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1. Abstract Deutsch:

Untersuchungen zum Homocysteinstoffwechsel bei

Friihgeborenen:
Genetische und nutritive Einflussfaktoren, sowie Folgen fiir die

Entwicklung der Friihgeborenen

Hintergriinde:

Ein fur das Gestationsalter zu niedriges Geburtsgewicht ( SGA = small for gestational
age) gilt als wesentlicher Risikofaktor fur eine erhdhte Morbiditat und Mortalitat der
Kinder.

Die Ursachen fur eine solche intrauterine Wachstumsstorung (IUGR) sind vielfaltig.
In unseren westlichen Breiten zahlen vor allem kindliche und mutterliche
Erkrankungen, sowie Infektionen, Alkohol- und Zigarettenabusus zu den
wesentlichen Ursachen.

In den Entwicklungslandern hingegen ist die weit verbreitete Mangelernahrung als
Hauptursache anzusehen.

Neben den erwahnten Faktoren werden aber auch immer wieder Zusammenhange
zwischen dem Vorliegen von Thrombophilien, wie z.B. Polymorphismen im Gen der
Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR), einem Schlisselenzym im
Homocysteinstoffwechsel, und der Entstehung einer IUGR diskutiert.

In zahlreichen Studien konnten fir homozygote Merkmalstrager im Vergleich zur
Normalbevolkerung erhdhte Homocysteinkonzentrationen nachgewiesen werden.
Diese wiederum sind ein bekannter Risikofaktor fur kardiovaskulare Erkrankungen,
sowie flir die Entstehung von Arteriosklerose und thromboembolischen
Komplikationen.

Vor diesem Hintergrund ist es ebenfalls von grof3em Interesse zu untersuchen, in
wieweit neben den genetischen auch nutritive Faktoren einen Einfluss auf die Hohe
der Homocysteinkonzentration nehmen.

Zu den beeinflussenden Faktoren zahlt auch das Vitamin Folsaure, von dem
bekannt ist, dass es bei ausreichender Substitution zu einer Reduktion der
Homocysteinkonzentration und damit zu einer Risikoreduktion fur den

Merkmalstrager fuUhren kann.



Ziele

Ziel unserer Untersuchungen war die Analyse von Homocystein- und
Folsaurespiegeln an einem Kollektiv von 149 Fruhgeborenen.

Weiterhin untersuchten wir einige bekannte genetische und nutritive Einflussfaktoren
auf ihre potentielle Beeinflussung der Homocysteinkonzentrationen der Kinder.

In einem weiteren Schritt wurden Folgen fur die Entwicklung der Kinder und
ursachliche Faktoren fur die Entstehung einer Intrauterinen Wachstumsretardierung

(IUGR) bei unseren Probanden analysiert.

Material und Methoden:

Nach Genehmigung durch die Ethikkommission des Saarlandes wurden

fur unsere Untersuchungen unmittelbar nach der Geburt der Kinder wenige Milliliter
venoses Nabelschnurblut entnommen.

Das Blut wurde binnen der ersten Stunde nach der Entnahme zentrifugiert und das
Plasma und die korpuskularen Bestandteile getrennt voneinander eingefroren.

Aus dem Plasma erfolgten mit freundlicher Unterstlitzung des Zentrallabors des
Universitatsklinikums des Saarlandes die Bestimmung der Homocysteinkonzentration
mittels Fluoreszenz-Polarisations-Immunoassays (FPIA) und die Bestimmung der
Folsaurespiegel mit Hilfe eines kompetitiven Chemilumineszenz-Immunoassays
(CLIA).

In unserem eigenen Forschungslabor isolierten wir mit Hilfe des QIAmp DNA-
Extraktionsverfahrens die fur die weiteren Untersuchungen bendétigte DNA aus dem
Vollblut.

Nach Uberpriifung der Reinheit des DNA-Isolates erfolgte mittels der TagMan-PCR-
Technologie eine Analyse der DNA auf das Vorliegen einer der beiden haufigsten
Polymorphismen im MTHFR-Gen, dem C677T- und dem A1298C-Polymorphismus.
Neben den experimentellen Untersuchungen wurden die klinischen Daten der
Frihgeborenen und ihrer Eltern in Form eines standardisierten Fragebogens erfasst.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte schliefdlich mit SPSS fur Windows.

Ergebnisse:
Insgesamt untersuchten wir 149 Frihgeborene, die im Zeitraum von September

2005 bis Januar 2008 in der Klinik fir Frauenheilkunde des Universitatsklinikums des

Saarlandes geboren wurden.



Hierbei handelte es sich um 78 mannliche und 71 weibliche Frihgeborene.

Von den 149 untersuchten Kindern konnte bei 33 Probanden (22,1%) eine IUGR
nachgewiesen werden, im Vergleich zu 116 (77,9%) Fruhgeborenen ohne
Wachstumsretardierung.

Auffallend war ein relativ hoher Anteil an Mehrlingsgeburten in unserem Kollektiv,
von insgesamt 65 Zwillingsfruhgeboren und 2 Drillingspaarchen, die am ehesten
durch die Tatsache zu erklaren ist, das unsere Untersuchungen an einem grof3en
Perinatalzentrum durchgefuhrt worden sind.

Das durchschnittliche Gestationsalter fur das Gesamtkollektiv liegt bei einem Median
von 35,00 [32,0-36,9] Schwangerschaftswochen (SSW).

Bei Betrachtung der beiden Untergruppen ergibt sich bei den Kindern mit einer IUGR
ein Median von 35,7 [33,4-36,9] SSW und in der normalgewichtigen Gruppe ein
Median von 34,9 [32,0-36,9] SSW.

Bei Betrachtung des Geburtsgewicht aller Kinder ergab sich ein Median von 2300g
[1240-3900].

Fir die Frihgeborenen mit einer IUGR lag es bei 1890 g [1240-2450] und fur die
normal gewichtigen Frihgeborenen bei 2410 g [1450-3900].

Statistische Analysen der Daten ergaben bezuglich der beiden Gruppen einen
signifikanten Unterschied im Geburtsgewicht und im Gestationsalter zwischen
Frihgeborenen mit einer IUGR und eutrophen Neugeborenen. Fur das Geschlecht
konnte kein signifikanter Unterschied ermittelt werden.

Analysen bezuglich der Verteilung der beiden untersuchten Polymorphismen im
MTHFR-Gen erbrachten keinen signifikanten Unterschied in der Verteilung der
einzelnen Genotypen zwischen den beiden Gruppen.

Die Homocysteinkonzentrationen der Frihgeborenen mit einer IUGR lagen bei einem
Median von 5,06 umol/l [3,11-10,70] im Vergleich zu Kindern ohne eine IUGR, bei
denen der Median bei 5,93 ymol/l [1,92-15,27] lag. Signifikanzanalysen konnten
keinen signifikanten Unterschied aufzeigen. Es ergab sich ebenfalls kein signifikanter
Unterschied in den Konzentrationen zwischen mannlichen und weiblichen
Probanden.

Die Folsaurekonzentrationen waren mit einem Median von 13,40 ng/ml [4,74-31,45]
bei den Wachstumsretardierten und einem Median von 13,08 ng/ml [5,64-39,65] bei

den eutrophen Kindern ebenfalls nicht signifikant unterschiedlich.



Signifikant hdhere Folsaurekonzentrationen konnten bei den Kindern gezeigt werden,
deren Mutter wahrend der Schwangerschaft ein Folsaurepraparat eingenommen
hatten.

Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen den Folsaure- und den
Homocytseinspiegeln der Probanden konnte nicht nachgewiesen werden.

Es zeigte sich jedoch ein eindeutig negativer Trend im Sinne von einem Auftreten
von niedrigeren Homocysteinkonzentrationen bei Frihgeborenen mit hohen
Folsaurespiegeln.

Auffallend war ein signifikanter Unterschied in der H6he der
Homocysteinkonzentrationen zwischen Kindern, von Muttern mit
schwangerschaftsinduzierter arterieller Hypertonie und Kindern normotoner Mutter.
Analysen bezuglich méglicher Einflussfaktoren auf das Geburtsgewicht der Kinder
ergaben eine signifikante Einflussnahme durch die Merkmale Gestationsalter,
Mehrlingsschwangerschaft, mutterlicher Nikotinkonsum und mutterliche Hypertonie
wahrend der Schwangerschaft.

Berechnungen mittels der linearen Regression zeigten, dass das Gestationsalter den
groflten Einfluss auf das Geburtsgewicht der Probanden hat.

Weiterhin suchten wir auch nach signifikanten Einflussfaktoren auf die Entstehung
einer IUGR. Mittels statistischer Analysen konnte eine signifikante Einflussnahme fur
die Merkmale Homocysteinspiegel, mutterlicher Nikotinkonsum sowie mutterliche
arterielle Hypertonie wahrend der Schwangerschaft nachgewiesen werden.

Eine Betrachtung der Odds Ratios (OR) erbrachte fir den Homocysteinspiegel ein
OR von 1,336 im Vergleich zu einem OR von 0,204 fur den mutterlichen
Nikotinkonsum und einem OR von 0,208 fur die arterielle Hypertonie der Mutter. Auf
Grund dieser statistischen Ergebnisse muss man davon ausgehen, dass die
Homcoysteinkonzentration in unserem Kollektiv den grofdten Einfluss auf die
Entstehung einer IUGR hat.

Diskussion:

In unseren Untersuchungen konnte ebenfalls gezeigt werden, dass es sehr viele
Faktoren gibt, die auf unterschiedliche Art und Weise eine Rolle im
Homocysteinstoffwechsel spielen. In Bezug auf diese Merkmale besteht jedoch kein
Unterschied zwischen mannlichen und weiblichen Frihgeborenen. Es war ebenfalls

kein Unterschied zwischen Fruhgeborenen mit einer IUGR und eutrophen
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Frihgeborenen festzustellen. Die von uns vermutete signifikante Beeinflussung der
Homocysteinkonzentrationen unserer Fruhgeborenen durch das Vorliegen eines
Polymorphismus im MTHFR-Gen konnte nicht bewiesen werden.

Die von vielen Autoren bereits vermutete positive Einflussnahme von hohen
Folsaurespiegeln im Sinne einer Senkung der Homocysteinkonzentrationen, konnte
in unserem Kollektiv nicht als signifikant dargestellt werden. Es zeigte sich jedoch
ein Trend dahingehend, dass Probanden mit hohen Folatspiegeln tendenziell
niedrigere Homocysteinkonzentrationen aufwiesen.

Auffallend war jedoch ein signifikanter Unterschied in der Hohe der
Homocysteinkonzentrationen zwischen Kindern, deren Mitter wahrend der
Schwangerschaft eine arterielle Hypertonie aufwiesen und Kindern normotoner
Mutter. Eine Erklarung hierflr kdnnte die im Zusammenhang mit hohen matterlichen
Homocysteinkonzentrationen bereits mehrfach beschriebene Entstehung einer
Placentainsuffizienz sein. Ursache hierfir scheint die atherogene und
thromboembolische Potenz von Homocystein zu sein. Uber diesen Weg kann es auf
Grund der fehlenden Filterfunktion der Placenta zu einem Angleich der kindlichen an
die mutterlichen Homocysteinkonzentration kommen. Zur endgultigen Klarung dieses
Zusammenhanges sind aber noch weitere Studien mit deutlich groReren Fallzahlen
und einer grofderen Varianz der Probanden notwendig.

Von Interesse war aul’erdem herauszufinden, welche Faktoren einen signifikanten
Einfluss auf das Geburtsgewicht und die Entwicklung einer IUGR in unserem
Kollektiv hatten.

Hierbei zeigte sich in Bezug auf das Geburtsgewicht eine signifikante Einflussnahme
durch die in diesem Zusammenhang sehr gut bekannten Merkmale: Gestationsalter,
Mehrlingsschwangerschaft, matterlicher Nikotinkonsum und matterliche Hypertonie.
In Bezug auf die Entstehung einer IUGR konnte bei unseren Studienteilnehmern eine
signifikante Beeinflussung durch die Merkmale Homocysteinspiegel, mutterliche
arterielle Hypertonie und matterlicher Nikotinkonsum wahrend der Schwangerschaft
aufgezeigt werden.

Bei den beiden letzten Merkmalen handelt es sich um schon seit langerer Zeit
bekannte Risikofaktoren fur die Entstehung einer [IUGR.

Eine signifikante Einflussnahme durch die Hohe der Homocysteinkonzentrationen

konnte wiederum Uber die Entstehung einer Placentainsuffizienz und eine daraus



mdglicherweise folgende Mangelversorgung des Feten mit konsekutiver Ausbildung
einer intrauterinen Wachstumsretardierung zu erklaren sein.

Bei der Betrachtung unserer gesamten Ergebnisse muss jedoch immer bedacht
werden, dass unsere Daten nur anhand eines kleinen und sehr selektierten Kollektivs

von Teilnehmern ermittelt wurden und daher nicht uneingeschrankt tbertragbar sind.

Schliisselworter:

IUGR (intrauterine Wachstumsretardierung); SGA (small flr gestational age);
Geburtsgewicht; Frihgeburtlichkeit; Homocystein, Folsaure; MTHFR
(Methylentetrahydrofolatreduktase)-Polymorphismen: C677T, A1298C



2. Abstract English:

Studies on homocysteine metabolism in premature infants:
Genetic and nutritional factors and the consequences for the
development of premature infants

Backgrounds:

One for the gestational age too low birth weight (SGA = small for gestational age) is
considered a major risk factor for increased morbidity and mortality of children.

The causes for such an intrauterine growth retardation are varied.

In our western latitudes these are particularly diseases of the child and his mother
and infections, alcohol and nicotineabusus on the main causes.

In developing countries the widespread malnutrition is the main cause.

In addition to the aforementioned factors there is mostly a discussion about the
relationship between the availability of thrombophilias polymorphisms in the
methylentetrahydrofolate reductase gene (MTHFR), a key enzyme involved in
homocysteine metabolism, and the onset of IUGR.

Numerous studies have demonstrated for homozygous carriers of the polymorphism,
that there is an increase in homocysteine concentrations.

These increases are a known as major risk factors for cardiovascular diseases and
for the development of atherosclerosis and thromboembolic complications.

Against this background, it was also of great interest to investigate to what extent in
addition to genetic and nutritional factors may influence the level of homocysteine
concentration.

These influencing factors include the vitamin folic acid from which it is known that an
adequate substitution leads to a reduction in homocysteine concentration, leading to

a risk reduction for the affected individuals.

Objectives

The aim of our study was the analysis of homocysteine and folate levels in a cohort
of 149 premature babies.

Furthermore, we examined several known genetic and nutritional factors on their
potential effect on homocysteine concentrations of the children.

In a further step, impact on the development of children and causative factors for the

development of intrauterine growth retardation were analyzed in our subjects.
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Material and methods:

Following approval by the ethics committee of the Saarland we took for our
investigations immediately after the birth of the children a few milliliters of venous
cord blood.

The blood was centrifuged within the first hour after collection and plasma and
corpuscular components separately frozen.

From plasma with the kind support of the central laboratory of the University Hospital
of Saarland was the determination of homocysteine concentration by fluorescence
polarization immunoassay (FPIA) and the determination of folate levels with the help
of a competitive chemiluminescent immunoassay (CLIA).

In our own research laboratory, we isolated using the QIAmp DNA extraction method
for the further investigations required DNA from whole blood.

After checking the purity of the isolate DNA was performed using the TagMan PCR
technology to analyze the DNA for the presence of the two most common
polymorphisms in the MTHFR gene, the C677T and the A1298C polymorphism.

In addition to the experimental investigations, we carried a collection of clinical data
of infants and their parents in the form of a standardized questionnaire.

