredoxin-dependent peroxide reductase (mitochondrial)
2 und 3 (PRDX2 und 3) in FG vermehrt angereichert und nahmen Uber beide Zeitachsen ab. Dies korre-
liert mit dem hoheren Anteil unreifer Erythrozyten in FG und kann vermutlich auch auf das postnatale

Alter Gbertragen werden.

Hamoglobin
Hamoglobin ist ein Heterotetramer aus 4 Globin-Ketten und macht iber 97% der erythrozytdren Pro-
teine aus (197). Wahrend der fetalen Entwicklung findet eine Transformation von embryonalem Ha-
moglobin Hb-Gower 1 (zze€) und Hb-Gower-2 (aaee) zu fetalem Hamoglobin HbF (aayy) und im dritten
Trimester weiter zu adultem Hamoglobin HbA1 (aaBB) statt (198-200). Beim Fetus macht HbF 100%
des Hamoglobins aus, beim Neugeborenen nur noch ca. 75%. Den restlichen Anteil stellt HbA1l. Beim
Erwachsenen besteht Hamoglobin zu 97,5% aus HbA1 und zu 2,5% aus HbA2 (aad8) (199). Physio-
logisch ist diese Entwicklung durch eine wesentlich hohere Sauerstoff-Affinitdt von HbF im Vergleich
zu HbA1 zu erkldren, was die Umverteilung des Sauerstoffs vom maternalen in den fetalen Kreislauf

ermoglicht (199).

Unsere Daten zeigten eine libereinstimmende Entwicklung. Hemoglobin subunit alpha und beta (HBA1
und HBB), die beiden Ketten des adulten Himoglobins, stiegen lber das GA und postnatal an, wahrend
Hemoglobin subunit zeta (HBZ) abnahm. HBZ ist eine alpha-dhnliche Kette des embryonalen Hamo-
globins und ist vor allem in fetalen Erythrozyten zu finden (201, 202). Uberaschenderweise zeigte He-
moglobin subunit epsilon (HBE) einen Anstieg liber beide Zeitachsen. HBE1 ist eine beta-dhnliche Kette
von friiheren embryonalen Sdugetieren (198), sodass eher eine Abnahme zu erwarten ware. HBE
konnte in (adulten) Erythrozyten-Vorlauferzellen nachgewiesen werden. Es wird spekuliert, dass es im
Verlauf der Erythrozyten-Differenzierung sowohl in Neugeborenen als auch Erwachsenen zu einer
Globinketten-Expression parallel zur embryonalen und fetalen Entwicklung kommt (203). Die zuneh-
mende Detektion der embryonalen Hamoglobinkette HBE kdnnte das vermehrte Vorliegen von
erythroiden Vorlauferzellen widerspiegeln und ist moglicherweise ein Indiz fiir den erhdhten

Erythrozyten-Umsatz nach der Geburt.

Nach der Geburt kommt es zu einer Hdmolyse (204) und Hamoglobin wird freigesetzt. Dieses wirkt
oxidativ sowie inflammatorisch und schadigt insbesondere die Niere (205). Freies Himoglobin wird
durch Haptoglobin (HP) gebunden und der Hg/Hp-Komplex zur Leber und Milz transportiert, um dort
abgebaut zu werden (206, 207). Bei Uberschreiten der Haptoglobin-Kapazitat wird Himoglobin weiter
zu Hdm abgebaut, durch Hamopexin (HPX) gebunden und zur Leber transportiert. Dort findet die
Eisenrlickgewinnung statt (208). Parallel dazu zeigte sich ein Anstieg von HP und HPX Uber beide Zeit-
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achsen. Bei genauer Betrachtung der Dynamik war zunachst ein Abfall von HPX bis zu einem Alter von
SehrFG zu sehen, was sich auch in den Daten von Suski et al. bestatigte (170, 171). Eine dhnliche post-

natale Dynamik konnte insbesondere fiir HP auch in RG gezeigt werden (173).

Zusatzlich konnten drei weitere Proteine gefunden werden, die mit der Erythropoese assoziiert sind
und deren Dynamik bis dato in Neugeborenen noch nicht beschrieben wurde.
Alpha-hemoglobin-stabilizing protein (AHSP) korrelierte indirekt proportional mit dem GA. Es verhin-
dert als Chaperon die Aggregation von alpha-Hamoglobin (209, 210). In der Literatur wurde bis jetzt
vor allem auf die Rolle des Proteins in der B-Thalassamie und fiir die Bildung neuer Erythrozyten ein-
gegangen (211), sodass wir erstmals die Bedeutung des Proteins in der Neugeborenenphase aufzeigen
konnten.

Transferrin receptor protein 1 (TFRC) zeigte sowohl Uber das GA als auch postnatal eine abnehmende
Dynamik. TFRC ermdglicht die Eisenaufnahme (v.a. der Leber) mittels Rezeptor-mediierter Endozytose
und wird mit der Erythropoese und Entwicklung des Nervensystems assoziiert (212). TFRC2 wird zu-
sammen mit dem Erythropoetin (Epo)-Rezeptor (EpoR) auf Erythrozyten-Vorlauferzellen exprimiert
und stabilisiert EpoR auf der Zelloberflache (213). In TFRC2-Knock out Mausen konnte eine vermin-
derte Sensitivitat gegenlber Erythropoetin und somit eine eingeschrankte Erythropoese gezeigt wer-
den (214).

Small integral membrane protein 1 (SMIM1) konnte als das charakterisierende Oberflachenprotein auf
Erythrozyten der Vel-Blutgruppe identifiziert werden (215). In FG nahm das Protein sowohl tber das
GA als auch postnatal ab. Es wird in hohen Konzentrationen in Erythrozyten-Vorlauferzellen exprimiert
und korreliert im Tiermodell positiv mit der Erythrozytenanzahl (215).

Dementsprechend spiegeln die Proteine TFRC und SMIM1 das Vorliegen von erythroiden Vorlauferzel-
len wider und spielen eine entscheidende Rolle in der Erythrozyten-Differenzierung. Insbesondere
nach Geburt kommt es durch die Transformation von HbF zu HbA1 zu einem erhéhten Erythrozyten-
umsatz. Dies spiegelt sich in der hohen Konzentration von TFRC und SMIM1 bei Geburt wider, die post-

natal und mit steigendem GA abnimmt. Sie stehen in ihrer Dynamik jedoch im Widerspruch zu HBE.

Ribosomale Proteine
Ribosome, und damit auch die mit ihnen assoziierten ribosomalen Proteine, spiegeln den Reifegrad
von Retikulozyten wider, da die ribosomale mRNA (und somit auch das Level ribosomaler Proteine) in
Retikulozyten mit deren zunehmender Reife abnimmt (193-195). Ribosome finden sich in allen Zellen,
die Proteinbiosynthese betreiben. Da im Blut Erythrozyten dominieren, kann davon ausgegangen wer-
den, dass die detektierte ribosomalen Proteine vorwiegend aus Erythrozyten stammen.
Ribosomale Proteine spielen eine wichtige Rolle in der Ribosomen-Anlagerung und Translation von

Proteinen. Daneben haben sie zahlreiche andere Funktionen (216, 217), u.a. in der Entwicklung und
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Organogenese von Tieren (216). Der Verlauf ribosomaler Proteine in FG wurde noch nicht beschrieben
und zeigte sowohl mit steigendem GA als auch postnatal eine Abnahme. Hinweise, auf Unterschiede

in der intra- und extrauterinen Entwicklung ergaben sich keine.

Die verdanderte Expression einiger ribosomaler Proteine ist mit schwerwiegenden Erkrankungen im
Neugeborenenalter bzw. 1. Lebensjahr assoziiert. Diese gehen mit einer Beeintrachtigung der Erythro-
poese und kongenitalen Anomalien einher (218-224).

Die ribosomalen Proteine RPS28, RPL15, RPS19, RPL11 und RPL18 werden mit der Diamond-Blackfan
Andmie assoziiert. Vermutlich wird die Ribosomen-Bildung u.a. durch Genommutationen oder Protein-
kiirzungen gestort und so das Zellwachstum und die Zellproliferation beeintrachtigt. Dies resultiert in
einer abnormen embryonalen Entwicklung, die durch eine gestorte Erythropoese in Kombination mit
kraniofazialen Fehlbildungen und kongenitalen Malformationen des Herzens und des Urogenitalen
Systems charakterisiert ist (218-221, 224). Mutationen im RPSA-Gen sind mit einer kongenitalen iso-
lierten Asplenie assoziiert, was die Bedeutung des Proteins in der Entwicklung der Milz unterstreicht
(222). 60S ribosomal protein (RPL13) spielt neben seiner Funktion in der Proteinsynthese ebenfalls
eine Rolle in der Knochenentwicklung. Neue Spleissvarianten von RPL13 haben eine seltene Knochen-

dysplasie (Spondyloepimetaphyseale Dysplasie) zu Folge, die zu Kleinwchsigkeit fiihrt (223).

4.2.3 Apolipoproteine

Apolipoproteine sind Bestandteil der Lipoproteine, die den Transport von Triacylglycerinen (TAG) (in
Form von Chylomikronen) und Cholesterol (in Form von HDL, LDL und VDL) im Blut ermoglichen. Sie
werden vorwiegend in Leber und im Darm synthetisiert und ins Plasma sekretiert (225). Auch die Pla-
zenta als endokrin sekretorisches Gewebe setzt Apolipoproteine, insbesondere ApoAl und ApoE, ins
maternale und fetale Plasma frei und tberschreitet sogar die Sekretionsleistung der Leber (226). Apo-
lipoproteine sind fiir die Lipid-Homeostase zustandig und spiegeln den metabolischen bzw. Lipidstatus
eines Individuums wider. Hohe LDL-Konzentrationen und niedrige HDL-Konzentrationen sind stark mit
der Entwicklung der Atherosklerose assoziiert (227). Beim Erwachsenen fungieren Apolipoproteine als
klassische Marker fiir ein erhdhtes kardiovaskulares Risiko und das metabolische Syndrom (228, 229)
und zeigten sich in ihrer Aussagekraft gegentiber des LDL/HDL-Quotienten vergleichbar (230). Das kar-
diovaskulare Risiko im Erwachsenenalter ist bei ehemaligen FG im Vergleich zu RG erhéht (50). Lipid-
profile im Kindesalter korrelieren mit dem kardiovaskularen Risiko im Erwachsenenalter (230). Es be-
steht die Annahme, dass diese Assoziation ihren Ursprung bereits zum Geburtszeitpunkt hat (231). Das
Lipidprofil von Neugeborenen bei Geburt ist abhangig vom GA. LDL- und Cholesterin-Konzentrationen
sind im Nabelschnurblut FG hoher als bei RG, wohingegen HDL vermindert vorhanden war (231-235).

In Korrelation ist eine Verschiebung des Apolipoprotein-Profils bekannt (147, 170, 171, 233).
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Insgesamt waren Apolipoproteine mit antiatherogenen, antioxidativen bzw. protektiven Eigenschaften
(APOA4, APOC1, APOAL1) in FG vermindert und zeigten mit steigendem GA als auch postnatal einen
Anstieg. Dies deckte sich mit den Ergebnissen von Suski et al. und friiheren Untersuchungen (147, 170,
171, 233). Anhand der Daten konnte allerdings keine Aussage dariiber getroffen werden, ob die Werte
von RG zu einem spateren Zeitpunkt erreicht werden. Die genannten Apolipoproteine waren dariber
hinaus bei einem kGA von 32 SSW in h6heren Konzentrationen vorhanden als bei FG mit Geburt nach
32 bzw. 33 SSW. Dies deutet auf eine schnellere extrauterine Entwicklung hin.

Insbesondere APOA4 zeigte in der longitudinalen Analyse bereits nach wenigen Lebenstagen einen
hochsignifikanten Anstieg. APOA4 ist ein Hauptbestandteil von HDL und Chylomikronen und verhindert
die Oxidation von LDL (236). APOC1 ist ein Bestandteil von VLDL (10%) und HDL (2%). Es verhindert die
Bindung von LDL bzw. VLDL an den LDL- bzw. VLDL- Rezeptor und beeintrachtigt so die direkte
Aufnahme von Fettsduren ins Fettgewebe (237). APOA1 korrelierte positiv mit dem postnatalen Alter.
Ergdnzend konnte in friiheren Studien ein progressiver Anstieg zwischen der 21. und 34. SSW
beobachtet werden (232, 238). APOA1 ist ein Hauptbestandteil des HDLs und transportiert Cholesterin
aus dem extrahepatischen Gewebe zurtick in die Leber (239).

In Abhangigkeit von der Art der Nahrungsaufnahme (Muttermilch oder Pre-Milch) kommt es nach der
Geburt zu einem mehr oder weniger starken Anstieg von TAG und Cholesterin (240). Parallel dazu zeigt
sich auch eine Veranderung der HDL- und LDL-Zusammensetzung (241, 242). Insbesondere der fetale
Darm und weniger die Leber enthalten APOA4-mRNA. Nach Geburt steigt APOA4 demnach aufgrund
einer vermehrten intestinalen Produktion an, die zumindest teilweise durch die Nahrungsaufnahme

des Neugeborenen bedingt sein konnte (243).

APOE nimmt ebenfalls eine protektive Rolle in der Entstehung der Atherosklerose ein. Mit steigendem
GA nahm APOE im Gegensatz jedoch ab. Erganzend konnte Suski et al. postnatal eine fallende Dynamik
aufzeigen (170). APOE ist ein Bestandteil von Chylomikronen und VLDL, bindet aber vorzugsweise an
HDL (244). Es erleichtert die Aufnahme von Lipoproteinriickstanden in die Leber sowie den Efflux von
Cholesterin aus Schaumzellen in der Intima atherogener Lasionen. Zusatzlich beeinflusst APOE die
Immunantwort beteiligter Makrophagen und T-Lymphozyten (245). Dariber hinaus spielt APOE eine
Rolle im Lipidtransport des zentralen Nervensystems und reguliert dort das Uberleben und die Aus-
sprossung von Neuronen (246, 247). Insbesondere APOE4 ist bei Erwachsenen mit der Pathogenese
von Alzheimer assoziiert (247) und induziert im Erwachsenenalter die Neurogenese im Hippocampus
(248, 249). Hinweise, ob APOE auch in der Neugeborenenperiode eine Bedeutung fiir die Neurogenese

spielt, waren in der Literatur bis dato nicht zu finden.