The statistical analysis of the data was finally done with SPSS for Windows.

Results:

Overall, we studied 149 preterm infants in the period September 2005 to January
2008 which were born in the Department of Gynecology of the University of the
Saarland.

In this group there were 78 male and 71 female premature babies.

Under 149 children who were examined we detected in 33 subjects (22.1%) an
IUGR, compared to 116 (77.9%) preterm infants without growth retardation.
Noticeable was a relatively high proportion of multiple births in this cohort of 65 twin
infants and twice triplets. This could be explained by the fact that our investigation
has been carried out on a large perinatalcenter.

The average gestational age for the total sample is a median of 35.00 [32.0 to 36.9]
weeks of gestation (SSW).

When considering the two subgroups is apparent in the children with [IUGR a median
of 35.7 SSW [33.4 to 36.9] and a median of 34.9 [32.0 to 36.9] SSW in the normal

8



weight group.

Looking at the birth weight of all children resulted in a median of 2300g [1240-3900].
For the preterm infants with [IUGR, it was 1890 g [1240-2450], and for the normal
weight premature infants it was 2410 g [1450-3900].

Statistical analysis of data regarding the two groups showed a significant difference
in birth weight and gestational age in preterm infants with [IUGR and eutrophic
preterm children. For the sex was no significant difference be identified.

Provided analysis regarding the distribution of two polymorphisms in the MTHFR
gene had no significant difference in the distribution of individual genotypes between
the two groups.

The homocysteineconcentration of the preterms with [IUGR were at a median of 5.06
mmol/l [3.11 to 10.70] compared to children without IUGR, where the median was
5.93 mmol/l [1.92 -15.27]. Significance analysis could show no significant difference.
There was also no significant difference in the concentrations between male and

female subjects.

The folate concentrations showed with a median of 13.40 ng/ml [4.74 to 31.45] for
growth retarded and a median of 13.08 ng/ml [5.64 to 39.65] in the eutrophic children
also not a significant difference.

Significantly higher concentrations of folic acid could be demonstrated in the children
whose mothers had taken folic acid during pregnancy.

A clear relationship between folate and the homocytseinelevels of the subjects could
not be detected.

But it appeared a clear negative tendency in the sense of an occurrence of lower
homocysteine concentrations in premature infants with high folic acid levels.

A striking difference in homocysteine concentrations between children, whose
mothers showed pregnancy induced hypertension (PIH) and children of
normotensive mothers.

Analysis on possible factors influencing the birth weight of the children showed a
significant influence by the characteristics: gestational age, multiple pregnancy,
maternal smoking and pregnancy induced hypertension (PIH).

Calculations using the linear regression showed that gestational age has the greatest
impact on birth weight of the subjects.

Furthermore, we also looked for significant factors influencing the emergence of

IUGR. Means of statistical analysis showed a significant influence on the
9



characteristics: homocysteineconcentration, maternal smoking habits and maternal
arterial hypertension during pregnancy.

A consideration of the odds ratios (OR) showed an OR for the homocysteinelevel of
1.336 compared with an OR of 0.204 for the maternal smoking and an OR of 0.208
for the hypertension of the mother during pregnancy. Based on these statistical
results must be assumed that the homcoysteineconcentration has the greatest
impact on our collective and the emergence of IUGR.

Discussion:

In our studies we have also shown that there are many factors which play in different
ways a role in homocysteine metabolism. With regard to these characteristics, we
could not show a difference between male and female infants. There is also no

difference between preterm infants with IUGR and eutrophic preterm infants.

We were unable to demonstrate any genetic influence on homocysteine
concentrations of our premature infants by two polymorphisms in the MTHFR gene.
The authors already discussed by many positive influence of high folic acid levels in
terms of a reduction in homocysteine concentrations, could not be shown to be
significant in our collective. It appeared a trend so that subjects showed high folate
levels tend to have lower homocysteine concentrations.

Notice was a significant difference in the levels of homocysteine concentrations
between children, which mothers showed an arterial hypertension during pregnancy,
and children of normotensive mothers. One explanation could be related to high
maternal homocysteine concentrations has repeatedly described the emergence of a
placental insufficiency. The reason for this seems to be the atherogenic and
thrombotic potency of homocysteine. In this way homocysteine can lead due to the
lack of filtering function of the placenta to a matching of the child to the maternal
homocysteine concentration. Final clarification of these connection further studies
with significantly greater numbers and greater variance of the subjects are
necessary.

Of our interest was also to find out which factors had a significant effect on birth
weight and the development of IUGR in our collective.

It was shown in relation to birth weight, a significant influence in this context by the
well-known characteristics: gestational age, multiple pregnancy, maternal smoking
and pregnancy induced hypertension (PIH).
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In relation to the emergence of a IUGR in our study participants were significantly
influenced by the characteristics of homocysteine, maternal arterial hypertension and
maternal smoking habits during pregnancy.

The last two characteristics are known for long time as risk factors for the the
development of an IUGR.

A significant influence by the level of homocysteine concentrations in turn could be
explained to the emergence of an placental insufficiency. Placental insufficiency can
lead to malnutrition of the fetus with subsequent formation of an intrauterine growth
retardation.

In the case of considering all our results there must always be considered that our
data were based only on a very small and very special group of participants and
therefore they are not fully an easily transmissible to other groups.

Keywords:
IUGR (intrauterine growth retardation), SGA (small for gestational age), birth weight,
prematurity, homocysteine, folic acid, MTHFR (methylentetrahydrofolate reductase)

polymorphisms: C677T, A1298C, PIH (pregnancy induced hypertension)
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3. Einleitunqg

3.1. Intrauterine Wachstumsretardierung

3.1.1. Definition einer Intrauterinen Wachstumsretardierung (IlUGR)

und Abgrenzung zu SGA (small for gestational age)

Das Geburtsgewicht ist ein wichtiges Kriterium zur Beurteilung eines Neugeborenen,
da Abweichungen von der Norm mit einer erheblichen Zunahme der Morbiditat und
der Mortalitat der Kinder verbunden sind.

Ausgehend von dem Geburtsgewicht kann unter Zuhilfenahme von Perzentilen eine
Einteilung der Neugeborenen in verschiedene Gruppen vorgenommen werden.

Bei den Perzentilen handelt es sich um Prozentrange, die jeweils vom
Gestationsalter abhangige Gewichts- oder KorpergroRenangaben darstellen.

Mit ihrer Hilfe kann ein Vergleich des jeweiligen Geburtsgewichtes mit dem
Normgewicht gleichaltriger Kinder erfolgen und somit eine Aussage uber das
intrauterine Wachstum getroffen werden.

Von besonderem Interesse ist vor allem ein zu geringes intrauterines Wachstum, da
fur diese Kinder in zahlreichen Studien sowohl eine erhohte intrauterine Morbiditat
und Mortalitat, als auch eine erhdhte postnatale Komplikationsrate und
Mortalitatsrate nachgewiesen werden konnte.

Bei den Neugeborenen mit zu geringem Geburtsgewicht muss man zwei
verschiedene Erscheinungsformen, das SGA- und das IUGR-Syndrom

unterscheiden.

Unter dem Begriff SGA (small for gestational age) werden alle hypotrophen
Neugeborene zusammengefasst, die mit ihnrem Geburtsgewicht oder ihrer
Geburtslange unterhalb einer bestimmten Percentile fur ihre ethnische Gruppe und
ihr Gestationsalter liegen.

In den meisten Fallen wird hierfur von der 10. Percentile ausgegangen.

Demnach musste in jeder zehnten Schwangerschaft ein SGA- oder ein IUGR-Fetus
vorliegen. (67,158,180)

International wird als Grenze haufig auch eine Abweichung von Geburtsgewicht

und/oder Geburtslange von mehr als 2 Standardabweichungen von der
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populationsspezifischen Norm bzw. dem Mittelwert fur LAnge und/oder Gewicht
angegeben.
Dieser Grenzwert entspricht ungefahr der 3. Percentile. (112)

Bei dieser Definition handelt es sich um eine rein statistische Definition, die eine
heterogene Gruppe von Neugeborenen mit zu niedrigem Geburtsgewicht erfasst und
nicht gleichbedeutend mit einem pathologischen Wachstum ist.

Sie ist vielmehr Ausdruck verschiedener konstitutioneller Faktoren wie beispielsweise
Geschlecht des Kindes, Korpergrofie der Eltern, Gewichtszunahme wahrend der

Schwangerschaft und ethnischer Herkunft der Eltern. (211,62)

Zu dieser Gruppe werden deshalb auch alle gesunden Neugeborenen gezahlt, die
kleiner als der Durchschnitt sind oder sich im Bereich der unteren Normgrenzen fur
ihr Geburtsgewicht oder ihre Geburtslange befinden (ca. 50-70%). (224, 147, 34)

Diese Kinder sind zwar klein, aber zeigen dennoch ein proportioniertes Wachstum
und schopfen ihr Wachstumspotential in utero vollstandig aus.
Daher sind diese Neugeborenen nicht von einer Wachstumsstorung im eigentlichen

Sinne betroffen und sind deshalb weniger durch perinatale Komplikationen gefahrdet.

Im Gegensatz hierzu steht der Begriff der IUGR, der intrauterinen growth retardation.
Mit diesem Begriff wird ein Teil der SGA-Kinder bezeichnet, die eine pathologische
Wachstumsrestriktion aufweisen, d.h. die ihr genetisches Wachstumspotential in
utero aufgrund einer fetoplacentaren Insuffizienz unterschiedlicher Ursache nicht

erreicht haben. (34)

Zur Beschreibung dieser Kinder wird in der Literatur synonym auch der Begriff der
fetalen Wachstumsrestriktion (fetal growth restriction/ FGR) gebraucht.

Fur diese Gruppe von Neugeborenen konnte in zahlreichen Studien eine erhdhte

perinatale Mortalitat und Morbiditat nachgewiesen werden.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass 20-40 % der Kinder, die im Rahmen eines

intrauterinen Fruchttodes versterben, die IUGR- oder SGA-Definition erfullen.
(229,34)
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Anhand der beiden Definitionen kann man deutlich erkennen, dass es sich hierbei
um zwei verschiedene Beschreibungen flir Symptomgruppen mit zahlreichen
Uberschneidungen handelt.

Ein Beispiel hierflr ist die Tatsache, dass alle Kinder mit einer IUGR auch
gleichzeitig als SGA-Kinder klassifiziert werden und damit zu klein fur ihr jeweiliges
Gestationsalter sind, aber nicht alle SGA-Kinder auch eine IUGR aufweisen mussen.
Andererseits gibt es einige Feten mit einer [IUGR, die jedoch nicht als SGA
bezeichnet werden durfen, da ihr geschatztes Geburtsgewicht oberhalb der
Grenzwerte liegt.

Sowohl bei der Definition des SGA-Kindes, als auch bei der Definition einer IUGR
handelt es sich um keine richtige Diagnose, sonder eher um die Beschreibung eines
Symptomenkomplexes, dem viele verschiedene Ursachen zugrunde liegen kdnnen.
Im Folgenden wird vor allem auf die intrauterine Wachstumsretardierung (IUGR)

naher eingegangen.

3.1.2. Haufigkeiten des Auftretens von IlUGR- und SGA-Kindern

Die Haufigkeiten fur das Auftreten von Kindern mit einem SGA-Syndrom oder einer

IUGR hangen von der untersuchten Population, geographischen Gegebenheiten und
der jeweils angewandten Definition und Grenzwerten fur eine
Wachstumsretardierung ab.

Gemal einer Studie von Resnik et al. werden ca. 10% aller Neugeborenen als SGA
klassifiziert. (169)

Wird die 10. Percentile als Grenzwert benutzt, so findet man laut Angaben von
Crombach et al. bei 50-60 % der SGA-Kinder gleichzeitig eine IUGR.
Sie gehen weiterhin davon aus, dass ca. 4-8 % aller Kinder in Westeuropa und ca. 6-

30% aller Neugeborenen in den Entwicklungslandern als IUGR klassifiziert werden.
(35, 61)

FUr die Beurteilung unseres Kollektivs von besonderem Interesse ist die Tatsache,
dass unter Fruhgeborenen ein erhdohter Anteil an Kindern mit einer IUGR zu finden ist
(20 % bei Einlingen und 30 % bei Zwillingen). (227, 72)

Auch in einigen weiteren Studien wurde der Zusammenhang zwischen einer IUGR
und Frihgeburtlichkeit bestatigt.
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So gehen Lackmann et.al. in ihrer Publikation aus dem Jahre 2001 beispielsweise
von einem um das 2- 3 fach erhdhten Risiko fur das Auftreten einer IUGR bei
Frahgeborenen im Vergleich zu Reifgeborenen aus. (107)

3.1.3. Atiologie der IUGR

Bei den Ursachen fur die Entstehung einer IUGR muss primar zwischen mutterlichen

und kindlichen Faktoren unterschieden werden.

Weitere Grinde kdnnen durch plazentare oder uteroplazentare Faktoren entstehen.
Des Weiteren kann man extrinsische/umweltbedingte von intrinischen/genetischen
Ursachen abgrenzen.

In 5-40% der Falle liegt eine Wachstumsretardierung ohne eindeutig zu klarende
Atiologie vor. (35, 169)

Ausschlaggebend fur den Typ und den Schweregrad einer IUGR ist der Zeitpunkt der
Entstehung bzw. bei exogen verursachten Wachstumsrestriktionen der Zeitpunkt, die
Art und die Einwirkdauer eines schadigenden Agens.

Der Uberwiegende Teil der IUGR-Falle ist auf extrinsische Faktoren zurickzufuhren.
(229)

3.1.3.1. Maternale Faktoren

Auf der mitterlichen Seite zahlt zu den fihrenden Ursachen in den westlichen

Industrielandern mit einem Anteil von 30-50 % die Placentainsuffienz.

Eine Placentainsuffienz kann entweder primar durch Erkrankungen, die die Placenta
direkt betreffen, wie beispielsweise eine Placenta praevia, Placentainfarkte, eine
Abruptio placentae oder sekundar, z.B. im Rahmen von Thrombophilien wie
beispielsweise Faktor-V-Leiden, MTHFR-Polymorphismen oder
Autoimmunerkrankungen auftreten.

Einen entscheidenden Beitrag zur Entstehung einer Placentainsuffizienz leisten auch
matterliche Erkrankungen, allen voran vor allem die arterielle Hypertonie und der
Diabetes mellitus. (35, 141)

In all diesen Fallen resultiert hieraus eine unzureichende Bereitstellung von

Nahrstoffen und Sauerstoff fir den Feten und damit eine Unterversorgung des Feten.
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Ursachen fUr eine solche Mangelversorgung des Feten kdnnen jedoch noch
zahlreiche weitere Faktoren wie beispielsweise eine Fehl- oder Unternahrung der
Mutter, sowie eine Malabsorption im Rahmen von gastrointestinalen Erkrankungen
sein.

Aber auch eine chronische Hypoxie aufgrund von Fehlbildungen, wie beispielsweise
maternale Herzfehler oder pulmonale Erkrankungen der Mutter, wie

z. B. Asthma bronchiale, zystische Fibrose oder aufgrund eines Aufenthaltes in
grolken Hohen kénnen Grunde fir eine Mangelversorgung des Feten sein.

Weiterhin relativ haufig fur die Entstehung einer IUGR verantwortlich sind genetische
Ursachen (5-10%) und Infektionen der Mutter.

Weitere Einflussfaktoren sind aul3erdem Mehrlingsgeburten (3-5%), maternale
Grunderkrankungen wie z.B. langjahriger Diabetes mellitus mit Makro- und
Mikroangiopathien, arterielle Hypertonie (< 3%), Genussmittelabusus von Alkohol,
Drogen oder Nikotin (3-5%) und Umwelteinflusse oder Strahlenexposition (<3%).
Aber auch Medikamente, z.B. mit antikonvulsiver Wirkung, konnen fur die Entstehung
einer IUGR verantwortlich sein.

Ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Entwicklung einer Wachstumsrestriktion spielen
schwangerschaftsinduzierte Erkrankungen aus dem Kreis der EPH-Gestosen.

Von besonderer Bedeutung sind in diesem Kontext vor allem die Praeklampsie und
die schwangerschaftsinduzierte Hypertonie. (231, 113, 4)

Es zeigen sich aulerdem Zusammenhange zwischen der Entstehung einer
Placentainsuffizienz und einer mutterlichen Thrombophilie, wie beispielsweise dem
Vorliegen einer Mutation im MTHFR-Gen.

Aber auch soziodkonmische Faktoren kdnnen an der Entstehung einer IUGR beteiligt
sein. So konnten Wen et. al. in einer 1990 durchgeflhrten Studie zeigen, dass vor
allem jungere, alleinstehende Frauen und Frauen mit einem niedrigeren

soziobkonomischen Status fur die Geburt eines SGA-Kindes pradisponiert sind.
(223)

Bei globaler Betrachtung der maternalen Ursachen einer IUGR dominieren jedoch
eindeutig die Mangel- bzw. Fehlernahrung der Mutter wahrend der Schwangerschaft,
sowie konnatale Infektionen.

Beweis hierflr ist der in Studien mehrfach bestatigte Zusammenhang zwischen einer
ungenugenden Gewichtszunahme der Mutter wahrend der Schwangerschaft und der

Geburt eines Kindes mit einem zu niedrigen Geburtsgewicht. (191, 192, 223)
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3.1.3.2. Fetale Faktoren
Von seiten des Kindes zahlen vor allem genetische Faktoren und hier in besonderem

Male die Chromosomenanomalien wie beispielsweise die Trisomien, zu den
Hauptgrunden fur die Entstehung einer IUGR (10-20%). (180, 158, 99)

Weitere wichtige Ursachen sind konnatale Infektionen der TORCHES-Gruppe, wie
beispielsweise Toxoplasmose, Roételn, Cytomegalie, Lues u.a. (bis zu 5 %) (158),
kindliche Fehlbildungen oder syndromale Erkrankungen (8-20%) (158), sowie
zahlreiche weitere kindliche Erkrankungen, wie z.B. angeborene
Stoffwechselerkrankungen.

In einigen Studien wird auch ein Ungleichgewicht im Hormonhaushalt der Kinder

als Ursache fur eine IUGR angenommen.

So konnte beispielsweise in einer Studie von Larasse et. al. eine negative Korrelation
zwischen dem Somatomedin IGF-1 und dem Geburtsgewicht aufgezeigt werden.
(109)

Zusammenfassend kann von einer engen Wechselwirkung mit gegenseitiger
Beeinflussung zwischen maternalen und fetalen Faktoren ausgegangen werden,
die die Versorgungslage des Feten auf vielfaltige Art und Weise stéren und

gefahrden kdnnen.

maternale Faktoren fetale Faktoren
Placentainsuffizienz genetische Faktoren
maternale Grunderkrankungen Infektionen
Fehl- oder Untererndhrung kindliche Fehlbildungen
Malabsorption syndromale Erkrankungen
chronische Hypoxie Stoffwechselerkrankungen

Infektionen

genetische Ursachen

Mehrlingsgeburten

schwangerschaftsinduzierte Erkrankungen: EPH-Gestosen
Thrombophilien

sozio6konomische Faktoren

toxische Einflisse: Medikamente, Drogen, Alkohol, Nikotin

Strahlenexposition
Tabelle 1: Zusammenfassung der Atiologie einer intrauterinen Wachstumsretardierung (IUGR)
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3.1.4. Diagnostik der IUGR

In den meisten Fallen wird der Verdacht auf das Vorliegen einer IUGR oder eines

SGA-Kindes bereits wahrend der Schwangerschaft gestellt.
Von besonderer Bedeutung ist hierbei die Erfragung verschiedener
Risikokonstellationen, die gehauft zu einer [IUGR fuhren konnen und gemal einer
Studie von Crombach et.al. bei 50-70% der betroffenen Schwangeren vorliegen. (34)
Beispiele flr solche Risikofaktoren sind:
- niedriger sozialer Status der Mutter
- niedriges oder sehr hohes Alter der Mutter
- Mangelernahrung der Mutter wahrend der Schwangerschaft
- geringes maternales Ausgangsgewicht bzw. zu geringe
Gewichtszunahme der Mutter wahrend der Schwangerschaft
- vorausgegangene IUGR-Geburt
- vorausgegangene Tot-, Fehl- oder Fruhgeburten
- Drogen-, Alkohol-, Medikamenten- und Nikotinabusus wahrend der
Schwangerschaft
- arterielle oder schwangerschaftsinduzierte Hypertonie der Mutter
- Diabetes mellitus oder Gestationsdiabetes

- Praeklampsie

Grundvoraussetzung fur die Diagnosestellung ist eine exakte Kenntnis bzw.
genaue Bestimmung des Gestationsalters.
Hierzu sollten wenn mdglich am Besten die sonographisch ermittelten biometrischen

Daten des Feten aus dem 1. Trimester herangezogen werden. (7135)

Die Diagnosestellung mittels klinischer Untersuchungen, wie beispielsweise
der Bestimmung des Symphysen-Fundus-Abstandes oder der abdominellen
Palpation, haben sich in zahlreichen Studien als zu ungenau und damit der

sonographischen Methode gegenuber als unterlegen erwiesen.
(181, 183, 116, 173, 154, 22, 5)

Von den meisten Autoren wird die fetale Gewichtsschatzung mittels sonographischer
Bestimmung verschiedener Kopf- und Abdomenumfangen als zuverlassigste

pranatale Methode zur Diagnose eines SGA-Kindes angesehen.
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Als weiteres Diagnosekriterium wird haufig auch noch die Fruchtwassermenge,

anhand der Ermittlung des AFI (= Amniotic Fluid Index), miteinbezogen.
(149, 28, 180)

Bei beiden Verfahren ist jedoch eine alleinige Untersuchung nicht zur
Diagnosesicherung ausreichend, sondern nur die regelmalige, serielle
Untersuchung mit Verlaufsbeobachtung aussagekraftig genug, um die Diagnose
einer intrauterinen Wachstumsretardierung zu stellen.

Einer Studie von Baschat und Weiner zufolge ist die Kombination aus fetaler
Biometrie und dopplersonographischer Untersuchung des fetomaternalen
Gefalbettes die Methode mit der hochsten Entdeckungsrate einer IUGR.

Weiterhin ermdoglicht dieses Vorgehen oft auch gleichzeitig eine Pradiktion drohender
perinataler Komplikationen. (12)

Der Doppler-Sonographie kommt hierbei eine besondere Bedeutung zu, da sie in der
Lage ist, zwischen einem SGA- und einem I[UGR-Kind zu unterscheiden.

So spricht eine pathologische Biometrie bei unauffalligem Doppler eher fur das
Vorliegen eines SGA, wahrend eine pathologische Dopplersonographie flr eine
IUGR spricht. (180)

Aber auch nach der Geburt gibt es zwei Methoden, anhand derer die
Verdachtsdiagnose einer IUGR Uberpruft werden kann.

Neugeborene mit einer IUGR fallen postnatal haufig durch einen pathologischen

Ponderal-Index, bzw. durch eine erniedrigte birth weight ratio (BWR) auf. (124)

Beim Ponderal-Index werden Korpergroflde und Korpergewicht in Relation zu
einander gesetzt (Korpergewicht durch KopergrofRe [gx100/cm3].
Als pathologisch gelten hierbei Werte < 2,3 flr Neugeborene ab der 38.SSW bzw.

Werte < 2,05-2,28 fir Neugeborene zwischen der 30+0 und der 37+6 SSW.
(133, 177)

Far die Berechung des BWR wird die Relation vom Geburtsgewicht zum
Normalgewicht in Abhangigkeit vom Gestationsalter und dem Geschlecht
bertcksichtigt. Ein BWR von 0,76-0,89 wird hierbei als Hinweis auf eine milde IUGR
und ein BWR < 0,75 als Hinweis auf eine schwere IUGR angesehen. (124)
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Bei klinischer oder sonograhischer Verdachtsdiagnose auf das Vorliegen eines SGA-
Kindes oder einer IUGR sollte zunachst immer eine Ursachenabklarung erfolgen.
Hierbei sollte vor allem an kindliche Fehlbildungen, Infektionskrankheiten oder
relevante maternale Erkrankungen gedacht werden.

Gegebenenfalls kann die Diagnose mit invasiven Verfahren, wie beispielsweise einer
Amniozentese, gesichert werden. (180)

Nach der Diagnosestellung wird die kontinuierliche Uberwachung des hypoxie-
gefahrdeten Kindes mittels verschiedener Verfahren, wie beispielsweise der Doppler-
Sonographie, von allen Autoren als wichtigste MalRnahme erachtet.

Ziel der Uberwachung ist, neben der Abwendung maglicher vitaler Gefahrdungen

des Fetus, die Bestimmung des optimalen Entbindungszeitpunktes.
(180)

Das besondere Problem hierbei liegt in der Ermittlung eines optimalen
Entbindungszeitpunktes, wobei zwischen einer drohenden Frahgeburt mit
entsprechender Unreife der Organe und einem Verbleib in utero bei einer drohenden

Minderversorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff entschieden werden muss.
(180)

Aus diesem Grunde sollte es sich jeweils um eine individuelle Entscheidung handeln,
die in enger Zusammenarbeit zwischen Gynakologen und Neonatalogen unter

Einbeziehung der Eltern getroffen werden sollte.

3.1.5. Einteilung und Klassifikation der IUGR

Eine IUGR kann anhand von 3 Kriterien in verschiedene Gruppen eingeteilt werden.

Eine Moglichkeit der Klassifikation erfolgt mit Hilfe der Kérperproportionen der
Neugeborenen.

Hierbei wird zwischen einer symmetrischen/hypoplastischen und einer
asymmetrischen/disproportionierten Form unterschieden.

Bei der ersten Form sind samtliche biometrisch erfassten Mal3e des Neugeborenen
d.h. Kérpergewicht, KorpergrofRe und Kopfumfang gleichermalen von dem
Wachstumsrickstand betroffen, weshalb die Kérpermalde dennoch proportioniert

sind.
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Diese Form liegt bei ca. 20-30 % aller IUGR-Falle vor. (226, 229, 34)

Bei der asymmetrischen Form kommt es zu einem relativen Wachstumsruckstand
des Rumpfes im Vergleich zum Kopf, weshalb man auch von einer
Dysproportionierung spricht.

Ursache hierfur ist eine aufgrund der Mangelversorgung stattfindende
Blutumverteilung zugunsten lebenswichtiger Organe und zulasten der abdominellen
Organe. Diese zweite Form ist wesentlich haufiger und liegt bei ca. 70-80 % aller
IUGR-Falle vor. (34)

Bei diesen Kindern liegt das Geburtsgewicht unter dem definierten Grenzwert, die
Geburtslange entspricht jedoch meistens dem Normwert.

Daraus lasst sich schlie3en, dass die Korperlange und der Kopfumfang im Vergleich
zum Geburtsgewicht bei diesen Fallen nur gering von der Wachstumsretardierung

betroffen sind. (229, 228, 226, 105)

Die beiden Formen gehen flieRend ineinander Uber.
Welche der beiden Formen bei einem Neugeborenen jeweils in Erscheinung tritt,
hangt entscheidend vom Zeitpunkt der Entstehung der [IUGR ab. (180)

Auf Grund dieser Tatsache existiert auch noch eine weitere Einteilungsmaoglichkeit
der IUGR, die sich am zeitlichen Beginn der Wachstumsstorung orientiert.

Man unterscheidet hierbei eine frihe Form mit einem Beginn vor der 28. SSW und
eine spate Form mit einem Beginn nach der 28. SSW.

Bei einer Entstehung vor der 28. SSW kommt es meistens zur Ausbildung der
symmetrischen Form, wahrend aus einer spateren Entstehung haufig eine

asymmetrische Wachstumsretardierung resultiert. (1714,35)

Weiterhin kann auch noch eine Klassifikation anhand des Schweregrades der
Wachstumsrestriktion vorgenommen werden.
In diesem Falle wird zwischen einer leichten und einer schweren Verlaufsform

unterschieden.
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Die schwere Verlaufsform ist definiert durch einen Abdomenumfang, bzw. ein
sonographisch ermitteltes pranatales Schatzgewicht oder ein Geburtsgewicht kleiner
der 3. Percentile.

In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass Kinder mit der schweren

Verlaufsform die hochste fetale und neonatale Mortalitat und Morbiditat aufweisen.
(35, 127, 152)

3.1.6. Komplikationen, langerfristige Folgen und Prognose einer
IUGR

Wie bereits erwahnt, zeigen Kinder mit einer IUGR eine deutlich erhohte Mortalitat

und Morbiditat im Vergleich zu Neugeborenen ohne Wachstumsretardierung.
(29, 127, 104, 148, 196, 175)

In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Zahl intrapartaler
Todesfalle bei Kindern mit einer IUGR um das 3-10 fache hoher liegt als bei Kindern
mit normalem Wachstum.

Aber auch die perinatale Mortalitat liegt mit 2-4 % deutlich Uber der

normalgewichtiger Kinder. (35)

Neben der Mortalitat zeigen sich auch deutliche Zusammenhange zwischen dem
Auftreten von Komplikationen wahrend der Geburt und einer IUGR.

So wird davon ausgegangen, dass ca. 50% aller IUGR-Kinder Zeichen eines ,fetal
distress“ wie z.B. variable Dezelerationen unter der

Geburt zeigen, wodurch sich auch die hohe Sectio-Rate bei diesem Kollektiv erklaren

lasst. (35)

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass diese Neugeborenen haufiger pathologische
APGAR-Werte sowie pH-Werte zeigen und damit haufiger einer neonatologischen

Intensiviberwachung zugeflihrt werden missen als normalgewichtige Neugeborene.
(90, 98)

Im Gegensatz hierzu konnte bei konstitutionell kleinen Kindern keine erhohte
Komplikationsrate im Vergleich zu normalgewichtigen Feten in Terminnahe gefunden
werden. (91)
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Aber auch in der Neonatalzeit konnten einige Komplikationen gehauft bei Kindern mit
einer [IUGR, vor allem bei Vorliegen der asymmetrischen Form, nachgewiesen
werden.

Hierzu zahlen beispielsweise Hyperbilirubinamie, Hypoglykamien, Hypothermie,
Polyzythamie, Apnoeepisoden, intraventrikulare Hdmmorraghien, neonatale Sepsis,
nekrotisierende Enterokolitis und Folgeerkrankungen des Atemnotsyndroms wie z.B.
die bronchopulmonale Dysplasie.

Aulierdem werden bei diesen Kindern signifikant haufiger neurologische
Auffalligkeiten und kognitive Defekte beobachtet, die haufig auch in der spateren

Entwicklung noch nachweisbar sind. (34, 168, 167, 14, 63, 132)

In einigen Studien konnte weiterhin noch gezeigt werden, dass die Prognose bei
Kindern mit einer asymmetrischen Wachstumsretardierung trotz erhéhter perinataler

Komplikationen besser ist, als bei Kindern mit einer symmetrischen I[UGR.
(158, 180, 182)

In Langzeituntersuchungen konnte ebenfalls beobachtete werden, dass der klinische
Verlauf bei der fruhen IUGR meist schwerer ist als der, der asymmetrischen,

spateren Form. (34)

Ein weiteres, sehr bedeutendes Problem stellen erhdhte Erkrankungsraten im

Erwachsenenalter von Kindern mit einer IUGR dar. (8, 11, 10)

Hierbei wird ein Zusammenhang zwischen einer SGA- oder [IUGR-Geburt und der
spateren Entstehung eines metabolischen Syndroms gesehen.