Parallel zu der verminderten Konzentration von antiatherogenen Apolipoproteinen (APOA4, APOC1,

APOA1), waren proatherogene Apolipoproteine (APOC3) in FG vermehrt angereichert und korrelierten
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negativ mit dem GA. In friiheren Studien wurden fiir APOC3 in RG von Werten berichtet, die mit denen
Erwachsener vergleichbar waren (147, 148).

APOC3 korreliert stark positiv mit den TAG-Konzentrationen im Plasma und ist mit einem erhéhten
kardiovaskularen Risiko assoziiert. Es hemmt die Lipoproteinlipase als auch die Aufnahme von TAG-
reichen Lipoproteine durch die Leber und kann so zu einer Hypertriglyceriddmie beitragen (250).
Insbesondere bei FG unter (totaler) parenteraler Erndhrung wird oft eine Hypertriglyceriddmie

beobachtet, die zusatzlich negativ mit dem Geburtsgewicht korreliert (251, 252).

In Kombination mit dem Wissen um ein erhdhtes kardiovaskuldres Risiko von FG im hoheren
Lebensalter stellt das Profil aus den beschriebenen Apolipoproteinen (APOA4, APOC1, APOA1, APOE

und APOC3) einen wichtigen Biomarker-Panel dar.

Die Lipidfraktion von Plasma hat zusatzlich einen wichtigen immunsuppressiven Effekt (111). Serum-
Lipoproteine verhindern eine proinflammatorische Immunantwort auf Endotoxine, bakterielle Lip-
opeptide, Viren und sogar Parasiten (111). V.a. ExtFG leiden zu einem Grofteil an Infektionen und
miissen vor einer UberschieRenden Immunantwort geschiitzt werden. Im Rahmen von Infektionen
konnte eine Zu- bzw. Abnahme der Apolipoproteine bei Neugeborenen beobachtet werden (253-255).
APOA1 z.B. reduziert die Chemotaxis und Adhasion von Leukozyten (256). APOC1 stimuliert die
Immunantwort auf Lipopolysaccharide und reduziert die Mortalitdt in gram-negativer Sepsis (257). Bei
FG konnte fir die genannten Apolipoproteine APOA1 und APOC1 postnatal ein Anstieg beobachtet
werden. Dies konnte eine physiologische Reaktion auf die Exposition mit der antigenreichen Umwelt
darstellen. Interessanterweise war zusatzlich ein Anstieg Uber das GA zu beobachten. Intrauterin
besteht eine weitgehend sterile Umgebung, weshalb der Schutz gegeniber einer lberschieRenden
Immunantwort noch nicht benétigt wird. Der Anstieg der Apolipoproteine mit steigendem GA kdnnte

als Vorbereitung auf das extrauterine Leben interpretiert werden.

4.2.4 Blutgerinnung

Im Hinblick auf die Gerinnungs- und Blutungskomplikationen bei FG wurde die GA-abhangige und post-
natale Entwicklung der Thrombozyten (primadre Hamostase) und Gerinnungsfaktoren (sekundare Ha-
mostase) bereits umfangreich untersucht (95, 98). Unsere Daten korrelierten mit bisherigen Studien
(95, 98, 99, 258, 259) und zeigten einen Anstieg der Thrombozyten-Proteine und Gerinnungsfaktoren
mit steigendem Gestations- und Lebensalter im Sinne einer fetalen entwicklungsbedingten Regulation

des Gerinnungssystems.
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Thrombozytare Proteine

Die Thrombozytenzahl nimmt mit steigendem GA um ca. 2x 10°/L pro Woche zu. Gleichzeitig fillt eine
maRgeblich entwicklungsbezogene, verminderte Thrombozytenfunktion auf. Diese ist in FG starker
ausgepragt als in RG (258, 260).

Im Rahmen einer Gewebeschadigung binden die Oberflachenproteine Platelet glycoprotein Ib alpha
und beta (GP1BA und GP1BB) an vVWF und die Thrombozyten durchlaufen eine Konformationsdnde-
rung. Die Thrombozyten werden aktiviert und tiber den GPllb/Illa-Rezeptor und Fibrinogen die Throm-
bozytenaggregation ermdglicht (261). In unseren Daten konnte sowohl ein Anstieg von GP1BA und
GP1BB mit steigendem GA als auch von Integrin alpha Ilb (ITGA2B, Bestandteil des Glykoprotein-
Rezeptors) und Integrin beta-3 (ITGB3) mit steigendem postnatalem Alter gezeigt werden. ITGA2B und
ITGB3 bilden gemeinsamen den GPlIb/IlIA-Rezeptor (Integrin alpha-lIb/beta-3) fur Fibrinogen, Fibron-
ektin, Thrombospondin und Vitronektin. Durch die Bindung von I6slichem Fibrinogen wird die Platt-
cheninteraktion ermoglicht (262). Die adhasiven Glykoproteine Fibronektin (FN1) und Thrombospon-
din (THBS1) nahmen ebenfalls mit steigendem GA zu. Dies ist nicht nur durch die verminderte Throm-
bozytenzahl, sondern auch durch eine verminderte Expression der thrombozytaren Oberflachen-
proteine bedingt (259).

Die neonatale Thrombozytenfunktion normalisiert sich bereits nach 10-14 Tagen fiir RG und FG (258).
Ontogenetisch konnten die Unterschiede in der Thrombozytenfunktion eine wichtige Anpassung fir
die Geburt und das friihe postnatale Leben darstellen, um eine bermaRige Thrombozytenaktivierung

und Thrombosebildung im Rahmen der Gewebeschadigung zu vermeiden (258).

Die Proteine Alpha-actinin-1 (ACTN1), Talin-1 (TLN1) und Filamin-A (FLNA) sind u.a. im Zytoskelett von
Thrombozyten enthalten (263, 264) und spiegelt sowohl den Anstieg der Thrombozytenzahl- als auch
reife wider (259). TLN1 ist ein Integrin-Adaptor-Molekiil, das essenziell fir die Aktivierung des Integrin-
Rezeptors auf Thrombozyten ist (265). Die Daten decken sich mit dem fetalen Mausmodell, in dem sich

ebenfalls eine verminderte Expression von u.a. TLN1 zeigte (259).

Fibrinogen
Die Fibrinmonomere Fibrinogen alpha, beta und gamma (FGA, FGB, FGG) werden als letzter Schritt der
Gerinnungskaskade proteolytisch gespalten und bilden eine feste Fibrinmatrix. Zusatzlich verstarkt Fib-
rinogen im Mausmodell die Expression von P-Selectin (SELP) in aktivierten Thrombozyten Uber eine
ITGB3-abhangige Signalkaskade (266). Das thrombozytdre SELP spielt eine wichtige Rolle in der
Thrombozytenaggregation und mediiert durch die Interaktion mit PSGL-1 (Ligand fiir P-Sel auf
Leukozyten) die Entstehung einer Immunthrombose (267). Sowohl fiur Fibrinogen als auch Integrin
beta-3 (ITGB3) konnte ein Anstieg Uber beide Zeitachsen (FGA, FGB, FGG) bzw. postnatal (ITGB3)

beobachtet werden. Fibrinogen zeigte in friiheren Studien keine GA-abhangige Entwicklung (98), was
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jedoch auf die Methodik der Studien zuriickzufiihren ist. Suski et al. konnte ebenfalls eine verminderte
Intensitat in FG und einen postnatalen Anstieg vermerken (170, 171). Neben der Blutgerinnung spielt
Fibrinogen auch in der angeborenen und T-Zell-vermittelten Immunantwort eine Rolle, was das
Zusammenspiel bzw. Wechselwirkung zwischen Gerinnung und Immunsystem verdeutlicht (268-270).
Eine verdnderte Expression von Fibrinogen bzw. eines Fibrinmonomers wurde in verschiedenen
Studien als moglicher Biomarker fir verschiedenste Pathologien wie z.B. die Gestationsdiabetes
induzierte Makrosomie (271) oder den PDA (zusammen mit Fibronektin) (161) vorgeschlagen.

Es konnte gezeigt werden, dass der Verschluss eines PDAs in RG mit der Bildung eines stabilen Throm-
bus assoziiert ist. Insbesondere Thrombozyten spielen durch die Férderung des thrombotischen Ver-

schlusses und die luminale Remodellierung eine entscheidende Rolle (272).

Gerinnungsfaktoren
Gerinnungsfaktoren werden nicht transplazentar von der Mutter auf das Kind tbertragen. In der 5.
SSW beginnt die fetale Leber mit der Produktion (273). Dementsprechend weisen FG geringere Kon-
zentrationen auf als RG (95, 98, 99, 258, 274, 275). Die Anpassung der Konzentrationen erfolgt fir FG
schneller als fir RG, was wir in unserem Datensatz bestatigen konnten. Ca. 6 Monaten postnatal haben
RG und FG vergleichbare Werte erreicht, die grofStenteils denen Erwachsener entsprechen (95, 98).
Zusatzlich zu dem Anstieg von Fibrinogen und Faktor XlIl in unserem Datensatz konnte Suski et al. die

Dynamik weiterer Gerinnungsfaktoren aufzeigen (170, 171).

Unsere Daten bestéatigen eine ontogenetische Regulierung der thrombozytaren Proteine (und damit
Thrombozytenfunktion) sowie der Gerinnungskaskade. Klinisch kann eine ca. doppelt so lange Blu-
tungszeit bei FG mit einem GA < 33 Wochen im Vergleich zu RG beobachtet werden (276). Neben den
gezeigten Unterschieden der Thrombozytenzahl- und funktion sowie der Gerinnungsfaktoren beein-
flussen u.a. eine geringere Erythrozytenanzahl als auch eine verdanderte Endothelfunktion die Gerin-
nung entscheidend (277).

Im Rahmen einer Frilhgeburtlichkeit und der damit verbundenen Exposition gegeniiber der extrauteri-
nen Umwelt kann eine ontogenetische Regulation im Sinne einer héheren Inzidenz an Blutungskom-
plikationen problematisch werden. Die intraventrikuldare Himorrhagie ist eines der Hauptkomplikatio-
nen in FG und korreliert umgekehrt proportional mit dem GA (278). Unsere Daten zeigen, dass kom-
pensatorisch sowohl thrombozytidre Proteine als auch Gerinnungsfaktoren extrauterin schneller an-

steigen.

Antikoagulatorische Faktoren
Das resultierende erhdhte Blutungsrisiko wird durch eine verminderte Konzentration der antikoagula-
torischen Faktoren (Antithrombin, Protein Cund S, sowie Heparin-Kofaktor Il, Alpha-2-Makroglobulin),
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einem erhéhten Hamatokrit und MCV ausgeglichen. Die Werte Erwachsener werden nach ca. 3 Mona-
ten erreicht (258, 279). Dies spiegelte sich in unserem Datensatz durch den Anstieg von Antithrombin-
[l (AT-Ill, SERPINC1) Gber das GA und Alpha-2-Makroglobulin (A2M) (iber beide Zeitachsen wider. Stu-
dien zeigen, dass die absoluten Konzentrationen von A2M bereits bei Geburt die Werte Erwachsener
Ubersteigen (273). AT-IIl besitzt die groRte antikoagulatorische Wirkung in Erwachsenen. Die geringe
postnatale AT-Ill Konzentration in der Neugeborenenperiode wird durch A2M durch die Bindung von
alpha-Thrombin ausgeglichen (280). Dies kdnnte die geringere Inzidenz von Thrombosen in Neugebo-
renen trotz der geringeren AT-llI-Konzentrationen erklaren (280). A2M ist ein Glykoprotein und fun-
giert als ,,molekulare Falle” fur aktivierte Proteinasen (u.a. Gerinnungsfaktoren). Diese werden von
ihren Substraten getrennt und dann degradiert (281). Die A2M-Synthese wird durch proinflammatori-
sche Zytokine reguliert, sodass A2M bei akuten oder chronischen inflammatorischen Erkrankungen,

wie z.B. Sepsis, dem Nephrotischen Syndrom oder Diabetes Mellitus, vermehrt exprimiert wird (282).

Auch wenn sich das Gerinnungssystem von Neugeborenen stark von dem Erwachsener unterscheidet,
sind pro- und antikoagulatorische Faktoren gleichermalRen reduziert vorhanden, sodass ein homaoosta-
tisches Gleichgewicht besteht. Das Gerinnungssystem von FG ist keineswegs unreif, sondern vielmehr

den intrauterinen Begebenheiten des sich entwickelnden Organismus angepasst (258, 273).

4.2.5 Immunsystem

Insbesondere ExtFG leiden vermehrt an Infektionen (23). Die Untersuchung des Immunsystems auf
Zellebene zeigte bereits signifikante Unterschiede zwischen RG und FG sowie eine stereotype Ent-
wicklung sowohl der Anzahl als auch des Phanotyps der meisten Zellen entlang des GA und postnatal
(101, 113-116). Insbesondere das Komplementsystem wurde schon umfangreich untersucht. Mit dem

Immunsystem assoziierte Proteine wurden hingegen nur vereinzelt beschrieben.