Diese Diskussion entstand erstmals, als 1989 in einer retrospektiven
epidemiologischen Studie aus England ein Zusammenhang zwischen einer
Wachstumsretardierung in der Fetalzeit und einer erhohten Sterblichkeitsrate an

kardiovaskularen Erkrankungen im Erwachsenenalter beschrieben wurde. (7)

Es wird davon ausgegangen, dass ein gestortes intrauterines Wachstum und ein
niedriges Geburtsgewicht mit einem erhdhten Risiko flr die Entstehung einer
Insulinresistenz mit nachfolgendem Diabetes, mit einem hohen Blutdruck, sowie mit
pathologischen Werten der Blutfette und den daraus entstehenden kardiovaskularen

und endokrin-metabolischen Erkrankungen assoziiert ist.
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Als Ursache hierfir wird eine bereits intrauterin stattfindende metabolische und
autonome Fehlprogrammierung von Hormon- und Stoffwechselvorgangen

angenommen, die zu einer Hormonresistenz mit den genannten Folgen fihren kann.
(230, 9)

Dieser Zusammenhang wird als Barker-Hypothese bezeichnet und konnte seit seiner
Erstbeschreibung durch die Forschergruppe um David Barker in zahlreichen Studien

und Tiermodellen belegt werden.
(8,9, 10)

3.2. Bedeutung der MTHFR
(Methylentetrahydrofolatreduktase)

3.2.1. Definition und Struktur der MTHFR
Die 5-10-Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR) ist ein cytosolisches

Schlisselenzym des Folsaure-Metabolismus.

Das Gen fir die MTHFR ist auf dem kurzen Arm von Chromosm 1 an Position 36.3

lokalisiert und besteht aus 11 Exons.

START STOP
E |E }r( X IA.. E
! = lr.r.r(.rle.r(iffrl
1 2 3 4 5678 8 1011

Abbildung 1: Struktur des MTHR-Gens (63)

Die Exons zeigen GroflRen zwischen 102-432 Basenpaaren (bp) und die Introns sind
zwischen 250 bp bis zu 4,2 kbp (Kilo Basenpaaren) grof3.

Die menschlichen MTHFR stellt ein Dimer dar, bestehend aus einer N-terminalen
Domane mit einer Grolde von 40 kDa (kilo Dalton) und einer C-terminalen Domane

mit einer Grosse von 37 kDa (kilo Dalton).

24



Die katalytische Domane mit den Bindungstellen fur das Enzymsubstrat und FAD,
sowie NADPH befindet sich im N-terminalen Bereich zwischen Exon 1 und Exon 6.
Der restliche Bereich des Gens von Exon 7-11 entspricht der regulatorischen
Domane, die fur die Enzymaktivitat von entscheidender Bedeutung ist.

Bei der MTHFR handelt es sich um ein Flavoprotein, dass FAD bindet und dessen
Reaktionen von FAD und NADPH abhangig sind.

Das Enzym katalysiert die enzymatische Reduktion von 5-10-Methylentetrahydrofolat
zu 5-Methyltetarahydrofiat.

Bei 5-Methyltetrathydrofolat handelt es sich um die biologisch aktive Form der
Folsaure, die als Methylgruppendonator im Homocysteinstoffwechsel benotigt wird.
Aber auch bei zahlreichen anderen biochemischen Reaktionen wird die aktivierte
Folsaure bendtigt.

Uber diesen Weg kann Uiber die MTHFR-AKktivitat direkt die Homocystein
Konzentration reguliert werden und indirekt uber die Verfugbarkeit von
Methylgruppen auch zahlreiche weitere biochemische Prozesse wie z.B. die DNA-
Synthese kontrolliert und beeinflusst werden.

Es wurden mittlerweile zahlreiche Mutationen beschrieben, die zu qualitativ
unterschiedlichen MTHFR-Formen und metabolischen Konsequenzen fuhren

konnen.

3.2.2. Die wichtigsten MTHFR-Polymorphismen und ihr Einfluss auf
die Homocysteinkonzentration

Auf die in Bezug auf den Homocystein-Stoffwechsel wichtigsten Mutationen im
MTHFR-Gen und deren Folge fur die Homocystein-Blut-Spiegel wird im Abschnitt

genetische Ursachen einer Hyperhomocysteinamie naher eingegangen
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3.3. Homocystein

3.3.1. Aufbau und Funktion der Aminosaure Homocystein

Homocystein ist eine nicht-proteinogene, schwefelhaltige Aminosaure (1-Amino-3-
mercaptobuttersaure), d.h. eine Aminosaure, die fir die Synthese von Proteinen nicht

bendtigt wird.

H,M i O
H

Abbildung 2: Strukturformel der Aminosaure Homocystein

Auf Grund dieser Tatsache gibt es auch keine DNA-Kodierung fur diese Aminosaure
und Homocystein kommt demzufolge auch nicht in natirlich vorkommenden
Eiweilden vor, sondern entsteht ausschlielllich als Zwischenprodukt im Rahmen des
Methionin-Stoffwechsels.

Methionin ist eine essentielle Aminosaure, von der die Menschen taglich ca. 2 g mit
der Nahrung zu sich nehmen.

In unserem Korper wird Methionin direkt nach der Aufnahme ins Blut zu S-Adenosyl-
Methionin (SAM) verstoffwechselt, einem der bedeutensten Methlygruppen-Spender
unseres Stoffwechsels.

Durch die Abgabe seiner Methylgruppe im Rahmen von zahlreichen biochemischen
Reaktionen entsteht aus S-Adenosyl-Methionin (SAM) Homocystein.

Die wichtigste bisher bekannte Aufgabe von Homocystein im
Aminosaurenstoffwechsel besteht ebenfalls in einer Bereitstellung von
Methylgruppen fur weitere biochemische Reaktionen.

Im Plasma liegt Homocystein hauptsachlich in gebundener, oxidierter Form oder in

Form von reinen oder gemischten Disulfiden vor.

70-80 % der Aminosaure sind Uber eine Disulfidbriicke an Proteine, vor allem an

Albumin gebunden.
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Das restliche Homocystein liegt entweder als Homocystin-Dimer oder als

Homocystein-Cystein-Disulfid vor.

Homocystein (reduziert < 1%) Homocystin (oxidiert 5-10%)
HS—CHZ—CHZ—‘CH—COOH CHfCHZ—lCH—COOH
NH, : NH,

|
S

|
CHZ—CHZ—ICH—-COOH

NH;
Homocystein-Cystein-Dimere Protein-gebundenes Homocystein
(oxidiert 5-10%) (oxidiert 80-90%)
CHZ—(IZH—COOH Cystein CHZ—'CH—COOH
LoNe L Rm,
| |
S S
! t/""\\
CHy—~CH,—CH—COOH  Protein: 5

NH, Homocystein

Abbildung 3 : Strukturformeln der verschiedenen Homocystein-Formen

Nur ein sehr geringer Teil (< 1%) der Aminosaure kommt in der freien, d.h.
reduzierten Form vor.
Homocystein und seine Disulfid-Formen werden alle renal eliminiert und mit dem Urin

ausgeschieden.

Die tagliche Homocystein-Produktion eines Menschen wird auf ca. 20 mmol
geschatzt, wovon ein Grofldteil vom menschlichen Kérper wieder remetabolisiert wird.
(56)

Die normalen Plasmakonzentrationen liegen beim Erwachsenen zwischen 5 und 15
MM, wobei Manner tendenziell zu hoheren Konzentrationen neigen.
Die bei Kindern (< 15 Jahren) gemessenen Konzentrationen liegen im Durchschnitt

zwischen 4-8 uM. (164, 165, 136)
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3.3.2. Homocysteinstoffwechsel

Auf Grund der Tatsache, dass es sich bei Homocystein um eine potentiell
zelltoxische Substanz handelt, versucht der menschliche Korper die intrazellulare
Konzentration dieser Aminosaure maoglichst gering und konstant zu halten.

Um dieses Ziel zu erreichen, kann Homocystein von den Zellen verstoffwechselt

und/oder aus der Zelle ins Plama exportiert werden. (50, 30, 204)

Methionin-Zyklus Folat-Zyklus
Methionin
/ Tetrahydro- Serin
S-Adenosyl- folat
methionin (SAM) —— Glycin
Methyl-Akzeptor Methionin
Synthase
Methyltransferase MG Vit By 5,10-Methyl-
; BHMT Tetrahydrofolat
methylierter Akzeptor Betain
S-Adenosyl- 5,10-MTHF- ADPH
Homocystein (SAH) Reduktase N
5-Methyl

Homocystin «—————— cystein

Cystathionin p- l Vit. B

Tetrahydrofolat  NADP"

Synthase

Cystathionin

7

H inurl Cystein
stinurie
omogysan l, Vit. Bg

Sulfat + Hzo

Urin

Abbildung 4: Homocysteinstoffwechsel

Das ins Plasma exportierte Homocystein wird vor allem in der Niere durch
Remethylierung metabolisiert und nur ein geringer Teil wird anschlieRend mit dem
Urin ausgeschieden. (59)

Die Aminosaure Homocystein befindet sich an einer Schnittstelle von zwei
Stoffwechselwegen im Methionin-Metabolismus und kann deshalb Gber zwei

verschiedene Wege verstoffwechselt werden. (184)
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Der intrazellulare Metabolismus von Homocystein verlauft entweder Gber die
Remethylierung zu Methionin oder Uber die irreversible Transsulfurierung zu Cystein
und Alpha-Ketobutyrat, die anschlief3end renal eliminiert werden.

Beide Stoffwechselwege stehen normalerweise miteinander im Gleichgewicht.

3.3.2.1. Remethylierung

Die Remethylierung zu Methionin kann durch zwei verschiedene Reaktionen erreicht
werden, je nachdem ob 5-Methlytetrahydrofolat oder Betain als
Methylgruppendonator verwendet werden.

Im ersten Fall wird in einer Vitamin B12 abhangigen Reaktion, die durch die
Methioninsynthase (MS/=5-Methltetrahydrofolat-Homocystein-Methly-Transferase)
katalysiert wird, durch Abgabe einer Methylgruppe 5-Methyltetrahydrofolat zu
Tetrahydrofolat reduziert.

Die abgegebene Methylgruppe wird auf Homocystein Ubertragen, welches dadurch
zu Methionin umgewandelt wird.

Das entstandene Tetrahydrofolat reagiert in einer Pyridoxalphosphat-abhangigen
(Vitamin B6) Reaktion unter Umwandlung von Serin zu Glycin weiter zu dem
Zwischenprodukt 5-10-Methylentetrahydrofolat.

Durch das Enzym 5-10-Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR) wird
5-10-Methylentetrahydrofolat unter Verbrauch von NADPH wieder zu dem
Methylgruppendonator 5-Methyltetrahydrofolat umgewandelt, welches erneut mit
Homocystein zu Methionin reagieren kann.

Die Methioninbildung durch 5-Methyltetrahydrofolat als Methylgruppendonator ist von
Vitamin B12 als Cofaktor fur die Methioninsynthase und der Menge, der mit der
Nahrung aufgenommenen Folsaure abhangig.

Das hierfur benétigte Enzym kommt in allen Geweben des menschlichen Korpers
VOr. (16 205)

Die zweite Moglichkeit zur Bildung von Methionin wird durch das Enzym Betain-
Homocystein-Methyltransferase (BHMT) katalysiert.
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In diesem Falle dient Betain als Methylgruppendonator und Ubertragt seine
Methylgruppe auf Homocystein, wodurch Methionin und Dimethylglycin (DMG)
entstehen.

Das entstandene Methionin reagiert unter Verbrauch von Adenosyltriphosphat (ATP)
weiter zum aktivierten S-Adenosylmethionin (SAM), welches als universeller
Methylgruppendonator fur zahlreiche biochemische Reaktionen bendtigt wird.
Wenn SAM im Rahmen einer biochemischen Reaktion seine Methylgruppe
abgegeben hat (Demethylierung) wird es zu S-Adenosyl-Homocystein (SAH)
umgewandelt, welches katalysiert durch die SAH-Hydrolase wieder zu Homocystein
und Adenosin hydrolysiert werden kann.

Auf Grund der Tatsache, dass SAH und SAM um die gleichen Bindungsstellen
konkurrieren, kann auf diesem Wege die Remethylierung allosterisch inhibiert
werden.

Der zweite Weg zur Methioninbildung verlauft unabhangig von Vitamin B 12 und

findet neueren Studien zufolge hauptsachlich im Leber- und Nierengewebe statt.
(128, 27)

Durch die beiden beschriebenen Remethylierungswege ist der menschliche Kérper in
der Lage seine Konzentrationen an dringend bendétigtem Methionin dauerhaft
konstant zu halten und gleichzeitig das zelltoxische Homocystein zu eliminieren.
So kann bei Methioninmagel beispielsweise durch Steigerung der Aktivitat der
Methionin-Synthase eine groRere Menge an Methionin durch Remethylierung
gewonnen werden, als dies im Normalfall geschieht.

Auf Grund der Tatsache, dass der Betain-Weg bisher nur in zwei menschlichen
Organen nachgewiesen werden konnte und weiterhin gezeigt werden konnte, dass
es auch bei steigendem Substratangebot kaum zu einer Aktivitatszunahme

des katalysierenden Enzyms kommt, kann gemal einer Studie von Jacobson et. al.
von einer untergeordneten Rolle dieses Weges bei der Remethylierung

ausgegangen werden. (86)
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3.3.2.2. Transsulfurierung

Bei der Reaktion der Transsulfurierung kommt es zu einem irreversiblen Umbau von
nicht mehr benoétigtem Homocystein zu fur die Zellen ungefahrlichem Cystein.

Diese Umwandlung erfolgt in zwei Teilschritten und dient in groRerem Malde der
Elimination von Homocystein als der Regeneration anderer Stoffe.

Im ersten Schritt entsteht katalysiert durch die Cystathion-3-Synthase (CBS), aus
Homocystein und Serin durch Kondensation Cystathion.

Diese Reaktion ist Pyridoxalphosphat (Vitamin B6) abhangig und findet beim

Menschen vor allem in Leber, Nieren, DUnndarm und Pankreas statt. (117)

Als nachstes erfolgt die ebenfalls Pyridoxalphosphat-abhangige Spaltung von
Cystathion durch die Cystathion-y-Lyase (CGL/ y-Cystathionase) zu der
schwefelhaltigen Aminosaure Cystein und zu Alpha-Ketobutyrat.

Cystein wird schlieBlich im Rahmen des katabolen Aminosaurenstoffwechsels zu
Taurin und anorganischem Schwefel/Sulfat oxidiert und auf diesem Wege renal
ausgeschieden.

Der gesamte Transsulfurierungsweg ist gemaf einer Studie von Jacobson et al aus
dem Jahre 1998 beim Menschen auf bestimmte Organe wie z.B. Leber, Niere,
Gehirn und Pankreas beschrankt. (49, 87)

Im Normalfall besteht ein ausgewogenes Gleichgewicht zwischen den beiden
Verstoffwechselungsmaoglichkeiten.

Remethylierung und Transsulfurierung reichen aber dennoch meistens nicht aus, um
das gesamte fur die Zelle schadliche Homocystein umzuwandeln.