Komplementsystem
Das Komplementsystem setzt sich aus mehreren Proteinen, den sog. Komplementfaktoren C1-C9, zu-
sammen. Diese aktivieren sich gegenseitig kaskadenartig und bilden schlielich den MAC (membrane
attack complex) (103, 283). Die biologische Aktivitdt des Komplement- und Gerinnungssystems wird
Uber spezifische ,Regulatoren” (u.a. Cls-Inhibitor, C3b-Inaktivtor, Anaphylaxin-lnaktivator) kontrol-
liert (283). Die Aktivierung des Komplementsystems kann tber drei verschiedene Pfade erfolgen. Der
Lektin-Weg wird durch das Mannose-bindende Lektin (MBL) induziert, welches das Kohlenhydrat
(Mannose)-Profil auf Pathogenen erkennt und die MBL-assoziierten Serinproteasen aktiviert. Der klas-
sische Weg im Gegensatz dazu arbeitet Uber die Bindung eines Antikdrpers an ein Antigen (Ag-Ak-
Komplex), der durch C1q erkannt wird. C1r und C1s lagern sich an den Komplex an und die Serinpro-

teasen werden aktiviert. Der klassische und Lektin-Weg setzen (iber eine gemeinsame Strecke (C4 und
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C2) C3 und damit die Komplementkaskade in Gang. Beim alternativen Weg kommt es zu einer spon-
tanen Hydrolyse von C3 in C3a und C3b. C3b bindet an die Membran des Pathogens. Durch die Anla-

gerung weiterer Faktoren wird die C3-Konvertase gebildet, die die Komplementkaskade aktiviert (284).

Der Anstieg der Komplementfaktoren lber das GA und postnatal ist bereits umfangreich untersucht
und konnte auch in unserem Datensatz beobachtet werden. Zusatzlich zeigte sich parallel zum Gerin-
nungssystem eine schnellere extrauterine Reifung, im Sinne eines schnelleren Konzentrationsanstiegs.
Eine mogliche Erklarung kénnte die Anpassung an die antigenreiche Umwelt sein.
Komplementfaktoren werden im Gegensatz zu Antikdrpern nicht transplazentar von der Mutter auf
den Fetus libertragen (105), sondern ab der 20. SSW intrauterin in der Leber produziert (101). Bis zum
dritten Trimester bleibt die Konzentration niedrig (105). Erst zum Ende der Schwangerschaft kommt
es zu einem schnellen Anstieg der Serumkonzentrationen (101, 105). Das Komplementsystem gesun-
der RG ist bei Geburt unterentwickelt (ca. 60% der Werte Erwachsener) und gleicht sich nach ca. 3
Lebensmonaten an die Werte Erwachsener an. Diese Defizite sind bei FG noch starker ausgepragt. Zu-
sammengefasst ist Lysefdhigkeit von Bakterien und die Chemotaxis von Leukozyten reduziert sowie
die Fahigkeit des Komplementsystems, die Phagozytose mittels Opsonierung zu verbessern, vermin-
dert. Dies resultiert in einer erhdhten Anfalligkeit von Neugeborenen und insbesondere FG gegenliber
Infektionen (24, 101, 105, 285).

Anhand des Datensatzes konnten wir insbesondere die Dynamik der Komplementfaktoren des klassi-
schen Wegs (C1q A und B, C1s, C1r) inklusive der gemeinsamen Strecke des Lektinwegs (C2, C4) und
des gemeinsamen Endwegs (C5, C6, C9) betrachten. Die genannten Proteine zeigten eine Zunahme
Uber mind. 1 der beiden Zeitachsen. Im Gegensatz blieb C7 liber das GA und postnatal konstant. In
friheren Studien konnte fiir C7 in RG bereits bei Geburt mit Erwachsenen vergleichbare Werte gefun-
den werden (173). Die Proteine des Lectin- und alternativen Wegs waren nicht signifikant verandert.
Ergdnzend konnten Bennike et al. in RG eine postnatale Abnahme der Proteine des Lectin-Wegs (FCN-
2, FCN-3, MASP1) und ein ambivalentes Verhalten der Komplementfaktoren des alternativen Wegs

(Properdin (CFP), CFB) beobachten (173).

Auch die Inhibitoren des Komplementsystems waren in FG vermindert (C4BPA) und zeigten postnatal
eine Zunahme (C4BPA, SERPING1). In RG konnte im Gegensatz dazu eine fallende Dynamik innerhalb
der ersten Lebenswoche beobachtet werden (173). Die Proteine C4b-binding protein alpha chain
(C4BPA) und Plasma protease C1 inhibitor (SERPING1) regulieren die Komplementaktivierung iber den
klassischen Weg (173). C4BPA bindet als Kofaktor an den C3b/C4b- Inaktivator, der im Folgenden C4b
hydrolysiert. SERPING1 dagegen vermindert die Aktivitdt von C1s, C1r, Kallikrein und Faktor VII (286).
Sowohl C4BPA als auch SERPING1 kénnen ebenfalls die Gerinnung beeinflussen (286).
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Inflammatorische Proteine
Proteine, die eine wichtige Rolle in der Regulation inflammatorischer Prozesse und der Immunantwort
spielen, nahmen i.d.R. (iber mind. eine der beiden Zeitachsen zu. Neben den bereits von Suski et al.
beschriebenen Proteinen Orosmucoid 1 und 2 (ORM1 und ORM?2) (170, 171) konnten wir erstmals die
Dynamik weiterer inflammatorischer Proteine aufzeigen. Das erhdhte Infektionsrisiko von Neugebore-
nen wird der Unreife des neonatalen Immunsystems zugeschrieben. Dabei wird insbesondere die im
Vergleich zu Erwachsenen verminderte Antwort von neonatalen Immunzellen auf mikrobielle Stimuli

betont.

Parallel zu Suski et al. nahmen die Proteine ORM1 und ORM2 auch in unserem Datensatz iiber das GA
und postnatal zu (170, 171). Die Proteine steigen wahrend einer Akute-Phase-Reaktion um ein Vielfa-
ches an (287) und besitzen wichtige immunmodulatorische Eigenschaften. Sie hemmen u.a. die Mig-
ration von Neutrophilen (288), die Lymphozyten-Proliferation (289) und die Aktivierung von Makro-
phagen (290). Gleichzeitig beeinflussen ORM1 und 2 jedoch auch die Produktion der Zytokine IL-1 beta,
IL-6 und TNF-alpha positiv (291, 292). Diese verschiedenen, z.T. gegensatzlichen biologischen Funktio-

nen sind durch das unterschiedliche Glykosylierungs-Muster von ORM bedingt (287, 293).

Die Proteine S100A8 und S100A9 binden Calcium und Zink und sind Giberwiegend als Calprotectin
(S100A8/A9) anzutreffen (294). Beide Proteine zeigten eine positive Dynamik Gber das GA. Calprotec-
tin wird von Neutrophilen im Rahmen einer Inflammation freigesetzt und wirkt proinflammatorisch,
antimikrobiell, antioxidativ und Apoptose-induzierend (295, 296). Die Proteine induzieren u.a. die
Chemotaxis und Adhéasion von Neutrophilen, erhéhen die Phagozytose-Eigenschaften und induzieren
die Degranulation von Neutrophilen (297, 298). Wéhrend die Protein-Intensitdt von S100A8/A9 in FG
im Vergleich zu RG vermindert war, zeigte sich die Genexpression bei Monozyten in FG erhoht (299).
Im Mausmodell zeigte sich eine starke Vermehrung von immunregulierenden Monozyten in S100A97-
Feten im Vergleich zum Wildtyp. Die Vermehrung dieser Monozyten korrelierte jedoch nicht mit
S100A8/A9-Konzentrationen im Nabelschnurblut. Funktionell sind verminderte S100A8/A9-Intensita-
ten mit einer hyperinflammatorischen Immunantwort und Sepsis assoziiert. Zusammengefasst scheint
S100A8/A9 eine regulierende Funktion fir das neonatale Immunsystem zu spielen, in dem es die Ver-
mehrung inflammatorischer Monozyten verhindert und somit wiederum die T-Zell-Proliferation unter-

driickt (300).

Annexin 1 (ANXA1) stieg mit zunehmendem GA an und war signifikant in RG angereichert. ANXA1 wirkt
im Rahmen der angeborenen Immunantwort antiinflammatorisch und ist eines der Mediatoren der
antiinflammatorischen Wirkung von Glucocorticoiden (301, 302). Das Protein wird in hohen Konzent-
rationen von Neutrophilen und Makrophagen exprimiert. Es vermindert die Leukozyteninfiltration des
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Gewebes und aktiviert die Apoptose von Neutrophilen. Zusatzlich fordert ANXA1 die Rekrutierung von
Monozyten und die Phagozytose abgestorbener Leukozyten (303). In der Literatur gibt es sogar Hin-
weise, dass ANXA1 eine Rolle in der Umprogrammierung von Makrophagen im Sinne einer verminder-
ten Produktion von proinflammatorischen Zytokinen spielt (303) und die Differenzierung und Prolife-
ration aktivierter T-Zellen reguliert. Es verstarkt die Differenzierung in Tyl-Zellen und vermindert die
Differenzierung in Ty2-Zellen (304). Intrauterin ist die Differenzierung von Tyl-Zellen runterreguliert,
um eine fetomaternale Toleranz zu ermdglichen (24). Niedrige ANXA1-Spiegel in ExtFG spiegeln folglich
die physiologische Anpassung auf die intrauterine Umgebung zur Aufrechterhaltung der fetomaterna-

len Toleranz wider und erklaren gleichzeitig die erhdhte Infektanfalligkeit von FG.

Die Matrix metalloproteinase-9 (MMP9) korrelierte positiv mit dem GA. Das Protein spielt eine
entscheidende Rolle in der lokalen Proteolyse der Extrazellularmatrix und fordert dadurch die Leukozy-
tenmigration (305, 306). Es wird von alveoldaren Makrophagen und Granulozyten produziert und
konnte auf Proteinebene auf Neutrophilen detektiert werden (307). Im Tiermodell waren MMP9-
defiziente Mause resistenter gegen Endotoxine, was seine Rolle in der Pathogenese von Sepsis vermu-
ten lasst (308). Darliber hinaus scheinen Metalloproteinasen, u.a. MMP9, einen wichtigen Einfluss in
der neurologischen Entwicklung, u.a. im Axonwachstum und der neuromuskularen Synaptogenese, zu

haben (309, 310).

Zusatzlich zirkuliert eine Vielzahl von antimikrobiellen Peptiden bzw. Proteinen im Blut, die von Zellen
des angeborenen Immunsystems (Granulozyten, Makrophagen, NK-Zellen) nach Antigenkontakt aus
deren Granula freigesetzt werden (112, 311-317). Die Zellen von FG unterscheiden sich von RG nicht
nur in ihrer verminderten Anzahl, sondern auch durch die reduzierte Zytotoxizitat, infolge weniger
zytoplasmatischer Granula und der geringeren Degranulationsfahigkeit (101, 115, 116). In Kongruenz
waren die folgenden Proteine in FG vermindert und korrelierten mit dem GA. Dieser Sachverhalt wird
durch friihere Studien bestatigt (318). Daraus resultiert eine erhohte Infektionsanfalligkeit der FG. Fir
die Serin-Protease Cathepsin G (CTSG) konnte zusatzlich postnatal eine abnehmende Dynamik fest-
gestellt werden.

Die Proteine Lysozym (LYZ), Lactoferrin (LTF), Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (LCN2),
Cathelicidin antimicrobial peptide (CAMP) und Serin-Protease Cathepsin G (CTSG) wirken durch eine
Spaltung oder Bindung von Lipopolysacchariden (LYZ, LTF, CAMP, CTSG) bzw. die Bindung von Eisen
(LTF, LCN2) antibakteriell (103, 312, 314, 319-323). LTF ist in der menschlichen Milch enthalten. Durch
die orale Gabe von bovinem Lactoferrin konnte das Auftreten einer Sepsis und NEC in FG reduziert
werden (322). Insbesondere im Rahmen von Stress, Sepsis oder in FG ist die Konzentration der Myelo-
peroxidase (MPO) gering, wodurch die Freisetzung von aggressiv-lytischen Sauerstoffradikalen durch

Neutrophile und Makrophagen vermindert ist (315). Leukocyte elastase inhibitor (SERPINB1) im Ge-
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gensatz dazu ist ein Neutrophil-Serin-Protease-Inhibitor und schiitzt die Zelle vor Proteasen, die im
Rahmen von Stress oder Infektionen ins Zytoplasma ausgeschiittet werden (316).

Die GTPase ADP-ribosylation factor-like protein 8B (ARL8B) spielt u.a. eine wichtige Rolle fir die Zyto-
toxizitat von NK-Zellen and die MHC-II-Antigen-Prasentation. ARL8B organisiert den Transport von u.a.
Antigenen zu den Lysosomen und deren Fusion (324-326) und sorgt speziell in NK-Zellen fir die
Granula-Exozytose (327). Interessanterweise zeigte ARL8B eine sinkende Dynamik (iber das GA im Ge-

gensatz zu den im Blut vermehrt zu findenden Granulainhalten.

In Zusammenschau ist das intrauterine Immunsystem an die Bedlirfnisse des Fetus angepasst. Dies
zeigt sich u.a. in der Verhinderung einer potentiell schadlichen Tyl-Polarisierung und der Aufrechter-
haltung der fetomaternalen Toleranz (z.B. verminderte ANXA1-Intensitat). Stérungen diese Gleichge-
wichts kdnnen zu einem Abort oder zur Friihgeburtlichkeit fiihren. Gleichzeitig wird das Immunsystem
im Rahmen einer Frihgeburtlichkeit plotzlich mit einer pathogenreichen extrauterinen Umgebung
konfrontiert, auf das es jedoch nicht vorbereitet bzw. ausgerichtet ist. Ein hoheres Infektionsrisiko in-

folge verminderter Abwehrmechanismen (u.a. Komplementsystem, Granulat-Inhalte) ist die Folge.