Aus diesem Grund wird ein Teil des Homocysteins direkt aus der Zelle ausgeschleust
und uber die Nieren ausgeschieden.

Da beide Stoffwechselwege einer Sattigungskinetik unterliegen, kommt es bei
entsprechend hohen Homocysteinkonzentrationen zu einer vermehrten direkten

Ausscheidung von Homocystein mit dem Urin, der Homocysteinurie.

31



3.3.3. Bedeutung der MTHFR (Methylentetrahydrofolatreduktase)

Die 5-10-Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR) ist ein cytosolisches
Schlisselenzym des Folsaure-Metabolismus.
Das Gen fur die MTHFR ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 1 an Position 36.3

lokalisiert und besteht aus 11 Exons. (69)

START STOP
E |E }r( X IA.. E
! = lr.r.r(.rle.r(iffrl
1 2 3 4 5678 8 1011

Abbildung 5 : Struktur des MTHFR-Gens (69)

Die Exons zeigen Grolen zwischen 102-432 Basenpaaren (bp) und die Introns sind
zwischen 250 bp bis zu 4,2 kbp (Kilo Basenpaaren) grol3.

Die menschlichen MTHFR stellt ein Dimer dar, bestehend aus einer N-terminalen
Domaéane mit einer Grofde von 40 kDa (kilo Dalton) und einer C-terminalen Doméane
von 37 kDa (kilo Dalton).

Die katalytische Domane mit den Bindungstellen fur das Enzymsubstrat und FAD,
sowie NADPH befindet sich im N-terminalen Bereich zwischen Exon 1 und Exon 6.
Der restliche Bereich des Gens von Exon 7-11 entspricht der regulatorischen
Domane, die fur die Enzymaktivitat von entscheidender Bedeutung ist.

In diesem Bereich befindet sich auch die Bindungsstelle fir SAM, einen
allosterischen Inhibitor der MTHFR.

Die Inhibition kann durch steigende Konzentrationen an SAH wieder aufgehoben
werden.

Bei der MTHFR handelt es sich um ein Flavoprotein, dass FAD bindet und dessen
Reaktionen von FAD und NADPH abhangig sind.

Das Enzym katalysiert die enzymatische Reduktion von 5-10-Methylentetrahydrofolat
zu 5-Methyltetarahydroflat.

Bei 5-Methyltetrathydrofolat handelt es sich um die biologisch aktive Form der

Folsaure, die als Methylgruppendonator im Homocysteinstoffwechsel bendtigt wird.

32



Aber auch bei zahlreichen anderen biochemischen Reaktionen wird die aktivierte
Folsaure bendtigt.

Uber diesen Weg kann lber die MTHFR-AKktivitat direkt die Homocystein
Konzentration reguliert werden und indirekt tGber die Verfigbarkeit von
Methylgruppen auch zahlreiche weitere biochemische Prozesse wie z.B. die DNA-
Synthese kontrolliert und beeinflusst werden.

Es wurden mittlerweile zahlreiche Mutationen beschrieben, die zu qualitativ
unterschiedlichen MTHFR-Formen und metabolischen Konsequenzen fuhren
koénnen.

Auf die in Bezug auf den Homocystein-Stoffwechsel wichtigsten Mutationen im
MTHFR-Gen und deren Folge fur die Homocystein-Blut-Spiegel wird im Abschnitt

genetische Ursachen einer Hyperhomocysteinamie naher eingegangen.

3.3.4. Schliisselrolle der Folsaure im Homocysteinstoffwechsel

Wie bei der Beschreibung des Homocystein-Stoffwechsels bereits erkennbar wurde,
ist die Folsaure einer der wichtigsten Cofaktoren bei der Remethylierung von
Homocystein zu Methionin und wird auch bei zahlreichen weiteren Reaktionen als
Methylgruppenspender eingesetzt.

Der Bedarf eines nicht-schwangeren Erwachsenen an Folsaure betragt taglich ca.
200-400 pg. (138)

In zahlreichen Studien konnte jedoch gezeigt werden, dass die tatsachlich mit der
Nahrung aufgenommene durchschnittliche Tagesdosis in Europa haufig unter den
empfohlenen Richtwerten liegt. (39)

Die flr unseren Korper bendtigte Folsaure ist vor allem enthalten in Milch, Getreide,
Leber, Hulsenfrichten und grinem Gemduse.

Sie wird vom Menschen mit der Nahrung aufgenommen und gelangt Uber
Endozytose durch unsere Darmepithelzellen ins Blut.

Auf diesem Wege erreicht sie auch die Leber, die in der Lage ist, einen Vorrat fur

ungefahr 4 Monate zu speichern. (71, 79)
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Aber auch bei zahlreichen weiteren Stoffwechselreaktionen und der DNA-Synthese
wird Folsaure bendtigt.

Auf Grund dieser mannigfachen Beteiligung an Stoffwechselvorgangen kann ein
Mangel an Folsaure zu schwerwiegenden Stérungen, beispielsweise in der DNA-
oder Proteinsynthese flhren.

Diese Storungen werden vor allem an sich schnell teilenden Geweben oder
Zellverbanden, wie z.B. dem blutbildenden System sichtbar.

Ein Folsduremangel aulert sich hier beispielsweise als hyperchrome makrozytare
Anamie. (209)

In zahlreichen Studien konnte ein Zusammenhang zwischen Folsdure-Mangel
wahrend der Schwangerschaft und dem Auftreten von Neuralrohr-Defekten bei den

Neugeborenen nachgewiesen werden. (110, 100, 134)

In letzter Zeit wurde zunehmend auch ein Einfluss auf die Pravention der
Atheriosklerose und die Entwicklung bzw. den Verlauf von Krebserkrankungen durch

Folsaure vermutet. (79, 89)

In einigen Studien wurde sogar ein Einfluss der Folsaure auf die kardiovaskulare
Morbiditat und Mortalitat angenommen. (197, 122)

FUr unsere Untersuchungen von besonderem Interesse sind jedoch die
Beobachtungen einer Beeinflussung der Homocystein-Spiegel durch Folsaure-
Einnahme, auf die im Kapitel Hyperhomocysteinamie und deren Ursachen noch

naher eingegangen wird.
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3.3.5. Definition einer Hyperhomocysteinamie
Unter einer Hyperhomocysteinamie (Homocysteinamie) versteht man das Auftreten

erhohter Konzentrationen von Homocystein im Blut mit eventuell nachfolgender
Schadigung verschiedener Organe.

Eine Homocysteinurie hingegen ist definiert als Sammelbezeichnung flir mehrere
autosomal-rezessiv vererbte Stoffwechselstorungen mit erhohter Konzentration von
Homocystein in Blut und Urin.

Hierbei wird zwischen angeborener und erworbener Form unterschieden.

Bereits im Jahr 1992 wurde in einer Studie von Kang et. al. eine Einteilung der
Hyperhomocysteinamien anhand der gemessenen Blutspiegel vorgenommen.
Man legte damals eine Einteilung in moderate (Werte zwischen 16-30 uM),
intermediare (zwischen 31-100 yM) und schwere Hyperhomocysteinamie

(Werte > 100 uM) fest. (96)

Gemal} den aktuellen Richtlinien der “D.A.CH-Liga Homocystein” sollte die Plasma-
Homocysteinkonzentration bei Erwachsenen heute < 10 yM liegen.
Von einer moderaten Hyperhomocysteinamie wird bereits ab einer

Plasmakonzentration von 12 uM gesprochen. (36)
Auf Grund der Vielfalt der am Homocysteinstoffwechsel beteiligten Enzyme und
Cofaktoren sind viele genetische und nutritiv bedingte Stérungen dieses

Stoffwechsels maglich. (96)

Auf die haufigsten Ursachen wird im Folgenden naher eingegangen.

3.3.6. Ursachen einer Hyperhomocysteinamie

3.3.6.1. Genetische Storungen

3.3.6.1.1. Defekte im Transsulfurierungsweg

In mehreren Studien wurde gezeigt, dass genetische Faktoren zu

Hyperhomocysteinamie fuhren konnen.
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Zu den haufigsten genetischen Ursachen flr erhéhte Homocysteinkonzentrationen
zahlt ein Defekt in der Transssulfurierung von Homocystein zu Cystein bedingt durch
eine Punktmutation im Gen, das die Cystathion-3-Synthase (CBS) codiert.

Diese Mutation ist gleichzeitig auch fir die Entstehung einer Homocystinurie Typ |

(klassische Homocystinurie) verantwortlich. (131, 45)

Der genetische Defekt liegt auf dem Chromosom 21 an der Position 22.3 und wird
autosomal-rezessiv vererbt.

Folge des Enzymdefektes ist, dass Homocystein aufgrund einer verminderten
Substrataffinitat des Enzyms Cystathion-R-Synthase zu dieser Aminosaure, nicht
mehr zu Cystathion abgebaut werden kann, weshalb es zu einem Anstieg der
Konzentrationen von Homocystein im Blut und im Urin kommt.

Bei der homozygoten Form der Erkrankung konnten nichtern Blutspiegel an

Homocystein von mehr als 400 pymol/l nachgewiesen werden. (137)

Diese in ihrem Auftreten eigentlich sehr seltene Stoffwechselerkrankung (1:50.000-
1:300.000 Geburten) ist durch sehr variable, zum Teil jedoch sehr schwerwiegende
klinische Symptome mit multipler Organbeteiligung charakterisiert.

Das klinische Bild ist gekennzeichnet durch einen marfanoiden Habitus mit
Linsenektopie, progredienter Myopie, Arachnodaktylie, Trichterbrust und Hochwuchs.
Weiterhin kann es zu Osteoporose, Verhaltensstérungen, psychomotorischen
Entwicklungsstorungen, mentaler Retardierung und einer Neigung zu
Thromboembolien und schwerer, sehr fruh auftretender Arteriosklerose kommen.
Charakteristisch fur die Erkrankung ist eine starke Erh6hung von Homocystein und
Methionin im Plasma, sowie ein positiver Nachweis von Homocystein im Urin.
Bereits 1968 wurde durch Carey et al. gezeigt, dass die homozygote Form der
Erkrankung unbehandelt bereits in jungen Jahren todlich verlaufen kann. (23)

Aber auch bei heterozygoten Merkmalstragern kann die Enzymaktivitat um bis zu 50

% vermindert sein und damit zu erhéhten Homocystein-Spiegeln fuhren. (102)
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3.3.6.1.2. Defekte im Remethylierungsweg

Neben den Bereits beschriebenen Stérungen im Transsulfurierungsweg kbnnen auch
Defekte im Remethylierungsweg zu erhdhten Homocystein-Konzentrationen fuhren.
Hierzu zahlen beispielsweise die autosomal-rezessiv vererbten Punktmutationen im
Gen, das flur die 5-10-Methylentetrahydrofolat-Reduktase (MTHFR) codiert.
Besonders haufig betreffen diese Mutationen das Nukleotid 677 (C677T) in Exon 4
des MTHFR-Gens.

Dieser Mutation folgt eine Transition der Basen Cytosin gegen Thymin an Position
677 in der katalytischen Domane des Gens.

In der Folge kommt es auf der Proteinebene zu einer Substitution der Aminosaure
Alanin durch Valin an Position 222 des Polypeptids. (97, 60)

Hierdurch entsteht eine bei einer Temperatur von 46 °C thermolabile Variante der
MTHFR.

Die Aktivitat des Enzyms bei einer der menschlichen Korpertemperatur
entsprechenden Temperatur von 37 °C ist bei homozygoten Tragern der Mutation auf
weniger als die Halfte (35-50%) der normalen Aktivitat reduziert und fuhrt zu moderat
erhdhten Homocystein-Werten. (73, 94)

Die Restaktivitat des Enzyms liegt bei Heterozygoten bei ca. 65 % der normalen
Enzymaktiviat. (95, 47, 60)

Infolge der reduzierten Enzymaktivtat kommt es zu einer verringerten Umwandlung
von 5,10-Methylentetrahydrofolat zu 5-Methyltetrahydrofolat (5-MTHF) und dadurch
zu niedrigeren Spiegeln an 5-MTHF.

Aufgrund dessen steht fur die Remethylierung von Homocystein weniger aktivierte
Folsaure zu Verfugung und es kann daher zu einem Anstieg der Homocystein-

Konzentrationen im Blut kommen. (15, 95, 94)

Der durch den Defekt der Remethylierung erzeugte Folsaure-Mangel wird auch als

Folat-Falle bezeichnet. (57)

Die Pravalenz fur das Vorliegen der C677T Mutation variiert zwischen den einzelnen
ethnischen Gruppen erheblich.
Auch die regionale Verbreitung zeigt deutliche Schwankungen mit einem

erkennbaren Nord-Sud-Gefalle und einem Maximum in den sudlichen Landern. (36)
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Angelo et. al. gaben in den Ergebnissen ihrer Untersuchungen aus dem Jahre 1997
eine geschatzte Pravalenz von 4-10 % an und stellten im diesem Zusammenhang die
Behauptung auf, dass es sich bei dieser Mutation um die haufigste Ursache einer
milden Hyperhomocysteinamie handelt. (37)

Anhand von Studien wurde geschatzt, dass dieser genetische Defekt in Deutschland
bei 5-15 % der Bevdlkerung in der homozygoten und bei ca. 35 % in der
heterozygoten Form vorliegt. (36, 31)

Ob die erwahnten Punktmutationen zu erhéhten Homocystein-Spiegeln fuhren oder
keinen Einfluss auf die Blutspiegel haben wird in der Literatur zum Teil kontrovers
diskutiert und konnte noch nicht eindeutig geklart werden.

Es gibt zahlreiche Studien, die zumindest flr die homozygote Variante einen
eindeutigen Zusammenhang zwischen Tragern einer solchen Mutation und erhéhten

Homocystein-Spiegeln sehen. (60, 73, 46, 179)

So beschreibt die Forschungsgruppe um Kluijtmans et. al. beispielsweise fur
homozygote Trager der Mutation ein dreifach erhdhtes Risiko, bereits in jungen

Jahren eine arteriosklerotische GefalRerkrankung zu entwickeln. (102)

Die heterozygote Form fuhrt meist nicht zu erhéhten Blutspiegeln. (54, 25)

Andererseits gibt es jedoch auch Untersuchungen, in denen ein solcher

Zusammenhang nicht herausgestellt wird. (119, 206, 200)

In einigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Trager dieser Mutation
besonders gut auf eine Gabe von Folsaure ansprechen, und es stellte sich heraus,
dass die Plasmaspiegel an Homocystein und Folsaure bei diesen Patienten durch
die orale Substitution von Folsaure normalisiet werden konnten.

Hieraus lasst sich ein bedeutender Zusammenhang zwischen den MTHFR-
Mutationen und einer ausreichenden Bereitstellung von Folsaure flr den
Homocystein-Stoffwechsel ableiten.

Bei homozygoten Tragern der Mutation wird daher von einem im Vergleich zur

Normalbevolkerung erhdhten Folsaurebedarf ausgegangen. (36)
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Manche Autoren gehen sogar soweit zu behaupten, dass bei ausreichender
Folsaure-Zufuhr, die Polymorphismen bedeutungslos fur den Homocystein-Spiegel
seien. (73, 15, 95, 94)

Neben den bereits erwahnten genetischen Ursachen gibt es noch zahlreiche weitere
Mutationen, die Uber verschiedene Wege den Homocystein-Spiegel beeinflussen
konnen.

Ein Beispiel hierfur ist z.B. ein weiterer MTHFR-Polymorphismus, der
Polymorphismus A1298C.

Durch diese Mutation kommt es an Position1298 des MTHFR-Gens zu einer
Transition der Basen Adenin gegen Cytosin, die auf der Proteinebene zu einem
Austausch der Aminosaure Glutamat gegen Alanin fuhrt.

Fir diese Mutation konnte ebenfalls in einigen Studien ein Zusammenhang zu

erhohten Homocystein-Konzentrationen nachgewiesen werden.

Die D.A.C.H.-Liga Homocystein geht davon aus, dass bei homozygoten
Merkmalstragern bei einer Temperatur von 37 °C die Aktivitat der MTHFR auf ca. 60
% der normalen Aktivitat vermindert ist. (36)

Es ist allerdings von keiner Thermolabilitat des Enzyms berichtet worden und von
einer allein durch diese Mutation bedingten Beeinflussung des Homocystein-Spiegels

wird ebenfalls nicht ausgegangen.

Einige Arbeitsgruppen haben weiterhin auch noch den Einfluss von
Mutationskombinationen auf den Homocystein-Spiegel untersucht.

So konnten Haviv et. al. beispielsweise 2002 in ihren Untersuchungen an
Hamodialyse-Patienten signifikant erhéhte Homocystein-Konzentrationen messen,

wenn die Patienten die Genotyp-Kombination TT 677/AA 1298 aufwiesen. (74)

Aber auch die Kombination beider heterozygoter Genotypen (CT677/AC1298) konnte
in einigen Studien mit erhdhten Homocystein-Spiegeln in Zusammenhang gebracht
werden. (51,52)

Die D.A.C.H.-Liga Homocystein geht in diesem Falle von einer Interaktion der beiden
Mutationen aus, die zu einer Erhdhung der Homocystein-Konzentrationen um

1 ymol/l fahrt. (36)
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Weitere Beispiele flr genetische Einflussfaktoren auf den Homocystein-Spiegel sind
z.B. ein Mangel an dem Enzym Methionin-Synthase, weitere MTHFR-Mutationen,
sowie zahlreiche Storungen des Vitamin B12 Stoffwechsel. (65, 220)

3.3.6.2. nutritive Einflusse
Der Einfluss von nutritiven, d.h. durch die Ernahrung bedingten Faktoren lasst sich

anhand der zahlreichen Beteiligung von Co-Faktoren am Homocystein-Metabolismus
und deren essentiellen Bedeutung fur einen funktionierenden Homocystein-
Methionin-Stoffwechsel belegen.

Von besonderem Interesse sind hierbei die Vitamine des B-Komplexes, Vitamin B6
und B12, sowie Folsaure. (201)

In verschiedenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Folsaure der

Cofaktor ist, der die Homocystein-Werte am starksten beeinflusst. (18, 202)

Hierbei sind vor allem zwei Aspekte wichtig.

Zum einen konnte in zahlreichen Studien gezeigt werden, dass bei sehr vielen
Menschen ein Folsaure-Mangel vorliegt, weshalb zahlreiche Lander ihre
Nahrungsmittel prophylaktisch mit Folsdure anreichern.

Grinde hierfur sind auch darin zusehen, dass die Entstehung von weiteren
Erkrankungen, wie z.B. Neuralrohrdefekt, auf einen Folsaure-Mangel zurtckgefuhrt
werden kann.

Zum anderen haben Forschungen ergeben, dass im Falle des Vorliegens einer
MTHFR-Mutation der Folsaurestatus ausschlaggebend dafir ist, ob es zu
Veranderungen der Homocysteinkonzentrationen kommt oder nicht.

Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass selbst homozygote Trager der
Mutation, die einen hohen Folsaureplasmaspiegel zeigten, trotz der verminderten
Enzymaktivitat nahezu normale Homocystein-Konzentrationen aufweisen.
Allerdings geht man in diesem Zusammenhang davon aus, dass diese Personen auf

eine hdhere Folatzufuhr angewiesen sind, als normal Ublich. (88)

Von Interesse ist hierbei auch der von Selhub et. al. festgestellte Zusammenhang
zwischen sich im unteren Normbereich befindenden Vitamin-Konzentrationen aber

dennoch erhéhten Homocystein-Spiegeln.
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In dieser Studie wurde ein Mangel an den genannten Vitaminen flr 2/3 der Falle von

erhohten Homocystein-Konzentrationen verantwortlcih gemacht. (184)

Ein weiterer Beleg fur die Bedeutung der nutritiven Einflussfaktoren ist die Tatsache,
dass verschiedene Forschungsgruppen einen Ruckgang der Homocystein-
Konzentrationen bei ihnren Probanden nach Verabreichung von alleiniger Folsaure
oder von Kombinationen aus Folsaure, Vit B6 und Vit B12 verzeichnen konnten.
(203,215, 218)

3.3.6.3. weitere Einflussfaktoren
Neben den genannten gibt es noch zahlreiche weitere Faktoren, die auf

unterschiedlichste Art und Weise Einfluss auf den Homocystein-Spiegel nehmen.
Hierzu zahlt beispielsweise das Alter der Testperson, da es sich gezeigt hat, dass mit
zunehmendem Alter die Homocystein-Konzentrationen ansteigen. (125)

Fir dieses Phanomen wurde bisher noch keine endgultige Erklarung gefunden.

Als Ursache werden jedoch eine eingeschrankte Nierenfunktion im Alter, eine
altersabhangig absinkende Aktivitat der Cystathionin-R-Synthase, sowie eine im Alter
absinkende und vermutlich auf Mangelernahrung zurickzufiihrende Konzentration an

Co-Faktoren fur die am Homocystein-Stoffwechsel beteiligten Enzyme vermutet.
(125, 92,188)

In einer von Herrmann et. al. im Jahre 2000 durchgefuhrten Studie konnte mit
steigendem Lebensalter sowohl eine Zunahme der Pravalenz, als auch der Hohe der

Homocystein-Konzentrationen gezeigt werden. (77)

Weiterhin gilt ein Zusammenhang zwischen dem Geschlecht der Probanden und der
Hoéhe der Homocystein-Spiegel als gesichert.
Bei Mannern wurden im Durchschnitt um 21% héhere Konzentrationen gefunden, als

bei gleichaltrigen Frauen. (118, 113)

Die Ursachen hierfur sind bisher noch nicht ausreichend erforscht.

Es wird jedoch vermutet, dass sowohl niedrige Ostrogen-Konzentrationen als auch
erhohte Testosteron-Spiegel ursachlich sein konnten. (212)

In einer anderen Studie konnte aul3erdem gezeigt werden, dass die Homocystein-

Spiegel bei Frauen nach der Menopause gemeinsam mit dem Risiko an einer KHK
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zu erkranken ansteigen, weshalb ein Zusammenspiel mit den Geschlechtshormonen

als Ursache der differenten Werte als wahrscheinlich erscheint. (157, 170, 2)

Aber auch im Zusammenhang mit verschiedenen Krankheiten oder gestorten
Organfunktionen konnten erhdhte Homocystein-Konzentrationen beobachtet werden.
Zum Kreis dieser Erkrankungen zahlen einige maligne Erkrankungen wie
beispielsweise Pankreas-, Mamma- und Ovarial-Carcinome.

Die Ursache fur diesen Zusammenhang wird in einem gestorten oder sogar

verhinderten Methioninstoffwechsel in Tumorzellen gesehen. (125)

Andere Erkrankungen, die mit erhohten Homocystein-Werten einhergehen konnen,
sind z.B. die Niereninsuffizienz, Morbus Parkinson, Morbus Alzheimer,
Funktionsstorungen der Schilddrise oder die Psoriasis.

Die essentielle Bedeutung der Nierenfunktion fur den Homocysteinhaushalt ist auf
die fast vollstandige Organbindung der Cystathion-3-Synthase an die Niere
zurUckzufuhren.

Dieser Zusammenhang wird auch daran erkennbar, dass mit steigenden Kreatinin-
Werten und damit mit abnehmender Nierenfunktion, die Homocystein-
Konzentrationen ebenfalls ansteigen. (16, 55, 187)

Weiterhin gilt als gesichert, dass Medikamente die Verstoffwechselung von
Homocystein und Methionin direkt beeinflussen kdnnen oder Uber eine Interaktion mit
den Co-Faktoren des Homocystein-Stoffwechsels zu erhdhten Homocystein-
Konzentrationen beitragen kdonnen.

Hierzu zahlen beispielsweise Theophyllin, Folsdure-Antagonisten wie z.B.
Methotrexat, Antiepileptika, zahlreiche Diuretika, Vitamin-B6-Antagonisten, L-Dopa,
Metformin, Protonenpumpenhemmer, Fibrate, Zytostatika usw.

In weiteren Studien konnte auch eine Beeinflussung der Homocystein-Spiegel durch
Zigarettenkonsum (155), sowie ubermafigem Kaffee- und Alkoholgenuss und

Bewegungsmangel nachgewiesen werden. (144, 33)

In diesem Zusammenhang sollte vor allem darauf geachtet werden, dass viele

Patienten haufig eine Kombination mehrerer dieser Risikofaktoren zusammen
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aufweisen und sich diese Faktoren unter Umstanden in ihren Wirkungen gegenseitig
verstarken konnen.

So konnte beispielsweise ein 12 fach erhdhtes Risiko an einer KHK zu erkranken
nachgewiesen werden, wenn der Proband sowohl erhéhte Homocystein-

Konzentrationen als auch einen Zigarettenkonsum aufwies. (795)

3.3.7. Klinische Relevanz erhohter Homocysteinspiegel

Der Homocysteinstoffwechsel findet in fast allen Zellen des menschlichen Korpers
statt.

Deshalb erscheint es auch nicht verwunderlich, dass sich erhdhte Homocystein-
Werte in Form von Erkrankungen fast aller Organsysteme auf3ern kénnen.

Bei der Manifestation der Symptome wird eine Dosis-Wirkungsbeziehung, sowie eine
entscheidende Beeinflussung durch die Dauer der Wirkungszeit angenommen. (36)

Bereits 1969 wurde groRes Interesse an der Aminosaure Homocystein gezeigt, als
es einer Forschungsgruppe um McCully gelang einen Zusammenhang zwischen
erhohten Homocysteinkonzentrationen und arteriosklerotischen GefalRerkrankungen
aufzuzeigen, den er spater als ,homocysteine theory of arteriosclerosis*
veroffentlichte. (130,131)

In nachfolgenden Studien konnte gezeigt werden, dass Homocystein einen
unabhangigen Risikofaktor fur die Entstehung von arteriosklerotische
Gefalerkrankungen (70), koronare Herzkrankheit (44, 210), Myokardinfarkte (789),
vendse Thrombosen (76), sowie Schlaganfalle (32, 153) darstellt.

Zunehmend gibt es auch Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen
Hyperhomocysteinamie und kognitiven Storungen bis hin zu dementiven

Erkrankungen. (126, 186, 111)

Weiterhin konnte in einer Studie von Nygard et. al. aus dem Jahre 1997 bei
Patienten mit einer koronaren Herzkrankheit eine Korrelation zwischen der Hohe der
Homocystein-Spiegel und der Gesamtmortalitat nachgewiesen werden. (144)

In zahlreichen Untersuchungen konnte auch ein Einfluss von erhéhten Homocystein-
Konzentrationen bei schwangeren Frauen auf den Verlauf und den Ausgang der

Schwangerschaften aufgezeigt werden. (142, 143)
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So wurde vor allem von niedrigeren Geburtsgewichten auf Seiten der Kinder, von

haufigeren Aborten und vorzeitiger Placentalosung berichtet. (142, 143)

Weiterhin wird ein Zusammenhang zwischen erhdhten Blutspiegeln an Homocystein
und der Entwicklung einer Praeklampsie, sowie dem Auftreten von
Neuralrohrdefekten diskutiert. (159, 190, 160)

Aber auch milde Homocystein-Erhéhungen auf 10-15 pymol/l wurden in jungster Zeit
mit dem Auftreten von kardiovaskularen Symptomen und cerebralen Insulten in
Zusammenhang gebracht, vor allem wenn weitere Risikofaktoren wie beispielsweise

Adipositas oder Hypercholesterinamie gleichzeitig vorliegen. (174)

3.4. Folsaure

3.4.1. Definition und Funktion der Folsaure
Die Folsaure, die auch als Vitamin B9, Vitamin B11 oder Folat bezeichnet wird, ist ein

1941 entdecktes, hitze- und lichtempfindliches Vitamin aus dem Komplex der B-
Vitamine.

Der Name Folsaure stammt vom lateinischen Begriff folium (= Blatt) ab, in Anlehnung
an die Spinatblatter, aus denen dieses Vitamin erstmals isoliert wurde.

Chemisch gesehen setzt sich die Folsaure aus einem Pteridin-Derivat, einer para-
Aminobenzoesaure und einer L-Glutaminsdure zusammen und hat die
Summenformel C19H19N706.

OOYOH
: OH
OH N/\/Y
N7 = N
A "
N =
HoN N N

Abbildung 6: Strukturformel der Folsaure

Der tagliche Bedarf eines erwachsenen Menschen an Folsaure betragt ca. 200-400
ug. Fur Schwangere und Kinder gelten entsprechend hohere Bedarfswerte. (138)
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In zahlreichen Studien konnte jedoch gezeigt werden, dass die tatsachlich mit der
Nahrung aufgenommene durchschnittliche Tagesdosis in Europa haufig unter den
empfohlenen Richtwerten liegt. (39)

Die flr unseren Korper bendtigte Folsaure ist vor allem enthalten in Milch, Getreide,
Vollkornprodukten, Leber, Hulsenfrichten, Nussen, Eigelb und grinem Gemduse.
Auch in Obst, Fisch und Fleisch finden sich geringe Mengen.

Da Folsaure fur uns Menschen ein essentielles Vitamin ist, muss sie unserem Korper

mit der Nahrung zugefuhrt werden.

Das Vitamin gelangt dann Uber Endozytosevorgange durch unsere
Darmepithelzellen ins Blut.
Auf diesem Wege erreicht sie auch die Leber, die in der Lage ist einen Vorrat fur

ungefahr 4 Monate zu speichern. (71)

Durch ihre zentrale Stellung in der Purinbiosynthese ist die Folsaure fur die DNA-
Replikation essentiell notwendig und spielt daher insbesondere in der
Schwangerschaft, sowie bei sich haufig teilenden Zellen (z. B. Knochenmark) eine
entscheidende Rolle.

Des Weiteren agieren die Folsaure und ihre reduzierten Formen, das Dihydro- und
das Tetrahydrofolat (DHF, THF), als Ubertrager von Kohlenstoff in Form von Methyl-

, Methenyl-, Formyl- und anderen Resten bei zahlreichen biochemischen Reaktionen.

Auf Grund dieser mannigfachen Beteiligung an Stoffwechselvorgangen kann ein
Mangel an Folsaure zu schwerwiegenden Storungen im menschlichen Organismus
fuhren.

Diese Stérungen werden vor allem an sich schnell teilenden Geweben oder
Zellverbanden wie z.B. dem Blutbildenden System sichtbar.

Ein Folsduremangel aulert sich hier beispielsweise als hyperchrome makrozytare
Anamie. (209)

Eine weitere entscheidene Rolle spielt das Vitamin wahrend der Schwangerschaft fur
die Entwicklung des Embryos und hier in besonderem Mal3e fur die Entwicklung des

Nervensystems und seiner Strukturen.
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In zahlreichen Studien konnte so beispielsweise ein Zusammenhang zwischen
Folsaure-Mangel wahrend der Schwangerschaft und dem Auftreten von Neuralrohr-
Defekten bei den Neugeborenen nachgewiesen werden. (110, 100, 134)

In letzter Zeit wurde zunehmend auch ein Einfluss auf die Pravention der
Atherosklerose und die Entwicklung bzw. den Verlauf von Krebserkrankungen durch

Folsaure vermutet. (79, 89)

In einigen Studien wurde sogar ein Einfluss der Folsaure auf die kardiovaskulare

Morbiditat und Mortalitat angenommen. (197, 122)

3.4.2. Schliisselrolle der Folsaure im Homocysteinstoffwechsel

Wie bei der Beschreibung des Homocystein-Stoffwechsels bereits erkennbar wurde,
ist die Folsaure einer der wichtigsten Cofaktoren bei der Remethylierung von
Homocystein zu Methionin.