Ribosomale Proteine, Apolipoproteine, Proteine der Gerinnungs- und Komplementkaskade und Prote-
ine des Immunsystems folgen einer GA-abhangigen Entwicklung, die sich postnatal in einer extraute-
rinen Umgebung fortsetzt. Mit Ausnahme einzelner Proteine bestdtigen unsere Daten friihere
Ergebnisse (170, 171, 174). Insgesamt konnten eine Abnahme der ribosomalen Proteine, sowie ein
Anstieg der Proteine des Gerinnungs- und Immunsystems liber beide Zeitachsen beobachtet werden.
Wir konnten zusatzlich aufzeigen, dass die Entwicklung der Proteine extrauterin z.T. sogar schneller
verlauft. Dementsprechend kénnen diese Proteine mit einer Reifung der FG assoziiert werden. Auch in
RG findet postnatal eine parallel verlaufende Entwicklung statt (173). Der Unterschied zwischen FG

und RG scheint v.a. die geringere bzw. hohere Ausgangskonzentration der Proteine zu sein.

Immunglobuline (Antikorper)
Immunglobuline sind heterodimere Glykoproteine, die aus 2 schweren (H= heavy chain) und 2 leichten
Peptidketten (L= light chain) aufgebaut und durch Disulfidbriicken verbunden sind (328). Man unter-
scheidet 5 Isotypen (IgG, IgM, IgD, IgA und IgE), die durch die schwere Peptidkette charakterisiert wer-
den. Antikérper vom IgG-Typ sind plazentagadngig und konnen in 4 Subklassen unterteilt werden (1gG1,
1gG2, 1gG3, 1gG4) (102, 328). 1gG1 ist die am effektivsten transportierte Antikérper-Subklasse, 1gG2 die
am wenigsten (329). Bei Neugeborenen dominiert die Produktion von 1gG1 und IgG3, die Produktion
von 1gG2 und IgG4 fehlt im Gegensatz zu Erwachsenen (105). Die Produktion von IgG1 wird primar

durch |6sliche Proteinantigene induziert, IgG2 durch bakterielle Lipopolysaccharide, 1gG3 durch virale
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Antigene (dhnlich 1gG1) und induziert selber proinflammatorische Reaktionen, und IgG4 durch wieder-

holte Exposition gegeniber nicht-infektiosen Antigenen (330).

Unsere Daten zeigten parallel zu Suski et al. (170, 171) einen Anstieg der Immunglobuline mit steigen-
dem GA sowie eine Abnahme im longitudinalen Verlauf. Transplazentar (ibertragene Antikorper (IgG)
sorgen fir einen frihen Infektionsschutz des Neugeborenen (109, 113). Der transplazentare Antikor-
pertransfer beginnt nach dem ersten Trimester und nimmt v.a. ab der 28. SSW mit steigendem GA zu
(109, 113). Nach 17 bis 22 SSW lagen die fetalen Antikorper-Konzentrationen bei 5-10% der Miitter
und erreichten nach 28 bis 32 SSW schon 50% der maternalen Konzentration. Der GroRteil der Anti-
kérper wird jedoch erst in den letzten 4 SSW Ubertragen und kann bei Geburt die maternalen Konzen-
trationen sogar um 20-30% Uibersteigen (331). Der transplazentare Antikorpertransfer korreliert nicht
nur mit dem GA, sondern wird dariiber hinaus von der maternalen Immunglobulin-Konzentration und
dem Antigen-Typ beeinflusst (109, 113, 332). Nach der Geburt sinkt die neonatale Immunglobulin-
konzentration (IgG) bei einer Halbwertszeit von 21-30 Tagen allmahlich ab (117). Das Neugeborene
beginnt erst nach der Geburt durch den Kontakt mit der antigenreichen Umwelt mit einer endogenen
Antikorpersynthese (105). Bennike et al. konnte bereits ab dem 1. Lebenstag mRNA-Transkripte von
IgG1-Antikdrpern im Blut von RG feststellen, was auf eine endogene Synthese hinweist (173). Diese ist
jedoch in Abhdngigkeit des Antigens fir die ersten 12 bis 24 Monate vermindert. Die Kapazitat zur
Produktion von Gedachtniszellen ist reduziert und die Affinitatsreifung von Gedachtniszellen bis zu
einem Alter von 4-6 Monaten eingeschrankt (117). Beim Vergleich der intrauterinen (GA) und postna-
talen Entwicklung (kGA), waren Immunglobuline bei Geburt nach 32 bzw. 33 SSW vermehrt angerei-
chert. Dementsprechend fallt die neonatale Antikorpersynthese hinter dem transplazentaren Transfer
zurlick, was die erhdhte Infektionsanfalligkeit von FG mit sinkendem GA z.T. erkldren kann. Transpla-
zentar Ubertragene Antikorper korrelieren indirekt proportional mit dem Risiko einer neonatalen B-
Streptokokken-Sepsis (333, 334). Die IgG-Konzentration von Erwachsenen wird i.d.R. in einem Alter
von 4 bis 6 Jahren erreicht (335). Durch die parallele Analyse von Protein- und mRNA-Konzentrationen
konnte Bennike et al. die postnatale Dynamik der Immunglobuline bei RG innerhalb der ersten Lebens-

woche bestéatigen (173).

4.2.6 Organogenese

Wahrend die Entwicklung des Herzes bis zum 1. Trimester weitgehend abgeschlossen ist, findet insbe-
sondere die Reifung von Gehirn, Lunge und Niere noch bis zur 40. SSW statt (22, 77, 84). Unter der
Annahme, dass mit der Organogenese assoziierte Proteine aus dem jeweiligen Gewebe ins Blut freige-
setzt werden, konnten Proteinmuster fir die Organentwicklung identifiziert werden. Mutationen der

im folgenden beschriebenen Proteine wurden bereits mit seltenen syndromalen Erkrankungen in Zu-

71



sammenhang gebracht oder im Tiermodell eine Rolle in der Organogenese vermutet. Wir konnten
erstmalig die Dynamik Gber das GA und postnatal in FG beschreiben. Der genaue Mechanismus bzw.
Funktion der Proteine ist meist nicht bekannt. Insgesamt zeigte sich keines der genannten Proteine im
Vergleich hochsignifikant verandert. Dies unterstreicht nochmals die Bedeutung der MS, die bereits
kleinste Intensitatsverdanderungen detektieren kann und gleichzeitig eine globale Analyse des physio-
logischen Zustands ermdoglicht. Neben den bereits beschriebenen Proteinen (ribosomale Proteine,
TFRC, MMP9) konnten weitere Proteine gefunden werden, die eine Rolle in der zerebralen bzw.

neurologischen, kardialen, renalen und pulmonalen Entwicklung spielen.

Gehirn

Die Proteine Transferrin receptor protein 1 (TFRC), MMP9 und Myosin-10 (MYH10) sind mit der Ent-
wicklung des Gehirns assoziiert (336, 337). TFRC korrelierte negativ mit dem GA und nahm postnatal
zusammen mit FLNA zu. MYH10 zeigte sowohl Uber das GA als auch postnatal eine signifikante Ab-
nahme.

Mutationen der Gene V-type proton ATPase catalytic subunit A (ATP6V1A), AP-2 complex subunit mu
(AP2M1) und Clathrin heavy chain 1 (CLTC) haben eine epileptische Encephalopathien (DEE) zur Folge
(337-339). Fir alle drei Proteine konnte mit steigendem Gestations- und postnatalem Alter eine fal-
lende Dynamik beobachtet werden. DEEs sind eine heterogene Gruppe von schwerwiegenden Epilep-
sien, die durch meist Therapie-resistente Krampfanfille in Kombination mit signifikanten Entwick-
lungsdefiziten charakterisiert sind (340). Klinisch stehen in Abhadngigkeit des betroffenen Proteins ver-
schiedene zusatzliche Pathologien im Vordergrund. Fir ATP6V1A wird eine Funktion in der Neurit-
Entwicklung und Synapsenbildung vermutet (337). AP2M1 wird im Gehirn exprimiert und ist ein Be-
standteil des Adaptor Proteinkomplexes 2 (AP-2), das in der Clathrin-mediierten Endozytose und dem
Vesikel-Recycling an der Synapse beteiligt ist (341, 342). Auch fiir CLTC konnte eine wichtige Funktion
flr das Vesikel-Recycling im Gehirn und der Freisetzung von Neurotransmittern an der prasynaptischen
Membran nachgewiesen werden (343).

Neben MYH10 (siehe unten) werden die Proteine Dystonin (DST), Serine—tRNA ligase, cytoplasmic
(SARS) und Casein kinase Il subunit alpha (CSNK2A1) mit der neurologischen Entwicklung assoziiert.
Diese Proteine zeigten ebenfalls liber beide Zeitachsen eine (signifikante) Abnahme. Mutationen der
codierenden Gene haben eine mentale Retardierung und motorische Entwicklungsdefizite zur Folge
(344, 345). Mutationen im DST-Gen flihren zusétzlich zu einer neonatalen Hypotonie, respiratorischen
Beeintrachtigungen und einer gestérten kardiovaskuldren Funktion (344). DST ist ein wichtiges Verbin-
dungsprotein des Zytoskeletts und ermdglicht den retrograden axonalen Transport (346). SARS spielt
eine Rolle in der tRNA-Aminoacylation und ist somit wichtig flr die funktionelle Integritat der tRNA.

Diese scheint wichtig fiir die neurologische Entwicklung zu sein (345). CSNK2A1 ist ein Bestandteil er
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Protein kinase CK2, die ihre Substrate durch Phosphorylierung reguliert (347). Es wird angenommen,
dass jede Untereinheit der Kinase eine zusatzliche Funktion im jeweiligen spezifischen Gewebe besitzt.
CSNK2A1 wird in hohen Konzentrationen im Gehirn exprimiert, was eine Rolle in der Hirnentwicklung
bzw. -funktion vermuten ldsst (348).

Ankyrin-2 (ANK2) wird sowohl im fetalen Gehirn als auch im Temporallappen bei Erwachsenen expri-
miert (349) und zeigte eine signifikante Zunahme Uber das GA. Subplate-Neurone sind eines der ersten
generierten Neurone der Hirnrinde und exprimieren bei Katzen u.a. Fibronectin (FN1) (60, 350). FN1
war Uber das GA relativ stabil und nahm postnatal signifikant zu. Dementsprechend zeigte sich im

Vergleich der intra- und extrauterinen Entwicklung postnatal hohere Werte fiir FN1.

Herz

Die Proteine ANK2, FLNA, TKT und MYH10 werden gleichzeitig mit der Entwicklung des Herzens in
Zusammenhang gebracht. Klinisch konnte eine erhéhte Inzidenz von extrakardialen Anomalien (v.a.
des Gehirns und des urogenitalen Systems) bei Neugeborenen mit angeborenen Herzfehlern beobach-
tet werden (88). Bei Feten mit einer kongenitalen Herzerkrankung zeigte das Gehirn eine verminderte
Reifung (u.a. Synaptogenese) wahrend des dritten Trimesters (89, 90). Wahrend ANK2 und Filamin-A
(FLNA) tiber beide Zeitachsen zunahmen, fiel MYH10 signifikant ab. Transketolase (TKT) nahm Gber
das GA signifikant zu und zeigte postnatal eine eher fallende Dynamik.

ANK2 spielt eine Rolle in der Lokalisation und Membranstabilisierung von lonentransportern- und
kanalen u.a. in Kardiomyozyten. Es wird fiir die Expression einer Spectrin-Kette (SPTBN1) in neonatalen
Herzmuskelzellen und der Regulation der Kontraktionsfrequenz benétigt (351). Filamin-A (FLNA) for-
dert die Verzweigung von Aktin-Filamenten und verankert Transmembranproteine mit dem Zytoske-
lett. Im Mausmodell spielt FLNA eine Rolle im Zell-Zell-Kontakt und den Adherens-Junktionen wahrend
der Entwicklung von BlutgefaRen, des Herzens und des Gehirns. Durch Mutationen im menschlichen
FLNA-Gen wird die Migration der Neuronen zur Hirnrinde unterbrochen und es entstehen kardiovas-
kuldre Defekte (352).

Mutationen von TKT und MYH10 sind jeweils mit entwicklungsneurologischen Defiziten als auch kon-
genitalen Herzerkrankungen (VSD, ASD, PFO) assoziiert (353-356). Neugeborene mit Mutation des
Myosin10-Gens (MYH10) litten an einer intrauterinen Wachstumsretardierung, Mikrokephalie, ent-
wicklungsneurologischen Defiziten, einer zerebellaren Atrophie und einer kongenitalen Diaphragma-
Hernie. Im Tiermodell starben MYH-10 Knock-out-Mausen nach 14,5 Lebenstagen aufgrund von
neurologischen Fehlbildungen (Hydrocephalus und abnorme Neuronenmigration) und strukturellen
Herzdefekten (membrandser VSD, Fehlbildungen des Ausflusstrakts) (357). MYH10 ist essenziell flr die

Zellteilung von Kardiomyozyten und spielt eine Rolle in der Entwicklung der KoronargefalRe (358).
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Daneben konnten zwei weitere Proteine (HSPG2 und POSTN) fiir die Herzentwicklung identifiziert wer-
den, die eine fallende Tendenz lber beide Zeitachsen zeigten. Basement membrane-specific heparan
sulfate proteoglycan core protein (HSPG2) ist ein Bestandteil der Basalmembran, des Knorpels und
verschiedener mesenchymaler Gewebe. Bei HSPG2-defizienten Mausen konnte eine mechanische In-
stabilitdt des Herzmuskels der embryonalen Maus beobachtet werden (359). Periostin (POSTN) tragt
durch die Expression auf kardialen Fibroblasten zur postnatalen Herzmuskelzellreifung und der kardi-
alen Innervation bei (360). Zusatzlich wird im Mausmodell Gber die Rolle von POSTN in der Nieren-

entwicklung diskutiert (361).