FUr unsere Untersuchungen von besonderem Interesse sind jedoch die
Beobachtungen einer Beeinflussung der Homocystein-Spiegel durch Folsaure-
Einnahme, auf die im Kapitel Hyperhomocysteinamie und deren Ursachen naher

eingegangen wird.
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3. 5. Fragestellungen und Zielsetzunqg der Studie

Zahlreichen Studien belegen, dass Stérungen des intrauterinen Wachstums einen
bedeutenden Risikofaktor fur eine erhéhte Mortalitat und Morbiditat in der
Neonatalperiode darstellen. (132, 228, 34)

Frihgeborene sind hiervon in besonderem Mal3e betroffen, wie die Ergebnisse
zahlreicher Forschungsgruppen zeigen. (35, 61)

Als Ursachen der intrauterinen Wachstumsretardierung kommen zahlreiche Faktoren
in Frage. Als ein mdglicher ursachlicher Faktor werden angeborene Thrombophilien
und darunter auch Stérungen im Homocysteinstoffwechsel diskutiert. (40, 207, 66)
Der Homocysteinstoffwechsel spielt eine zentrale Rolle im menschlichen Organismus
und wird von zahlreichen genetischen Faktoren wie beispielsweise Polymorphismen
im Gen der Methylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR) beeinflusst.

Gleichzeitig wird der Homocysteinhaushalt aber auch durch zahlreiche nutritive
Faktoren und hier insbesondere durch die Folsaure reguliert.

Inwieweit die genannten Einflussfaktoren des Homocytseinspiegels fiir die Atiologie
einer intrauterinen Wachstumsretardierung von Bedeutung sind, wird in der Literatur
bisher kontrovers diskutiert. (207, 66, 214)

Ziel unserer Studie ist es daher, den Einfluss von genetischen und nutritiven
Faktoren auf den Homocysteinspiegel bei Frihgeborenen mit einer intrauterinen
Wachstumsretardierung (IUGR) zu untersuchen.

Hierfur wurden auf der genetischen Ebene 2 Polymorphismen im MTHFR-Gen
untersucht und auf der biochemischen Ebene Bestimmungen der Homocystein- und

Folsaure-Plasma-Spiegel der Frihgeborenen vorgenommen.

Folgende Fragestellungen standen hierbei im Mittelpunkt unser Untersuchungen:

1.Themenkomplex: Verteilung der Polymorphismen im MTHFR-Gen und deren
Einfluss
a) Wie ist die Verteilung des C677T- und des A1298C-Polymorphismus im
Studienkollektiv?
b) Existieren Unterschiede in dem Auftreten der einzelnen Genotypen zwischen
Frihgeborenen mit einer IUGR und eutrophen Frihgeborenen?
c) Gibt es Unterschiede zwischen unseren Daten und der Haufigkeit des Auftretens

der Polymorphismen in der normalen Bevolkerung?
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2. Themenkomplex: Homocysteinspiegel

a) Gibt es Unterschiede in der Hohe der Homocysteinkonzentrationen zwischen
Frihgeborenen mit einer IUGR und eutrophen Frihgeborenen?

b) Zeigen sich Differenzen zwischen der Héhe der von uns gemessenen
Homocystein-Konzentrationen und den Konzentrationen in der normalen
Bevolkerung?

c) Besteht ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten der Polymorphismen im
MTHFR-Gen und dem Auftreten von erhéhten Homocystein-Konzentrationen im
Nabelschnurblut der Neugeborenen?

d) Gibt es signifikante Unterschiede in den Folsaure-Spiegeln
zwischen Fruhgeborenen mit einer IUGR und eutrophen Frahgeborenen?

e) Zeigen Neugeborene von Muttern, die wahrend der Schwangerschaft Folsaure
eingenommen haben, héhere Folsaure-Plasma-Spiegel als Kinder, deren Mutter
keine Folsaure eingenommen haben?

f) Besteht ein Zusammenhang zwischen den Homocystein- und den
Folsaurespiegeln der Frihgeborenen?

g) Gibt es eine signifikante Beziehung zwischen dem Gestationsalter der
Frihgeborenen und den Homocystein-Konzentrationen?

h) Hat mutterlicher Nikotinkonsum wahrend der Schwangerschaft einen Einfluss auf
die Homocystein-Konzentrationen der Kinder?

i) Zeigen sich signifikante Unterschiede in der Hohe der Homocystein-Spiegel
zwischen mannlichen und weiblichen Frihgeborenen?

j) Zeigen Fruhgeborene von Muttern mit arterieller Hypertonie signifikant hohere
Homocystein-Konzentrationen als Kinder, deren Mutter keine arterielle Hypertonie
wahrend der Schwangerschaft zeigten?

k) Liegen die Homocysteinkonzentrationen bei den Kindern aus der arteriellen

Hypertonie-Gruppe umso hoher, je niedriger das Geburtsgewicht der

Frihgeborenen ist?

3. Themenkomplex: Einflussfaktoren auf das Geburtsgewicht der Frihgeborenen
a) Besteht ein Zusammenhang zwischen dem Vorliegen eines der beiden
Polymorphismen im MTHFR-Gen und dem Geburtsgewicht der

Frihgeborenen?
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b) Existiert eine signifikante Beziehung zwischen dem Homocysteinspiegel und dem
Geburtsgewicht der Frihgeborenen?

c) Welche der untersuchten Merkmale haben einen signifikanten Einfluss auf das
Geburtsgewicht der Frihgeborenen?

d) Fur welches Merkmal lasst sich die grofite Einflussnahme nachweisen?

4. Themenkomplex: Einflussfaktoren auf die Entstehung einer IUGR

a) Besteht ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten des C677T oder des
A1298C Polymorphismus im MTHFR-Gen und dem Vorliegen einer IUGR?

b) Welche der untersuchten Merkmale haben einen signifikanten Einfluss auf die
Entstehung einer IUGR?

d) Fur welches Merkmal lasst sich die grofdte Einflussnahme nachweisen?
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4. Material und Methoden
4.1. Patientenkollektiv:

In unserer Studie untersuchten wir die klinischen, genetischen und biochemischen

Daten von insgesamt 149 Neugeborenen, die wahrend des Studienzeitraumes von
September 2005 bis Januar 2008 in der Universitatsklinik fir Gynakologie und
Geburtshilfe des Universitatsklinikums des Saarlandes geboren wurden.

Bei den von uns ausgewahlten Studienteilnehmern handelt es sich ausschlief3lich um
Frihgeborene mit einem Gestationsalter zwischen 32+0 Schwangerschaftswochen
(SSW) und 36+6 SSW.

Das Gestationsalter wurde nach der Menstruationsanamnese oder mit Hilfe der
pranatalen Ultraschalluntersuchung in der Frihschwangerschaft (10.-12. SSW)
bestimmt.

Das durchschnittliche Gestationsalter aller an der Studie teilnehmender
Frihgeborener lag bei 35,00 [32,0-36,9] Schwangerschaftswochen.

Das durchschnittliche Geburtsgewicht betrug 2300,00 [1240-3900] g, wobei es zu
beachten gilt, dass sich unter den teilnehmenden Kindern 65 Zwillingsfrihgeborene
und 2 Drillingsparchen befinden.

Ursachlich fur die gro’e Anzahl an Mehrlingsschwangerschaften ist, dass unsere
Untersuchungen an einem Perinatalzentrum durchgefuhrt wurden, wo generell ein
hoherer Anteil an Risikoschwangschaften betreut wird.

Eine weitere Ursache ist sicherlich auch in der Tatsache zu sehen, dass das von uns
gewahlte Gestationsalter als Einschlusskriterium flr unsere Studienteilnehmer, dem
Alter entspricht, in dem normalerweise ein Grof3teil der Zwillingspaare geboren
werden.

Bei den in die Studie aufgenommen Patienten handelt es sich fast ausschliel3lich um
Kinder von Eltern mit kaukasischer Abstammung aus Deutschland, Amerika,
Russland, der Turkei, Tschechien und Holland.

Lediglich bei 2 Kindern war ein Elternteil asiatischer Herkunft.

Mit Hilfe eines standardisierten Fragebogens wurden prospektiv die klinischen Daten
der Frihgeborenen erhoben.

Jedem Teilnehmer wurde eine anonyme ID-Nummer zugewiesen, deren Bezug zu

dem jeweiligen Patienten nur durch die Studienleitung zu erkennen war und die
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schriftliche Einverstandniserklarung der Eltern zur Teilnahme an der Studie wurde
eingeholt.
Das Verfahren wurde vor Beginn der Untersuchungen durch die Ethikkommission

des Saarlandes genehmigt.

4.2. Erfassunqg der klinischen Daten der Studienteilnehmer

4.2.1. Erfassung der klinischen Daten der Friihgeborenen

Die klinischen Daten der Kinder wurden nach deren Entlassung aus dem
Kinderzimmer oder aus unserer Kinderklinik aus den Patientenakten entnommen und
in einem standardisierten Datenbogen festgehalten.

Im ersten Abschnitt dieses Fragebogens wurden allgemeine Angaben wie Name,
Vorname, Geburtsdatum, Geschlecht und Auftreten von
Mehrlingsschwangerschaften notiert.

Der darauffolgende Abschnitt beschaftigt sich mit dem Schwangerschaftsverlauf und
den Besonderheiten wahrend der Schwangerschaft, sowie den perinatal wichtigen
Daten wie z.B. dem Geburtsmodus, dem Gestationsalter, dem Geburtsgewicht, der
Korperlange, dem Kopfumfang, den APGAR-Werten nach 1,5 und 10 Minuten und
dem Nabelschnur pH-Wert.

Im Anschluss daran folgen Angaben zu Auffalligkeiten oder Fehlbildungen,
postnatalen Komplikationen, Notwendigkeit einer Beatmung oder CPAP-Therapie mit
Beatmungs- bzw. CPAP-Therapiedauer, Bedarf an Sauerstoff mit Angabe des
maximalen Bedarfes und der Bedarfsdauer sowie Notwendigkeit einer Surfactant-
Gabe.

Weiterhin wurde auf das Auftreten eines Atemnotsyndroms (ANS) mit Angabe des
Schweregrades, auf das Auftreten einer intraventricularen Hamorraghie (IVH) und
einer FrUhgeborenenretinopathie jeweils mit Stadienangaben geachtet.

Der letzte Abschnitt des Patiententeils des Datenerhebungsbogens beschaftigt sich
mit dem Vorliegen eines potentiellen infektiologischen Geschehens, mit einem
besonderen Augenmerk auf einer fraglichen konnatalen Sepsis oder Pneumonie.
Hierzu wurden Laborwerte wie beispielsweise das maximale CRP, das maximale iT-
Ratio, der Keimnachweis in einer Blutkultur aber auch falls vorhanden der

Procalcitonin-Spiegel zu Rate gezogen.
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Weiterhin wurde untersucht, ob eine Gabe von Antibiotika im Rahmen einer
potentiellen Infektion erfolgt ist, und ob ein radiologischer Befund Hinweise auf eine
vorliegende Pneumonie zeigte.

Zum Schluss wurden samtliche weiteren Therapiemalinahmen wie z.B.
Medikamentengaben, Operationen, Phototherapie etc. aufgezahlt und die
Gesamtdauer des stationaren Aufenthaltes, sowie, falls erfolgt, die Verweildauer auf
der Kinderintensivstation angegeben.

4.2.2. Erfassung der laborchemischen Daten der Friuhgeborenen

In dem darauf folgenden Abschnitt des Datenerhebungbogens wurden Auszlige aus
den Labordaten der Fruhgeborenen festgehalten.

Beachtet wurden hierbei Hamoglobin- und Hamatokrit-Werte, sowie die Zahl der
Leukozyten bei der ersten Blutentnahme nach der Geburt.

Weiterhin wurden die Werte fir Retikulozyten, Normoblasten und der maximale
Bilirubinwert wahrend des stationaren Aufenthaltes angegeben.

Ebenfalls in diesem Abschnitt wurden die Ergebnisse der genetischen
Untersuchungen auf die MTHFR-Polymorphismen C677T und A1298C, sowie die
Ergebnisse der biochemischen Messungen der Homocystein- und Folsaurespiegel

festgehalten.

4.2.3. Erfassung der Daten der Eltern

Der GroRteil der klinisch wichtigen Daten der Eltern wurde im Rahmen eines
Gesprachs von den Eltern erfragt und in dem Datenerhebungsbogen festgehalten.
Bei Unklarheiten, sowie zur Vervollstandigung der Medikamentenanamnese der
Mutter und zur Klarung eines potentiellen Vorliegens eines

Amnioninfektionssyndroms, wurden die mutterlichen Patientenakten eingesehen.

4.2.3.1. Erfassung der miitterlichen Daten

Die Erhebung der mutterlichen Daten erfolgte in ahnlichem Aufbau wie zuvor schon
die Erhebung der kindlichen Daten.

Zu Beginn wurden allgemeine Angaben wie Name, Vorname, Geburtsdatum,
Ethnizitat, Nationaliat, Schulabschluss, Beruf und Korpergroflie erfragt.

Darauf folgten Angaben zu Kdérpergewicht vor der Schwangerschaft und unmittelbar

vor der Geburt, Anzahl der Schwangerschaften und evtl. vorhandene Aborte oder
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Totgeburten, Geburtsmodus und Entstehung der Schwangerschaft: spontan, ICSI
oder IVF.

Als nachstes wurde nach dem Auftreten eines vorzeitigen Blasensprunges und nach
einer potentiell durchgeflhrten Lungenreifung gefragt.

Weiterhin wurden Angaben zum Rauchverhalten generell und wahrend der
Schwangerschaft, sowie uber die Durchfuhrung eines oralen Glucose-Toleranztestes
mit Ergebnissen gemacht.

Die Mutter wurden aufderdem nach dem Vorliegen einer Erkrankung im Allgemeinen
und speziell nach dem Vorliegen eines Diabetes mellitus, einer arteriellen Hypertonie
und einer Allergie, sowie eventuell erfolgten Therapien dieser Erkrankungen befragt.
Zum Schluss wurde die Einnahme von Medikamenten wahrend der
Schwangerschaft mit einem besonderen Augenmerk auf der Einnahme von Folsaure

vermerkt.

4.2.3.2. Erfassung der vaterlichen Daten

Die Vater der Studienteilnehmer wurden in allgemeinen Teil ebenfalls zu Name,
Vorname, Geburtsdatum, Ethnizitat, Nationalitat, Schulabschluss, Beruf, Gro3e und
Kdrpergewicht befragt.