Niere
Ein GroRteil der Nephrogenese findet im dritten Trimester statt. Durch eine Friihgeburtlichkeit wird
diese unterbrochen und findet z.T. postnatal weiter statt (77-79). Neben POSTN konnten 4 weitere
Proteine identifiziert werden, die in der Nierenentwicklung eine Rolle spielen.
Die Niere entwickelt sich aus der Harnréhrenknospe, die sich mehrmals auf zweigt und das Tubulus-
system der Niere bildet. Die Proteine Metalloproteinase 9 (MMP9) und Angiotensinogen (AGT) regu-
lieren diesen Vorgang positiv (362). Wahrend MMP9 mit steigendem GA signifikant zunahm, nahm
AGT ab. AGT ist ein Bestandteil des Renin-Angiotensinogen-Systems (RAS) und reguliert den Blutdruck
sowie den Flussigkeits- und Elektrolythaushalt (363). Gen-Mutationen des RAS (u.a. AGT) resultieren
in einer gestorten Bildung des renalen Tubulussystems (364).
Aldehyd dehydrogenase 1A1 (ALDH1A1) nahm Uber beide Zeitachsen (signifikant) zu. Das Protein ka-
talysiert die Reaktion von Vitamin A in seine aktive Form, die Retinolsdure. Die Nephrogenese wird
durch die lokale Retinolsdure-Konzentration beeinflusst, sodass sogar ein maternaler Vitamin-A
Mangel die finale Nephronanzahl in Nagetieren limitiert (365).
Organe bendétigen in ihrer Entwicklung Eisen fir eine Vielzahl von Funktionen. Ferritin light chain (FTL)
ermoglicht Eisen in einer 16slichen, nicht-toxischen Form zu speichern und spielt gleichzeitig eine Rolle
fir den Eisentransport zur Zelle. In der sich entwickelnden Niere mediiert FTL die Eisenaufnahme in
die Zellen der Kapsel (366). FTL nahm postnatal bis zu einem kGA von 32 SSW signifikant ab und nahm

dann wieder zu.

Lunge
Die Proteine MYH10 und Ceruloplasmin (CP) werden mit der fetalen Lungenentwicklung assoziiert.
Wahrend MYH10 Uber beide Zeitachsen abnahm, stieg CP sowohl entlang des GA als auch postnatal
signifikant an. Mutationen von MYH10 in Welpen fihrten kurz nach der Geburt zu einer respiratori-
schen Anpassungsstérung. Der Verlust von MYH10 insbesondere in mesenchymalen Zellen resultierte

in einer Vereinfachung der Alveolarstruktur Gber den Umbau der Extrazellularmatrix (367).
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4.3 Diskussion der Methodik

4.3.1 Massenspektrometrie

Massenspektrometrie (MS) ermdglicht im Gegensatz zu herkdmmlichen Methoden hunderte von Pro-
teinen gleichzeitig zu detektieren und hochspezifisch zu identifizieren (368). Bisherige Einschrankun-
gen der MS, wie z.B. eine niedrige Sensitivitat, eine hohe dynamische Bandbreite der Proteinkonzen-
trationen, eine fehlende Reproduzierbarkeit der Untersuchung (v.a. bei groRen Kohorten), hohe Kos-
ten oder ein geringer Durchsatz, konnten durch die technischen Fortschritte der letzten Jahre Gber-
wunden werden (132, 368-371). In der MS gibt es unterschiedliche Methoden der Probenaufberei-
tung- und prafraktionierung sowie verschiedene Arten des Massenanalysators (122). Diese unterschei-
den sich insbesondere in der Anzahl und der Konzentrationsbreite der detektierten Proteine, die posi-
tiv mit der Dauer der vorausgehenden Proteinverdauung und MS-Messung korrelieren (372). Das Pro-
teinprofil ist zudem abhangig von der Aufbereitungsmethode der Proben, was sich in nur einer gerin-
gen Uberschneidung der durch LCMS-detektierten Proteine zeigte. Die Wahl erfolgt i.d.R. nach Probe-
art und Vorlieben des Anwenders (373). Neben der einfachen Handhabung und dem Kostenfaktor
spielt im klinischen Alltag die zeitliche Verfligbarkeit von Laborergebnissen eine entscheidende Rolle.
Geyer et al. konnte zeigen, dass eine dhnliche Analysetiefe (d.h. Anzahl und Konzentrationsbreite der
detektierten Proteine) auch durch eine kiirzere Probenaufbereitungs- und messzeit (< 60 min bzw. 20
min) erreicht und somit der Durchsatz erh6ht werden kann (368). Da die Implementierung der Metho-
dik in den klinischen Alltag und der damit einhergehende klinische Nutzen eine wichtige Voraussetzung

fur die Studie war, wurde die von Geyer et al. entwickelte Methode (LC-MS/MS) gewahlt.

Bei der Untersuchung von Vollblut sind v.a. erythrozytare Proteine in hohen Konzentrationen vorhan-
den und kénnen dadurch weniger stark angereicherte Proteine ,Uberdecken”. Darunter fallen u.a.
auch Gewebeproteine, die ggf. Auskunft tGber die Organentwicklung geben kénnen. Um diese Proteine
besser untersuchen zu kénnen, sollte die Analyse von Plasma erfolgen. Die jeweiligen Plasmaproben

wurden bereits im Rahmen dieser Studie abgenommen und miissen noch ausgewertet werden.

Wir arbeiteten im Gegensatz zu einigen vorherigen Studien mit peripherem anstatt Nabelschnurblut.
Die Abnahme erfolgte venos, kapillar oder arteriell. Die Vergleichbarkeit der Probearten war zuvor

untersucht worden und hatte eine hohe Korrelation der Daten gezeigt.

Flr ELISAs sollte die Probenlagerung fir Protein-basierte Biomarker bei -80°C oder darunter liegen, um
eine optimale Stabilitat der Proteine fiir mind. 3 Monate zu gewahrleisten (374). Fir langere Zeitrdaume
ist die Datenlage nur unzureichend. Nachdem in der Massenspektrometrie keine Protein-Epitope er-
halten werden missen, hat sich in der Shotgun-Proteomics eine hohe Variationstoleranz fiir das Pro-

benhandhabung gezeigt. Es wurde von einer photosensitiven Protein-Stabilitat von Trockenblutproben
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flr Monate bis Jahre berichtet (375, 376). Sogar eine partielle Proteindegradation ist noch tolerierbar,
solange ein Grof3teil der spater proteolytisch generierten Peptide unverdandert bleiben (123). Die Tro-
ckenblutproben wurden alle in einem Zug massenspektrometrisch analysiert, um ein mogliches Bias
zu vermeiden. Aus diesem Grund wurden die Blutproben jedoch erst 2-4 Jahre nach Abnahme ausge-

messen.

Der Vorteil der MS liegt in der Generierung von ganzen Proteinmustern im Vergleich zu nur einzelnen
Biomarkern. Die Kombination multipler Biomarker erhéht nicht nur die diagnostische Sensitivitat und
Spezifitat (377-380), sondern erlaubt ein umfassenderes Bild (ber den Organismus, v.a. hinsichtlich
der Anzahl moglicher Einflussfaktoren und Confounder, zu generieren. Durch die grol3e Anzahl an be-
trachteten Proteinen steigt jedoch die Wahrscheinlichkeit, artifizielle bzw. falsch positive Unterschiede
zu finden. Durch Einfihrung der Falscherkennungsrate (FDR) kann ein Gutekriterium geschaffen wer-
den, welches mittels Benjamin-Hochberg-Prozedur den Anteil ,falscher” Treffer moglichst niedrig halt.
Identifizierte Biomarker konnen ein besseres Verstandnis der pathophysiologischen Prozesse ermogli-
chen. Allerdings muss immer bericksichtigt werden, dass diese Proteine nichtimmer direkter Bestand-

teil der Pathologie sind, sondern ggf. nur assoziiert (123).

4.3.2 Studiendesign

Vorherige Studienansatze, mit dem Ziel Biomarker zu finden, arbeiteten oft mit zu kleinen Kohorten-
groRen (Underpower) oder scheiterten aufgrund einer zu geringen statistischen Power durch Batch-
Effekte im Rahmen eines multizentrischen Studiendesigns. Insbesondere bei seltenen Kohorten, wie
z.B. (extrem friilhe) FG, kdnnen nur begrenzt groRe standardisierte Kohorten innerhalb eines kurzen
Zeitrahmens gesammelt werden. Die unabhdngige Sammlung von Versuchs- und Kontrollgruppe stellt
ein weiteres, haufiges Problem in Biomarker-Studien dar (381). In diesem Studiendesign wurde von
einer Geburtskohorte ausgegangen und die Studienkohorten anhand der festgesetzten Kriterien (GA)
erst im Nachhinein definiert, um ein Bias durch die Patientenrekrutierung und Probenhandhabung zu
vermeiden. Ein Nachteil sind allerdings die resultierenden unterschiedlich groRen Kohorten. Die FG-

Gruppen unterscheiden sich stark in ihrer GroRRe und schranken so den Vergleich teilweise ein.

In Phase 3 der Patientenrekrutierung wurde fir die Vergleichsgruppe der RG der Fokus u.a. auf Infek-
tionen gelegt. Dadurch sind Infektionen in dieser Gruppe leicht liberreprasentiert. Aufgrund des hohen
Anteils von Infektionen bei FG wurde jedoch davon abgesehen, die betreffenden Studienteilnehmer
auszuschliellen, um infektionsbedingte Unterschiede zu minimieren und die Entwicklung der FG somit

besser beurteilen zu kdnnen.

76



Der NGS-Zeitpunkt wurde aus Praktikabilitdt als Standardabnahme fiir RG festgelegt. Eine routinema-
Rige Abnahme des Geburtszeitpunkts hatte sich fir die Beurteilung der GA-abhéngigen (intrauterinen)

Entwicklung besser geeignet.

Zusatzlich ergab sich eine hohe Varianz der Daten, die zu einem Missverhaltnis von Geschlecht, Erkran-
kungen, Ethnizitat, Lebensstil der Eltern, ... in den Kohorten fiihren kann (381) und den alleinigen Ein-
fluss des GA auf die Proteom-Entwicklung schwer zu interpretieren macht. Gleichzeitig werden klini-
sche Faktoren, wie der Erkrankungszustand des FG, ebenfalls durch das GA und der damit zusammen-
hangenden System- bzw. Organentwicklung beeinflusst. Durch eine ausreichend grofSe Studienpopu-
lation gehen einzelne gering ausgepragte klinische Faktoren (z.B. Erkrankungen der Eltern) im Rau-
schen der Daten unter und deren Konfundierungseffekt wird vernachlassigbar. Die Wichtigkeit der de-
taillierten Phanotypisierung der Studienpopulation wird in jedem Fall deutlich. In der vorliegenden
Studie wurden Uber 400 klinische Datenpunkte erfasst. Einige dieser Datenpunkt sind jedoch nur fir
einen Teil der Kohorte verfligbar, wodurch Regressionsanalysen unter Einbeziehung moglich Confoun-

der schwierig waren.

Um die zeitliche Proteindynamik und damit (extrauterine) Entwicklung der FG beurteilen zu kénnen,
wurde ein longitudinales Studiendesign gewahlt. Die Wahl der Abnahmezeitpunkt erfolgte anhand kli-
nisch notwendiger Blutentnahmen (G, NGS, NGS 32+0, E), um ein zusatzliches Stechen der Neugebo-
renen zu vermeiden. Die Definition der ersten beiden Zeitpunkte erfolgte sehr strikt zu einem be-
stimmten Zeitpunkt nach Geburt. Die Abnahme des dritten Zeitpunkts bei einem kGA von 32 SSW (NGS
32+0) war jedoch nur fir einen Teil der Kohorte moglich (ExtFG, SehrFG) und variierte somit im post-
natalen Alter der Kinder. Zeitpunkt E wurde sehr breit definiert und korrelierte mit keiner Routineblut-
entnahme, um ein moglich langes Follow-Up zu erméglichen. Die Abnahme erfolgte infolge nur bei
einem geringen Anteil der FG (18%), variierte zeitlich stark und tiberdeckte sich bei SpatFG oft mit dem
Abnahmezeitpunkt NGS 32+0 bei ExtFG und SehrFG. Besser ware eine striktere Definition insbeson-
dere der beiden letzten Abnahmezeitpunkte anhand der Lebensstunden nach Geburt. Es gilt zu beach-
ten, dass das Follow Up von ExtFG insgesamt langer erfolgt, und Unterschiede dadurch ausgepragter
wirken kénnen. Um eine stereotype Entwicklung des Blutproteoms zu beurteilen (dhnlich der stereo-
typen Entwicklung des Immunsystems (114, 116)) ist eine noch grofRere Kohorte noétig, die die Beurtei-
lung der GA-abhdngigen Entwicklung in wochentlichen Abstanden moglich macht. Zusatzlich sollte
auch das Follow Up in regelmaRigeren, ggf. wochentlichen Abstdnden sowie moglichst bis zum einem

kGA von 40 SSW (RG) erfolgen.
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4.3.3 Ethische Fragestellungen

Ein universeller Test Gber den Gesundheitszustand des Menschen scheint verlockend, bringt jedoch
einige ethische Fragestellungen mit sich.

Anhand des Expressionsmusters der Proteine und der Kombination von variierenden Peptiden in ver-
schiedenen Proteinen kann der Patient reidentifiziert werden; unter der Voraussetzung, dass passen-
den genetische Informationen vorhanden sind (128). Zusatzlich werden Proteine gemessen, die sich
nicht auf die urspriingliche klinische Fragestellung beziehen und damit ggf. vertrauliche oder nicht be-
einflussbare gesundheitliche Informationen/ Pradispositionen Preis geben (128). Fir diesen Fall oder
auch um eine Uberdiagnostik zu verhindern, ist der Fokus auf bestimmte Proteinkombinationen vor-
zuziehen (123). Dies wiederum steht allerdings im Widerspruch zur der Attraktivitdt der Massenspek-

trometrie.
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5 Zusammenfassung

Die Blutbestandteile von FG und RG wurden in ihrer Dynamik Gber die beiden Zeitachsen (Gestations-
und postnatales Alter) bereits umfangreich untersucht. Die Hauptstarke unserer Studie besteht v.a. in
der tiefreichenden Analyse des Proteoms anhand von kleinsten Blutproben innerhalb kiirzester Zeit.
Auch wenn ein GrofSteil der Ergebnisse bereits bekannt ist, stellt diese Studie einen wichtigen
Machbarkeitsnachweis dar, dass qualitativ hochwertige reproduzierbare biologische Systemanalysen
auch mit nur geringen Probenmengen moglich sind. Die Anwendung der Trockenblutproben bietet
dariber hinaus eine leichte Handhabung, sodass diese auch in groflen Mengen leicht in den Klinikalltag
implementiert werden kdonnen.

Mittels der gewahlten Methodik der MS war es moglich, die bekannten Verldufe in einer einzigen Blut-
probe zu detektieren und vor allem zueinander in Relation zu setzen. Somit konnten einerseits bereits
bekannte Dynamiken des Blutproteoms bestdtigt und andererseits assoziierte Proteine neu be-
schrieben werden. Insgesamt konnten unserer Ergebnisse einen wichtigen Einblick Gber v.a. immunbi-
ologische Prozesse in FG an der Grenze der Lebensfidhigkeit bis zu einem Alter von RG geben und die

Dynamik der Proteine postnatal weiter beobachtet werden.

Die signifikanteste Anderung zeigten erythrozytire Proteine und Himoglobin. Im Sinne des Erythrozy-
tenumsatzes nach Geburt konnte eine hochsignifikante Zunahme von CA1 und CA2 (vermehrtes
Vorliegen in reifen Erythrozyten) und eine signifikante Abnahme der mitochondrialen (VDAC3, PRDX2
und 3) sowie ribosomalen Proteine (v.a. in unreifen Erythrozyten vorhanden) Giber das GA und postna-
tal beobachtet werden. Die Erythropoese beschreibt die AusstofRung der Zellorganelle und des Zell-
kerns (Enukleation). Parallel nimmt die Retikulozyten-Zahl mit steigendem GA ab. Zusatzlich
beschreiben unsere Daten die bekannte Transformation von embryonalem, zu fetalen (HbF), zu
adultem Hamoglobin (HbA) liber beide Zeitachsen. Wir konnten drei weitere Proteine (AHSP, TFRC,
SMIM1) identifizieren, die mit der Erythropoese assoziiert und bis dato in ihrer Dynamik (abnehmend
Uber beide Zeitachsen) in Neugeborenen noch nicht beschrieben wurden. Wahrend AHSP die
Aggregation von alpha-Hamoglobinketten verhindert, werden TFRC und SMIM1 als Oberflachen-
proteine v.a. auf Erythrozyten-Vorlauferzellen exprimiert. TFRC stabilisiert dartber hinaus den

Erythropoetin-Rezeptor und nimmt dadurch indirekt Einfluss auf die Erythropoese.

Funktionelle Plasmaproteine stellen des GroRteil des Plasmaproteoms dar und sind in ihrer Dynamik
teilweise bereits umfangreich erforscht. Apolipoproteine erméglichen den Transport von TAG und
Cholesterin im Blut und spiegeln den Lipidstatus des Einzelnen wider. Wahrend antiatherogene und
protektive Apolipoproteine (APOA4, APOC1, APOA1) in FG vermindert angereichert waren und tber
beide Zeitachsen zunahmen, zeigten proatherogene Apolipoproteine (APOC3) eine entgegengesetzte

Dynamik. Das Lipidprofil im Kindesalter korreliert mit dem kardiovaskularen Risiko im Erwachsenen-
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alter, sodass dieses Proteinprofil einen wichtigen Biomarker-Panel darstellt. Insbesondere APOA4
nahm postnatal innerhalb weniger Lebenstage hochsignifikant zu. Dies ist u.a. durch eine vermehrte
intestinale Produktion als physiologische Reaktion auf die Nahrungsaufnahme zu sehen, nachdem ins-
besondere der fetale Darm und weniger die Leber APOA4-mRNA enthalt.

Apolipoproteine (u.a. APOA1 und APOC1) haben zuséatzlich eine immunsuppressive Wirkung, indem
sie eine proinflammatorische Immunantwort verhindern. Der Anstieg liber beide Zeitachsen kdnnte
als Vorbereitung sowie physiologische Reaktion auf die Exposition mit der antigenreichen Umwelt in-

terpretiert werden.

Das Blutgerinnungssystem von Neugeborenen und insbesondere FG wurde lange Zeit als unreif be-
trachtet. Vielmehr scheint es jedoch den intrauterinen Bedingungen angepasst zu sein. Sowohl throm-
bozytadre Proteine, Gerinnungsfaktoren als auch antikoagulatorische Faktoren waren in FG vermindert
und nahmen im Sinne einer fetalen entwicklungsbedingten Regulation des Gerinnungssystems mit
steigendem GA und postnatal zu. Durch eine friihzeitige Exposition gegentliber der extrauterinen Um-
welt im Rahmen einer Friihgeburtlichkeit werden insbesondere Blutungskomplikationen (v.a. IVH)
problematisch. Kompensatorisch stiegen im Vergleich sowohl thrombozytédre Proteine als auch Gerin-

nungsfaktoren extrauterin schneller an.

Bis zu 60% der ExtFG entwickeln wahrend des Krankenhausaufenthalts mindestens einmal eine bakte-
rielle Infektion. Ahnlich dem Gerinnungssystem ist auch das Immunsystem an die intrauterinen Be-
dirfnisse des Feten angepasst, um eine Aufrechterhaltung der fetomaternalen Toleranz zu gewahr-
leisten (Dominanz der Tuy2-Zellen) und eine potentiell schadliche Tyl-Polarisierung zu vermeiden.
ANXAL1 fordert die Differenzierung von TH1-Zellen gegeniiber TH2-Zellen und war folglich in FG ver-
mindert vorhanden. Neben seinen antimikrobiellen und antioxidativen Eigenschaften scheint
S100A8/A9 ebenfalls eine immunmodulierende Rolle im Sinne einer Suppression der T-Zellprolifera-
tion zu spielen. Die erhdhte Infektanfalligkeiten von (Ext)FG ist neben der geringeren Anzahl an zyto-
toxischen Tyl-Zellen auf eine verminderte Konzentration von Komplementfaktoren sowie die gerin-
gere Anzahl von Granulozyten, Makrophagen und NK-Zellen und deren reduzierte Zytotoxizitat zu er-
klaren. Auf Proteinebene spiegelte sich dies in Form einer reduzierten Intensitdt von im Blut detektier-
baren Granulainhalten (u.a. LYZ, LFT, LCN2, CAMP, CTSG) in FG wider. Die Proteine nahmen sowohl mit
steigendem GA als auch postnatal zu.

Aus diesem Grund wird der friihere Infektionsschutz des Neugeborenen zu einem GroRteil durch trans-
plazentar libertragene Antikorper (IgG) gewahrleistet. Der transplazentare Antikorpertransfer beginnt
nach dem ersten Trimester und erreicht in den letzten 4 SSW sein Maximum. Parallel dazu konnten
wir mit steigendem GA auch eine Zunahme der Immunglobuline beobachten. Bei einer Halbwertszeit

von 21-30 Tagen sinkt die neonatale IgG-Konzentration wieder ab. Das Neugeborene beginnt erst nach
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Geburt durch den Kontakt mit der extrauterinen Umwelt die endogene Antikdrpersynthese und fallt
im Vergleich hinter dem transplazentaren Transfer zurlick. Dies kann zusatzlich die erhéhte Infektan-

falligkeit von FG mit sinkendem GA erklaren.

Das Blut kommuniziert mit allen Organen des Kérpers. Durch sekretierte oder im Rahmen von Zellscha-
digung freigesetzte Proteine kann demnach eine Aussage Uber die Reifung der Organe getroffen wer-
den. Dabei beschreiben wir erstmals die GA-abhadngige und postnatale Dynamik von Proteinen, die
eine Rolle in der zerebralen (u.a. TFRC, MMP9, ATP6V1A, AP2M1, CLTC, DST, SARS, CSNK2A1, FN1),
kardialen (u.a. HSPG2 und POSTN), renalen (MMP9, AGT, ALDH1A1, FTL) und pulmonalen (MYH10, CP)
Entwicklung spielen. Klinisch konnte eine erhdhte Inzidenz von Gehirnanomalien und eine verminderte
zerebrale Reifung bei Feten mit einer kongenitalen Herzerkrankung (v.a. VSD oder ASD) beobachtet
werden. Dies spiegelt sich auch auf Proteinebene in unseren Daten wider. Proteine (ANK2, FLNA, TKT,
MYH10), die sowohl mit der kardialen als auch zerebralen Entwicklung assoziiert sind, zeigen eine sig-
nifikante Dynamik iber mind. eine der beiden Zeitachsen. Der genaue Mechanismus bzw. Funktion der

Proteine ist allerdings meist noch unklar.

6 Schlussfolgerung und Ausblick

Um einen tieferen Einblick Gber die Dynamik weniger angereicherter Proteine zu erlangen, die u.a.
einen Einblick in die Organentwicklung geben kénnen, eignet sich die Analyse von Plasma. Die jeweili-
gen Plasmaproben wurden im Rahmen dieser Studie bereits parallel abgenommen. So konnen die Er-
gebnisse der Vollblut- und Plasmaanalyse miteinander verglichen und mogliche Unterschiede durch
eine andere Kohorte ausgeschlossen werden. Fiir die Etablierung von Biomarkern fiir typische Erkran-
kungen des FG, die mit einer beeintrachtigten Organogenese im kausalen Zusammenhang stehen,
sollte ein anderes Studiendesign im Sinne von Fall-Kontroll-Studien mit einer moglichst ausgewogenen

Kohortenbildung erfolgen.

Diese Studie untersuchte als einer der ersten das Blutproteom von FG in einem so groflen Umfang mit
dem neusten Stand der Technik. Sie dient als wichtige Grundlage fir noch folgende Studien. Insbeson-
dere bei der Uberpriifung der Wirksamkeit von Therapie oder Interventionen erfolgt die longitudinale
Abnahme von Blut. Somit muss v.a. bei FG mit der noch stattfindenden Organreifung ein maoglicher

Therapieeffekt von der physiologischen Dynamik des Proteinprofils abgegrenzt werden.

Olin et al. konnte auf Zellebene zeigen, dass die neonatale Immunantwort die der Eltern widerspiegelt,
was auf eine Art Imprinting des angeborenen und erworbenen Immunsystems schliefen ldsst (114).
Um dies auf Proteinebene zu bestatigen, sollten zukiinftige Studien die Untersuchung des Blutprote-

oms von Neugeborenen und der Eltern kombinieren.
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Durch die kombinierte Untersuchung von klinischen Daten und Proteinmustern des Blutes kann in Zu-
kunft eine umfangreiche Datenbasis geschaffen werden, um ein globales Bild {iber die Entwicklungs-
stufen der Organe und des Organismus von FG zu erlangen. Anhand bestimmter Proteinmuster wird
der Einfluss von Storfaktoren (u.a. Krankheit, Therapie und Lebensstil) sichtbar (123). Die detektierten
Biomarker-Panels sollen in Zukunft der besseren Diagnostik und friihzeitigen Erkennung von moglichen
Entwicklungsdefiziten oder pathophysiologischen Vorgangen dienen und kénnen ggf. einen neuen
Therapieansatz ermoglichen (123). Fiir die Validierung der Ergebnisse sind weitere Studien, u.a. am
Tiermodell n6tig. Durch die Kombination mit den anderen Omics-Technologien, wie z.B. Microbiomics,
Metabolomics oder Genomics kann das Bild des physiologischen Zustands weiter vervollstandigt

werden (157, 172, 173).
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8 Anhang

8.1 Zusatzliche Tabellen und Abbildungen

8.1.1 Kohorteniibersicht

Phase 1 Phase 2 Phase 3 Phase 1-3
Rekrutierung Einwilligung Rekrutierung Einwilligung Rekrutierung Einwilligung Rekrutierung Einwilligung
Reifgeborene | 0 0 51 88 11 83 21 86
Frilhgeborene | 30 84 73 93 33 93 45 90
< 28 SSW 94 100 100 100 80 100 91 100
28-32SSW | 78 92 64 67 88 100 77 86
>32 SSW 18 72 71 95 12 75 34 81
Ergdnzende Tabelle 1: Rekrutierung und Einwilligung zur Studienteilnahme (Angabe in %)
Blutproben N Phase 1 Phase 2 Phase 3 Gesamt
Reifgeborene, N 0 535 31 566
Friihgeborene, N 85 162 42 289
<28 SSW, N 18 28 12 58
28-32 SSW, N 31 20 24 75
>=32 SSW, N 36 114 6 156
Erginzende Tabelle 3: Ubersicht Blutproben nach Phasen
8.1.2 Klinische Daten
8.1.2.1 Basisdaten der Neugeborenen
Reifgeborene | Frithgeborene | ExtFG SehrFG SpatFG
Gestationsalter 237 SSW <37 SSW <28 SSW 28-32 SSW 232 SSW
Anzahl 492 161 28 36 97
Gewichtsklassifizierung
GG < 1500 g (VLBW), N (%) 0(0) 62 (39) 28 (100) 28 (78) 6 (6)
GG <1000 g (ELBW), N (%) 0(0) 33(21) 26 (93) 6 (17) 1(1)
SGA (GG < 10. Perz.), N (%) 49 (10) 20 (12) 6(21) 2(6) 12 (12)
LGA (GG > 90. Perz.), N (%) 25 (5) 6 (4) 1(4) 1(3) 4(4)
Geburtsmodus
Vaginale Geburt 377 (77) 61 (38) 6 (21) 9 (25) 46 (47)
Spontangeburten, N (%) 238 (48) 43 (27) 6(21) 9 (25) 28 (29)
Medizin. Einleitung, N (%) 63 (13) 7 (4) 0(0) 0(0) 7(7)
VE oder Forceps, N (%) 76 (15) 11(7) 0(0) 0(0) 11 (11)
Sectio N (%) 115 (23) 100 (62) 22(79) 27 (75) 51 (53)

Ergianzende Tabelle 4a: Anthropometrische Daten der Neugeborenen
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ExtFG SehrFG SpatFG FG vs RG Ext Sehr Ext

vs RG vs RG vs RG vs Sehr vs Spat vs Spat
GA (Wochen) % %k k% % %k %k k %k k¥ % % %k k % % %k k %k k% % %k %k k
Weiblich ns *ok koK ok ok ok ok ns * ns
Geburtsgewicht (g) =~ **** ok ok ok ok ok *okokok *ok ok ok ok ok ok ko
Korperldange (cm) Hok Ak ok ko *xkk ok ko *ok ok *okok ok ok ok
Kopfumfang (cm) R S * oKk ok ok ko ok ok *ox kK ok k
APGAR Score 1 ok Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ns *k Kok ko
APGAR Score 5 okt RS *ok Kk ok ok ok ns *ok *ok ko
APGARSCore 10 % %k k% % %k %k k %k k k¥ % %k %k k ns * % kK %k K
Mehr“ngs_ss % %k k% % %k %k %k %k %k k% % %k %k %k ns ns ns
Sectio * %k k% * %k ok * % % % * %k k% ns * *

Ergdnzende Tabelle 4b: Anthropometrische Daten- Vergleich der Untergruppen. Der Vergleich der genannten
Untergruppen erfolgte mittels T-Test bzw. Mann-Withney-U-Test (numerische Daten) und Fisher’s exact-Test

(kategorische Daten) (**** p <0,0001, *** p <0,001, ** p <0,01, * p <0,05, ns= Nicht signifikant).

Reifgeborene | Friihgeborene ExtFG SehrFG SpatFG
Gestationsalter 237 SSW <37 SSW <28 SSW 28-32 SSW >32 SSW
Anzahl 492 161 28 36 97
Pneumothorax, N (%) 4(0,8) 9(6) 7 (25) 1(3) 1(1)
Abnormaler ABR, N (%) 17 (4) 5(3) 2(7) 1(3) 2(2)
Metabolische Erkrankung
Ikterus N (%) 14 (3) 72 (45) 19 (68) 22 (61) 31(32)
Hyperbilirubindmie, N (%) 1(0,2) 22 (14) 5(18) 11 (31) 6 (6)
Blutzuckerentgleisungen, N (%) 45 (9) 36 (22) 8(29) 3(8) 25 (26)
Hypo/Hyperglycamie (N/N) 43/2 28/8 1/7 3/0 24/1
Ergianzende Tabelle 5a: Erkrankungen der Neugeborenen
ExtFG SehrFG SpatFG FG vs RG Ext Sehr Ext
vs RG vs RG vs RG vs Sehr vs Spat vs Spat
Asphyxie ns ns ns ns ns ns ns
Infektion % %k k¥ ns % %k k¥ % %k %k k % %k %k k ns k% k%
Vermutete Infektion
Kardiovaskular ok ok ok ok ok ok ns ok ok *kk * 4ok ok ook
Hypo-/ Hypertension HoAkx HoAk ns Hokkok ns ns *x
ASD oder PFO kA K *x ns Hok Ak ns *x *x
VSD ns ns ns ns ns ns ns
PDA % %k k% k% ns % %k %k %k % %k %k %k k% %k k%
Hématologisch %k k% kK k k. kK k k. *kkk *kkk ns k% k%
Thrombozytopenie kK k ok * %k k% sk kkk * ns * %k
Anémie %k kk %k kk ns % %k %k %k % %k %k %k * %k %k k%
Polyglobulie ns ns * * ns ns ns
Gerinnungsstérung ns *x ns *kkok ns ns **
(excl. Hered. Gerinnungst.)
Respiratorisch % %k k¥ % %k k% % %k k¥ % %k %k k ns %k k% %k k%
RDS kK k k. kK k ok kK k ok *kkkk ns kK k% kK k%
kK k ok kK k ok kK k ok *kkkk * * %k kK k%

Respiratorisches Versagen
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Apnoe % %k %k ¥ % %k %k ¥ % %k %k ¥ k% k% ns %k %k %k % %k %k %k %

Pneumothorax *Exk ns ns *kx * ns *Exk
Neurologisch % %k k k % %k k % %k %k k % %k %k k ns % %k %k % %k %k
PVE, jeden Grades koA X * ns HAHK * ns *okk
HIE ns ns ns ns ns ns ns
Abnormaler ABR ns ns ns ns ns ns ns
ROP,jeden Gades % %k k k % %k k ns % %k %k k % %k %k k * % %k k%

Ergdnzende Tabelle 5b: Erkrankungen- Vergleich der Untergruppen. Der Vergleich der genannten Untergruppen
erfolgte mittels T-Test bzw. Mann-Withney-U-Test (numerische Daten) und Fisher’s exact-Test (kategorische

Daten) (**** p <0,0001, *** p <0,001, ** p <0,01, * p <0,05, ns= Nicht signifikant).

Reifgeborene | Frithgeborene | ExtFG SehrFG SpatFG
Gestationsalter 237 SSW <37 SSW <28 SSW 28-32 SSW 232 SSW
Anzahl 492 161 28 36 97
Antibiotika, N (%) 78 (16) 115 (71) 28 (100) 34 (94) 53 (55)
Antimykotika (Prophylaxe), N (%) | 75 (15) 112 (70) 27 (96) 34 (94) 51 (53)
Blut-Transfusionen, N (%) 1(0,2) 20 (12) 14 (50) 4(11) 2(2)
EK, N (%) 1(0,2) 18 (11) 14 (50) 3(8) 1(1)
TK, N (%) 1(0,2) 4(3) 3(11) 0(0) 1(1)
FFP, N (%) 1(0,2) 5(3) 4(14) 1(3) 0(0)
Beatmungsunterstiitzung, N (%) 34 (7) 107 (67) 28 (100) 35(97) 44 (45)
Invasive Beatmung, N (%) 18 (11) 14 (50) 4(11) 1(1)
Surfactant, N (%) 2(0,4) 52 (32) 27 (96) 22 (61) 3(3)
RDS-Prophylaxe, N (%) 6(1,2) 102 (63) 23(82) 33(92) 46 (47)
Unbekannt RDS, N (%) 10 (2) 7 (4) 3(11) 0(0) 4 (4)

Ergdnzende Tabelle 6: Therapie der Neugeborenen

8.1.2.2 Basisdaten der Eltern

RG FG ExtFG SehrFG SpatFG

Gestationsalter >37 SSW < 37 SSW <28 SSW 28-32 SSW >32 SSW
Anzahl der Mitter 484 128 24 27 77
*Fragebogen 461 66 6 9 51
*GroBe (m) Mutter, M (SD) 1,68 (0,06) 1,67 (0,07) 1,67 (0,07) 1,68 (0,08) 1,66 (0,08)

*Vater, M (SD) 1,80 (0,1) 1,80 (0,1) 1,80 (0,1) 1,80 (0,1) 1,80 (0,1)
*Gewicht (kg) vor SS, M (SD) 63,4 (10) 63,6 (13) 64,4 (12) 65,0 (17) 63,2 (13)
Gewicht (kg) bei EU, M (SD) 64,5 (11) 65,1 (13) 68,3 (16) 66,5 (12) 63,5 (13)
Gewicht (kg) bei Geburt, M (SD) | 78,5 (12) 75,8 (14) 73,9 (17) 79,0 (15) 75,3 (14)
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*Vater, M (SD) 83,4 (12) 83,0 (12) 74,8 (8) 86,4 (15) 83,2 (12)
Erginzende Tabelle 7: Basisdaten der Eltern
8.1.2.3 Schwangerschaft
Reifgeborene | Friihgeborene ExtFG SehrFG SpatFG
Gestationsalter > 37 SSW <37 SSW <28 SSW 28-32 SSW > 32 SSW
Anzahl Neugeborene 492 161 28 36 97
Anzahl der Miitter 484 128 24 27 77
*Fragebogen 461 66 6 9 51
Oligohydramnion, N (%) 13 (3) 20(12) 8(29) 5(14) 7(7)
Polyhydramnion, N (%) 9(2) 6 (4) 0(0) 3(8) 3(3)
Blutung wahrend SS, N (%) 10 (2) 13 (8) 3(11) 5(14) 5(5)
Vorzeitige Wehen, N (%) 6 (1) 73 (45) 20 (71) 21 (58) 32 (33)
Vorzeitiger Blasensprung, N (%) 124 (27) 76 (47) 11 (39) 15 (42) 50 (52)
Isthmozervikale Insuffizienz, N (%) 6(1) 17 (11) 5(18) 7 (19) 5(5)
Schnelle Schwangerschaftsfolge,N (%) | 2 (0,4) 2(1) 1(4) 1(3) 0(0)
Maternale Infektion 0(0) 7 (4) 3(11) 1(3) 3(3)
als Entbindungsgrund, N (%)
Keine Angabe, N (%) 6(1) 3(2) 0(0) 2 (6) 1(1)

Ergdanzende Tabelle 11: Schwangerschaft (Mehrlingsschwangerschaften gingen jeweils mehrfach ein.)

8.1.3 Proteom Daten

8.1.3.1 Ubersicht iiber gewonnene Blutproben

Blutproben N ALLE Reifgeborene Friihgeborene ExtFG SehrFG SpatFG
N Neugeborene 823 501 161 28 36 97
Geburt (h)(SD) 4 (6) 8(8) 2(4) 3(6) 2(4) 1(2)
NGS (h)(SD) 46 (8) 46 (8) 44 (7) 53 (11) 42 (9) 44 (6)
NGS 32+0 (d)(SD) 30 (16) = 30 (16) 43 (10) 29 (1) =
Entlassung (d)(SD) 22 (29) 4(2) 34 (32) 74 (20) 46 (17) 9 (6)

Ergianzende Tabelle 12: Durchschnittliche Zeit der Blutentnahme zu den 4 Hauptabnahmezeitpunkten
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8.1.3.2 Basisdaten der massenspektrometrischen Auswertung

A Hemoglobin B Apolipoproteins
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Ergdnzende Abbildung 1: Histogramm Hamoglobin (A) und Apolipoproteine (B)
Die blaue Farbe zeigt alle Proteine des Vergleichs von Reif- und Frithgeborenen lber alle 4 Zeitpunkte. In rot ist

der Anteil der Proteine mit der GO-Annotierung ,,hemoglobin“ (A) bzw. ,,apolipoprotein” (B) markiert.
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Sehr geehrte Eltern,

wir bitten 5ie um die Teilnahme Thres Kindes an der Proteom-5tudie. Die folgenden Seiten sollen Sie
iiber unsere Studie informieren und dariiber, was eine Teilnahme fiir Sie und Ihr Kind bedeuten
wiirde. Machdem S5ie dieses Schreiben gelesen und mit Threm Partner besprochen haben, kinnen Sie
sich frei entscheiden, ob Sie teilnehmen mochten.

Warum interessieren wir uns fiir Proteine?
Proteine erfiillen im menschlichen Korper die vielfaltigsten Funktionen. Es wird immer deutlicher,
dass unser Korper auf bestimmite Zustinde oder Krankheiten sogar mit ,Schutz-Proteinen” reagie-

ren kann. Zum Proteom von Meugeborenen liegen aber noch kaum Daten vor.

Warum fragen wir Sie?

Ziel unserer Studie ist es, Zusammenhinge zwischen Erkrankungen - seien sie nun metabolischen,
neurologischen, allergischen oder sonstigen Ursprungs — und der Zusammensetzung der Proteine im
Blut von MNeugeborenen zu finden. Jedes Ergebnis soll mit der Blutzusammensetzung gesunder
Meugeborener bzw. Neugeborener ohne familiire Vorbelastung verglichen werden. Es werden da-
her sowohl gesunde wie weniger gesunde Kinder als Teilnehmer benstigt.

Die Teilnahme ist freiwillig!

Thre Teilnahme und die Thres Kindes ist freiwillig. Sie kénnen jederzeit, auch ohne Angabe von
Griinden, die Teilnahme widerrufen, ohne dass Ihrem Kind oder Ihnen dadurch irgendwelche Mach-
teile fiir die weitere drztliche Versorgung entstehen wiirden. Einen Widerruf der Einwilligung bzw.
den Riickiritt von der Studie miissten Sie nicht begriinden. Im Falle eines Widerrufes werden die bis
zu diesem Feitpunkt erhobenen Daten irreversibel anonymisiert, sodass keine Riickschliisse auf Thr
Kind mehr maglich sind.

Wie lduft die Studie ab?

Im Rahmen der Studie erfolgen keine zusdtzlichen Blutentnahmen oder Interventionen. Es werden
lediglich im Rahmen von routinemifigen Blutabnahmen 1-2 zusatzliche Blutstropfen entnommen.
Schon anhand dieser kleinen Menge Blut kann eine enorme Zahl an Proteinen im Blut Thres Kindes
bestimmt werden. Dabel untersuchen wir:

1. Bei gesunden Newgeborenen: 1-2 Blutstropfen beirm Neugeborenen-Screening

2. Bei Frithgeborenen: 1-2 Blutstropfen im Rahmen Minisch notwendiger Blutabnafonen am 1. Lebenstag, beim Neuge-
borensnscreening und vor Entlassumnyg

3. Bei Kindern mif Asphyxde: 1-2 Blutstropfen tm Ralonen Hinisch notwendiger Blutabnahmen am 1. und 2. Lebenstag
4. Bei Rindern mif Infekfionen: 1-2 Blutstropfen, abgenonmnen vor sowie 48k nach Behundlungsbeginn im Rahmen
Kinisch notwendiger Blutabnakmen

Welche Daten werden erhoben?

Im Rahmen der Studie sollen auch Daten zum Gesundheitszustand Thres Kindes erhoben werden.
Dies wiren u a. die Diagnose, Laborwerte, sowie eben die Zusammensetzung der Blut-Proteine. Zu-
sdtzlich bitten wir Sie als Eltern, einige Fragen zu Ihrem eigenen Gesundheitszustand und dem von
engen Familienangehérigen zu beantworten. Diese Daten werden mit einer fortlaufenden Nummer

pseudonvmisiert und in einer Datenbank gesammelt.
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Gibt es irgendwelche Risiken?

Da es sich bei der Studie um eine reine Datenerfassung anhand der gesammelten Blutstropfen han-
delt, bestehen keine studienspezifischen Risiken. Zusatzliche Blutentnahmen nur zum Zwecke dieser
Studie wird es nicht geben, lediglich die Eninahme der je 1-2 zusatzlichen Blutstropfen bei chnehin
anstehenden Blutentnahmen.

Gibt es irgendwelche Vorteile?

Sie oder Thr Kind werden keinen unmittelbaren persénlichen Nutzen aus dieser Studie ziehen. Die
Studie méchte dazu beitragen, im Allgemeinen mehr {iber migliche Schutzfunktionen von Proteinen
und deren Zusammenhang mit Erkrankungen unterschiedlicher Art herauszufinden. Dies konnte
aber in Zukunft méglicherweise die Behandlung von Patienten mit vergleichbaren Erkrankungen

verbessern.

Wer kann die persinlichen Daten Ihres Kindes einsehen?

Die zusammengetragenen Studienergebnisse werden streng vertraulich behandelt. Unsere Daten-
bank wird nur auf den geschiitzten Rechnern des Klinikums der Universitdt Miinchen gespeichert.
Ausschliefilich Studienbefugte, also Thre behandelnden Arzte, die Studienleitung und die Doktoran-
den, haben Zugriff auf diese verschliisselten Daten.

Ihre personlichen Daten oder die Ihres Kindes werden nie in irgendeiner Form verdffentlicht oder
weitergegeben werden. Diejenigen Daten, die keinen Riickschluss auf Thr Kind zulassen, werden
gemeinsam von der Studiengruppe ausgewertet. Im Falle eines Widerrufes Ihrer Einwilligungserkla-
rung wiirde eine irreversible Anonvmisierung aller Daten erfolgen, sodass definitiv keine Riick-

schliisse mehr auf Thr Kind méglich sind — nicht einmal mehr fiir die Mitglieder der Studiengruppe.

Wie lange werden die Daten Ihres Kindes aufgehoben?
Die Behandlungsakten Thres Kindes werden entsprechend der gesetzlichen Bestimmungen verwahrt,
unabhangig von einer Teilnahme an der Studie. Die Unterlagen speziell zu dieser Studie werden

nach Abschluss der Kohortenstudie 10 Jahre verwahrt und dann irreversibel anonymisiert.

Gibt es ein Follow-Up?

Bei unserer Studie gibt es kein klassisches Follow-Up. D h., dass es nach Threm Krankenhausaufent-
halt keine weiteren Termine, Untersuchungen, Blutentnahmen oA als Verlaufsbecbachtung geben
wird. Wir bitten Sie dennoch um Ihre Erlaubnis, Sie unter Umstinden kontaktieren zu diirfen, um

Sie in knapper Form zur Entwicklung Thres Kindes zu befragen.

Gibt es einen speziellen Versicherungsschutz?
Fir die Studie besteht keine Patientenversicherung, da im Rahmen der Studie keine Intervention

erfolgt.

Bei offen gebliebenen Fragen kénnen Sie sich gerne jederzeit an uns wenden!
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Datenschutz

Bei dieser Studie werden die Vorschriften iiber die drztliche Schweigepflicht und den Daten-
schutz eingehalten. Es werden perstnliche Daten erhoben, gespeichert und verschliisselt (pseu-
donyvmistert) ausgewertet, d.h. weder der Name noch die Initialen oder das Geburtsdatum er-
scheinen im Verschliisselungscode.

Im Falle des Widerrufs Threr Einwilligung bzw. 10 Jahre nach Abschluss der Kohortenstudie
werden die gespeicherten Daten irreversibel anornymisiert und die Originalunterlagen vernich-
tet.

Eine Entschliisselung erfolgt lediglich in Féllen, in denen es die Sicherheit IThres Kindes erfordert
(,medizinische Griinde”) oder falls es zu Anderungen in der wissenschaftlichen Fragestellung
kommit (, wissenschaftliche Griinde®).

Sie haben jederzeit die Moglichkeit, Auskunft {iber die Thr Kind betreffenden personenbezoge-
nen Daten zu erhalten sowie ggf. deren Benichtigung oder Loschung zu verlangen.

Im Falle von Verdffentlichungen der Studienergebnisse bleibt die Vertraulichkeit der perstnli-
chen Daten gewdihrleistet.

Bei Beschwerden bzgl. des Datenschutzes haben 5ie die Mdglichkeit, sich an die Datenschutz-
aufsichtsbehdrde zu wenden.

Datenschutzverantwortliche:

Datenschutzbeauftragter zentral: Datenschutzaufsichtsbehérde:

Gerhard Mayer, Behordlicher Prof. Dr. T. Petri, Bayerische Landesbeauftragte
Datenschutzbeauftragter, fiir den Datenschutz

Pettenkoferstrasse 8, 80336 Miinchen Postfach 22 12 19, 80502 Miinchen

Tel. 089/4400-58454, Fax —28452 Wagmiillerstraffie 18, 80538 Munchen
datenschutz@med.uni-muenchen.de Tel 089 212672-0, Fax 089 212672-30

poststelle@datenschutz-bavern.de
Datenschutzbeauftragter lokal:
Prof. Dr. Jochannes Hiibner
Dr. von Haunersches Kinderspital

Johannes hiibner&med. uni-muenchen.de
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DER UNIVERSITAT MiNcHEN | | AN DER FRAUENELINIR MAISTRASSE

Einwilligcungserklirung
PROTEOM-5tudie bei1 Neu- und Frfjhg\eborenen

Wir wurden gpebeten, dass unser Hind an der Proteom-Studie zur Untersuchung etner méglichen Horrelation zwi-
schen der Protem-Zusammensetzung 1m Blut unseres Findes mut verschiedenen Erkrankungen teilmimme Der
Zweck der Tellnalme wurde uns erklirt Wir wurden iiber mégliche Vorteile und Risiken einer Teillnahme mnfor-
muert. Wir hatten Gelegenheit, Fragen zu dem Projekt zu stellen und haben auf dizse ausreichend Antwerten be-
kornmen. Wir sind uns bewusst, dass unsere Tallnahme frerwilliz 15t und wir jederzeit chne besondere Bepriindung
unsere Zustmrmung widerrufen kénnen Daraus entsteht uns und inshesondere unserem Kind kein Nachteil. Die
Ethikkomrmssion des Fachbereiches Medizin der Ludwig-Mazimilians-Universitit hat der Durchfilhrung zuge-
sthmmit.

Bei dieser Studie werden die Vorschriften iiher die Srztliche Schweigepflicht und den Datenschutz einge-

halten. Es werden personliche Daten und Befunde erhoben, gespeichert und in pseudo-nymisierter Form
nach Mafigabe der Patientenaufklarung ausgewertet.

Wir/Ich, (Name/'n)

|:I sind/bin mit der Erhebung und Verwendung persénlicher Daten und Befunddaten nach MaBgabe
der Patienteninformation einverstanden und nehme./n an der Studie teil.

] lehne/n die Teilnahme ab.

Name da: Hindes
Geburtrdatum (T) |l | ml
|
Wame der Mutter Unterschrift der Mutter
Datum (keute]: [T M) (1)
|
Wams da: Vaters Unterschrift d== Vaters
Datum (heute): (T M) ()
|
Wame dar Perzon, di= das Avfldirunssgesprich gefihrt hat Unterschrift der sufldirenden Person
Datum (heute]: [T () (1)
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8.3 Fragebogen

Im Folgenden ist ein flr diese Arbeit relevanter Auszug des Fragebogens gezeigt.

Gynakologische Fragen

1. Wie viel haben 5ie vor Beginn der Schwangerschaft gewogen? e KE
2. Inwelchem Alter hatten Sie das erste Mal Ihre Menstruationsblutung? SRR -1 1| -

3. Wie lange dauert |br durchschnittlicher Zyklus (vom 1. Tag lhrer
Regelblutung bis zum 1. Tag der nachsten Regelblutung)? e TAGE

4. Haben Sie die Pille eingenommen?

la O Fiir wie lange? JRUUOUUOU -~ | 111 -
Einnahme wurde beendet vor: (RO -~ 13y =111 |
Mein O Mame des zuletzt verwendeten Praparats: ..o

5. Haben 5ie andere hormaonelle oder pharmakologische Verhiitungsmafnahmen angewendet?

la O Fiir wie lange? JRUUOUUOU -~ | 111 -

Art der Verhitungsmethode
Mein O

6. Hatten Sie bereits relevante gyndkologische Voroperationen?

la O Welche?
Wie viele?

Mein O

Uberblick Schwangerschaften

1. Waren unter allen |hren bisherigen Schwangerschaften auch Zwillings- bzw. Drillings oder Vierlings-

Geburten?
la I Zwillingsgeburt  ........._.. Drillingsgeburt e WiETlingsEZEDU
Mein O

2. Wievigle Ihrer Kinder kamen zu friih auf die Welt (vor der 37. Schwangerschaftswoche,
einschliellich Ihres gerade geborenen Kindes)?

reeeemeeennnnn, FONEEDUMtEN Keine [
3. Wie haben Sie |hre Kinder geboren (einschlieflich lhres gerade geborenen Kindes)?

Anzahl Spontangeburten ... Zangengeburten/Vakuumextraktionen ... Kaiserschnitte ...

[=1
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4. Hatten Sie bereits einen Abort, eine stille Geburt oder eine Bauchh&hlenschwangerschaft?
13 (| Anzahl . Abort . StilleGeburt . Bauchhdhlenschw.
Mein O
5. Falls es leibliche Geschwister gibt, wie viele? e MEdchen . Jungen
______________________ '
6. Leidet eines bzw. mehrere dieser Geschwister an einer von sinem Arzt diagnostizierten | (Wenn keine Geschwister, i
Grunderkrankung? i uberspnngen Sie Frage &) !
Allergie [ la O Welche?
Unvertraglichkeit Bei wem’?
MNein O
Asthma Ja O Bei wem?
MNein O
Neurodermitis Ja O Bei wem?
Nein O
Dizbetes la O Typl O BEi WEM? e
Mein a Typ2 O
Erbkrankheiten la O Welche?
Bei wem?
MNein O
Andere Ja O Welche?
Bei wem?
Wein O
Reproduktionsmedizin
1. Haben Sie bei diesem Kind medizinische Hilfe in Anspruch genommen, um schwanger zu werden?
B T T T T e []
Mein O : {Wenn nein, kéinnen Sie dieses Kapitel Gberspringen)
Gesamtzahl Versuche/eingesetzte Embryonen
Ia a O Ausschliellich Hormontherapie
O In-vitro- Fertilisation (IVF) -
O Intra-zytoplasmatische Spermieninjektion [ICSI} N
O Testikuldre Spermienextraktion mit ICS1 (TESE) oo
O Mikrochir. epididymale Spermatozoenaspiration mit IC5I {MEA:I Jn"
2. Falls eine Form der kiinstlichen Befruchtung stattgefunden hat, stammte der Samen van lhrem Mann?
IE O Mein, von einem Spender O Keine kilnstliche Befr. O
3. Haben Sie im Rahmen der Malnahmen eine Hormontherapie erhalten?
13 O Welche? / Name des Praparats oo e
Mein O
4. Hat der Vater des Kindes im Rahmen der MaRnahmen eine Hormontherapie erhalten?

IE O Welche? [ Name des Praparats oo
Mein O

[5]
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Allgemeine Fragen

Die Fragen 1-4 beziehen sich v.a. auf lhre ethnische Abstammung, weniger auf Ihre Staatsangehdrigheit.

! [
' {wenn immer gleich, gerne Abkiirzungen verwenden) H

e e e e —— ——— i
1. Inwelchem Land wurden Sie geboren? PR e
2. Inwelchem Land wurden Ihre Eltern gebaren? Grofmutter o
GroBvater ..o
3. Inwelchem Land wurde der Vater des Kindes geboren? W e

4. Inwelchem Land wurden die Elkern des Vaters geboren?  GroBmutter oo

Grofvater o

5. Was sind Sie von Beruf?

T e VDT e
6. Welchen Bildungsweg haben Sie genommen?

Mutter Vater

Kein Schulabschluss O O

Mittelschule O

Mittlere Reife O O

(Fach-)Abitur O O

(Fach-JHochschule, Universitat O O

Anderer Bildungsweg O O

Fragen zum Vater

1. GrofedesVaters ... R m
2. GewichtdesVaters ... ... kg
3. AlterdesVaters ... Jahre

Abschlussfrage

Wenn Sie die hinter lhnen liegende Schwangerschaft auf einer Skala von 1 ( keine Belastung®) bis 10
(,,unertrigliche Belastung”) bewerten missten, welche Punktzahl wiirden 5ie vergeben?

Nachwort

Wir machten uns herzlich fir Ihre Geduld und Gewissenhaftigkeit bei der Beantwortung unseres Fragebogens
bedanken. lhnen und Ihrem neuen Familienmitglied winschen wir von Herzen alles Gute fiir Ihre gemeinsame
Zukunft!

Optional: Thre E-mail-Adresse flr el Rok raE e et et e e emn s e mmen

Machten Sie in ca. 2 Jahren per E-Mail Gber Ergebnisse unserer Studie informiert werden®  Ja [ Nein
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