Des Weiteren wurden sie nach potentiell vorhandenen Erkrankungen befragt.
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4.3. Labortechnische Gerate, Chemikalien, Puffer,

Losungen, Kits und Verbrauchsmaterialien

4.3.1. Labortechnische Gerate

Gerateart Geratebezeichnung Herstellerfirma
Kahlblock Kihlblock Eppendorf AG, 22339 Hamburg
Photometer Bio-Photometer Eppendorf AG, 22339 Hamburg
Pipetten Reference autoclavable, Eppendorf AG, 22339 Hamburg
Physio Care Concept:
Probenvolumen: 0.5-10 pl
0,1-2.5 pl
10-100 pl
100-1000 pl
TagMan 7500 Real Time PCR-System Applied Biosystems, Weiterstadt
Thermometer Digitalthermometer GTH 1200 Greisinger Electronic GmbH, 93128 Regenstauf
Thermoblock Ori-Block OB-3 Techne
Vortexer 1 VWR lab dancer S40 1P42 VWR, Batavia, IL 60510
Vortexer 2 Vibrofix VF1 Electronic Janke&Kuntzel, IKA-Werk, Staufen
Andreas Hettich GmbH & Co.KG, 78532
Zentrifuge EBA 12 Tuttlingen
Zentrifuge Centrifuge 5804 Eppendorf AG, 22339 Hamburg

Tabelle 2 : Labortechnische Gerate

4.3.2. Chemikalien, Puffer und Losungen

Chemikalie, Puffer oder Lésungen

Bezugsquelle

Aqua ad iniectabilia

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Ethanol absolut PA
Puffer AE

Puffer AL

Puffer AW1

Puffer AW2
Proteinkinase K

Riedel-de Haen Laborchemikalien GmbH, Seelze
QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden

Tabelle 3: Chemikalien, Puffer und Losungen

4.3.4. Kits

Bezeichnung

Inhalt

Bezugsquelle

QlAamp ® DNA Mini Kit

QlAamp Spin Columns
Collection tubes (2ml)
Buffer AL

Buffer ATL

Buffer AW 1

Buffer AW 2

Buffer AE

Proteinase K

QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden
QIAGEN GmbH, Hilden

Tabelle 4: Kits
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4.3.4. Master- und Assay-Mixe fiir die TagMan-PCR

Bezeichnung Inhalt Bezugsquelle
TagMan Universal PCR AmpliTaq Gold DNAPolymerase Applied Biosystems,
Mastermix (P/N 4304437) Amp Erase UNG Weiterstadt

TagMan® SNP Genotyping
Assay fur die Mutation C677T
(P/N 4331183)

TagMan® SNP Genotyping
Assay flr die Mutation A1298C
(P/N 4331349)

dNTPs with dUTP

passive Reference Dye (ROX dye)
optimized buffer components
MgCI2

2 unlabelled PCR primers: forward and reverse
1 VIC® dye — MGB labeled probe detects

the Allele 1 sequence

1 6FAM™ dye — MGB labeled probe detects
the Allele 2 sequence

2 unlabelled PCR primers: forward and reverse
1 VIC® dye — MGB labeled probe detects

the Allele 1 sequence

1 6FAM™ dye — MGB labeled probe detects
the Allele 2 sequence

Applied Biosystems,
Weiterstadt

Applied Biosystems,
Weiterstadt

Tabelle 5: Master- und Assay-Mixe fir die TagMan-PCR

4.3.5. Einwegmaterialien

Bezeichnung

Bezugsquelle

EDTA-Blutrohrchen

Einmal- Handschuhe, Reha-Soft,Powderfree

Sterile Einmal-Kanulen: Sterican
Einmal-Kuvetten, UV-transparent, Lichtweghdhe 8.5 -

10mm
Optical 96-Well reaction Plate
Optical Adhesive Cover

Pipettenspitzen mit und ohne Filter: Biosphere

Melsungen

max. Probenvolumen: 10 ul (farblos) Wertheim

200 pl (gelb)
1000 pl (blau)

Ruhr-Spatel

Reagiergefalle 0,5 und 1,5 ml aus PP (PCR-clean )

und nicht-PCR-clean)

Sarstedt AG & Co, Numbrecht
Paul Hartmann AG, Heidenheim
B. Braun Melsungen AG,

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht
Applied Biosystems, Weiterstadt
Applied Biosystems, Weiterstadt

Plastibrand: Brand GmbH + Co KG,

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht
Sarstedt AG & Co, Nimbrecht

Tabelle 6: Einwegmaterialien
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4.3.6. Primer und Sonden
4.3.6.1. Primerdesign:

Polymorphismus | Kennung | Primerart |Primersequenz

cer7T rs1801130 |* *
forward

A1298C rs1801131 | primer 5'-GGA GGA GCT GCT GAA GAT GTG-3'
reverse 5'-TGG TTC TCC CGA GAG GTA AAG A-
primer 3

Tabelle 7: Primerdesign

* Die Sequenzen der Primer sind nur der Firma Applied Biosystems bekannt,
die Primer sind enthalten in dem TagMan® SNP Genotyping Assay fur die
Mutation C677T mit der Artikel-Nummer: 4331183

4.3.6.2. Sondendesign:
Die Sequenzen der Sonden sind ebenfalls nur der Firma Applied Biosystems bekannt

und wurden von uns einsatzbereit direkt von Apllied Biosystems bezogen.

4.4. Untersuchungsmethoden

4.4.1. Gewinnung des venosen Nabelschnurblutes

Bei allen Probanden wurde unmittelbar nach der Geburt mittel einer sterilen
Einmalkanule und Einwegspritze 1-2 ml EDTA-Blut aus der Nabelschnurvene
entnommen.

Die Proben wurden innerhalb der ersten 2 Stunden nach Entnahme abzentrifugiert
und Plasma und korpuskulare Bestandteile von einander getrennt.

Die Proben wurden mit der jeweiligen ID-Nummer des Studienteilnehmers versehen

und im Gefrierschrank bei -20°C bis zu ihrer Weiterverarbeitung aufbewahrt.

4.4.2. DNA-Extraktion und Photometrische Bestimmung des DNA-
Gehaltes

Die Extraktion der DNA erfolgte mit dem QIAamp® DNA Blood Mini Kit der Firma
Qiagen aus 200 pl Vollblut nach den Angaben des Herstellers.

Das Prinzip der DNA-Extaktion besteht im Wesentlichen aus folgenden Schritten:
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Zuerst werden die Blutzellen im Lysinpuffer durch Zugabe einer

Proteinkinase K aufgebrochen. Anschlief3end wird ein Puffermedium und Ethanol
zugegeben und das Gemisch nach mehreren Inkubations- und
Zentrifugationsschritten auf eine Spinsaule pippetiert.

Hierbei kommt es zu einer Adsorption der DNA durch die QlAamp-Membran der
Spinsaule.

Die nun folgenden Schritte bestehen aus mehrfachen Zugaben verschiedener
Pufferlésungen und zahlreichen Zentrifugationsgangen und dienen alle der
Reinigung der DNA und der Entfernung von Nebenprodukten.

Zum Schluss kommt es, nach der Zugabe eines letzten Puffers, zur Eluierung der
membrangebundenen DNA, die daraufhin im Filtrat gelost vorliegt.

Im Anschluss verdinnten wir die erhaltene DNA im Verhaltnis von 1:26 mit Aqua
dest., bestimmten mit Hilfe eines Photometers die DNA-Konzentration in ng/ul Filtrat,
sowie die Reinheit des Filtrates durch Messung der optischen Dichte bei 260 und 280
nm.

Zur weiteren Bearbeitung wurden die Filtrate mit einer ID-Nummer versehen und
ebenfalls bei -20 °C im Gefrierschrank gelagert.

Die bei einer Wellenlange von 260 nm gemessene Adsorption, welche dem
Adsorptionsmaximum der DNA entspricht, ist der in der Probe enthaltenen DNA-
Menge direkt proportional.

Durch die Adsorptionsmessung bei 280 nm, entsprechend dem
Adsorptionsmaximum fur Proteine, sowie der Berechnung des Quotienten der
Adsorptionen A260/A280, konnte eine Aussage uber eine eventuelle Verunreinigung
des Filtrates mit Proteinen gemacht werden.

Reine DNA zeigt hierbei ein Adsorptionsverhaltnis A260/A280 von 1,7-1,9.
Weiterhin wurde auch noch die Adsorption bei 230 nm und der Adsorptionsquotient
A260/A230 bestimmt, der ebenfalls eine Beurteilung des Reinheitsgehaltes erlaubt

und moglichst gegen 0 tendieren sollte.
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Abbildung 7: Protokoll der Spin-Variante des QlAamp DNA Blood Mini Verfahrens
Quelle: Handbuch fir QlAamp DNA Mini Kits und QlAamp DNA Blood Mini Kits 10/2002
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4.4.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

4.4.3.1 .Grundlagen der konventionellen PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion ist in eine in-vitro Methode zur Vervielfaltigung einer
spezifischen DNA-Ziel-Sequenze und wurde Mitte der achtziger Jahre von Kary B
Mullis entwickelt. (127)

Mit dieser Technik ist es mdglich bestimmte Expressionmuster von Genen zu
charakterisieren, sowie bestimmte DNA-Strukturen nachzuweisen und zu
analysieren.

Der Ablauf der Polymerase-Kettenreaktion entspricht der DNA-Replikation in vivo, bei
der ein Enzym, die sog. DNA-Polymerase, entlang einer Nukleinsaurenmatrix, der
Template-DNA, den dazu komplementaren Strang synthetisiert.

Fur die PCR wird eine Tag-Polymerase verwandt, die sehr hitzeresistent ist und
entweder aus dem Eubakterium Thermus aquaticus gewonnen oder gentechnisch

hergestellt wird. (183, 19)

Neben Polymerase und Nukleotiden werden fir die Durchfiuhrung einer PCR Primer
als Startermolekule/Ansatzpunkte fur die DNA-Polymerase bendtigt.

Primer sind einzelstrangige synthetisch hergestellte Oligonukleotide.

Bei einer Polymerase-Kettenreaktion wird der Bereich, der vervielfaltigt werden soll,
das Amplikon, durch ein gegenlaufig orientiertes Primerpaar, bestehend aus einem
Forward- (Sense-) und einem Reverse-(Antisense-)Primer, eingerahmt.

Die Sequenz zwischen den Primern wird durch die DNA-Polymerase vervielfaltigt.
Die entsprechenden Primer werden hierflr mit einem Primer-Design-Programm
erstellt und mussen fur ein optimales PCR-Ergebnis bestimmte Kriterien erflllen.

So sollten sie aus mindestens 18 und héchstens aus 30 Nukleotiden bestehen und
der Guanosin (G) und Cytosin (C)- Gehalt sollte bei 40-60% liegen. Wiederholungen
von drei oder mehr G oder C, bzw. das Vorliegen eines T am 3’-Ende sollten
vermieden werden.

Weiterhin sollte das eingeschlossene Amplikon zwischen 100 und 150 Nukleotiden
grof} sein und beide Primer die gleiche Schmelztemperatur von ca. 60 °C aufweisen.
AuRerdem sollten die Primer weder stabile Sekundarstrukturen noch Dimere bilden
kdnnen, weshalb Komplementaritdten zwischen den Primern und innerhalb der

Primer vermieden werden sollten.
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Falls mdglich, sollten die Primer weiterhin eine Exon-Exon-Schnittstelle

Uberspannen. ( 148, 158, 5)

Das Verfahren der Polymerase-Kettenreaktion basiert auf der wiederholten Abfolge
verschiedener Temperaturzyklen, in denen jeweils nacheinander die drei Schritte
Denaturierung, Anlagerung (Annealing) und Verlangerung (Extension) ablaufen.
Die genannten Schritte werden in sog. Thermocyclern durchgefuhrt.

Zuerst wird die zu amplifizierende DNA-Matrize durch eine Temperaturerhéhung
denaturiert. Der DNA-Doppel-Strang I6st sich auf und es entstehen zwei
einzelstrangige Template-DNA-Strange.

Somit wird die Anlagerung/Hybridisierung der Primer im nachsten Schritt an die
komplementaren Sequenzen des DNA-Einzelstranges ermdglicht.

Nach Bindung an die komplementare Basensequenz des Amplikons legt der Primer
den Startpunkt am 5’-Ende des neu zu synthetisierenden DNA-Stranges fest.

Als nachstes katalysiert die DNA-Polymerase, ausgehend vom 5’-Ende, eine
Amplifikation in Richtung des 3’-Endes und es kommt zur Anlagerung einzelner

komplementarer Nukleotide bis zum Ende der Sequenz.

| | | I | I | | vorhandene OHNA

Denaturieram bel 94 %C

3 5
| i
I___I_I_I_I_I_LLI___..
& 3 Annesaling [ S1-65°C )
3 v =Hildung doppelzirdngiger Nuclelinsdura-
& bkereiche aus zwel Einzelstrangen
T I -gemaknt izt hiar die Primarbdndung
| [
5 ‘ 3
3 5
1 1 Taq -Polymerase [ TEC)
LLLITINT) g tlaatitdloird I kann Einzelstrang nur zum Doppelsirang
5 3 fertig 2ussmmensetzen wenn cin Anfeng:s-
2 punkt - Primer - vorhanden ist
3 5
- TETTTTIT® TITTTITITT}
! i
- I

Abbildung 8: Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion

Quelle: www.bioron.net
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Pro Zyklus kommt es auf diese Weise zu einer Verdoppelung der urspringlich
vorhandenen Menge an Ziel-DNA.

Gegen Ende des PCR-Laufes geht die DNA-Vermehrung von ihrer exponentiellen
Phase allmahlich in eine Plateau-Phase uber.

Ursachen hierfur sind einerseits abnehmende Mengen an bendtigten Substraten, wie
z.B. Nukleotiden oder Primern, und anderseits zahlreiche weitere Faktoren, wie
beispielsweise Enzymdenaturierungen oder die sog. Endproduktinhibition, bei der es
zu einer Hemmung der Polymerase durch enstehende Pyrophospahte und

doppelstrangige DNA kommt. (75, 83)

Zusammenfassend werden fur die Durchfuhrung einer PCR folgende Komponenten
bendtigt:
- zu kopierende DNA-Matrize/Template-DNA
- DNA-Polymerase
- 2 verschiedene Primer
- Desoxynukleotide: Gemisch aus Desoxynukleotidtriphosphaten (ANTPs =
dATP, dTTP, dCTP, und dGTP)

- geeignetes Puffermedium

Normalerweise stehen die dNTPs, der Puffer und die Polymerase als fertige Losung

in Form eines Mastermixes zur Verfigung. (5)

4.4.3.2. Grundlagen der Real-time PCR mittels TagMan-Technologie
Bei der Real-time PCR mittels TagMan-Technologie handelt es sich um eine

Weiterentwicklung der konventionellen PCR, die einige Vorteile, sowie eine enorme
Zeitersparnis und Arbeitserleichterung mit sich gebracht hat.

Die Real-time PCR bietet im Gegensatz zur konventionellen PCR die Mdglichkeit,
sowohl einen qualitativen, als auch einen quantitativen Nachweis des PCR-
Produktes zu erreichen.

Ein weiterer entscheidender Vorteil dieses Verfahrens liegt darin, dass hierbei die
Messung der PCR-Produkte bereits wahrend der Amplifikation mit Hilfe von
fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden erfolgen kann und nicht erst nach Abschluss
der PCR.

Des Weiteren ist bei diesen Verfahren das Kontaminationsriskio deutlich geringer, da

Amplifikation und Detektion in einem geschlossenen System ablaufen.
61



Aulerdem muss keine Nachbearbeitung der PCR-Produkte zur Detektion erfolgen,
woraus eine erheblichen Zeitersparnis, sowie ebenfalls eine Verringerung des

Kontaminationsrisikos resultieren. (44, 97)

FUr die Durchfuhrung einer Real-Time-PCR wird zuzatzlich zu den Komponenten
einer konventionellen PCR eine weitere Oligonukleotid-Sequenz, die sogenannte
Sonde oder TagProbe, bendtigt.

Bei dieser Sequenz handelt es sich um fluorophormarkierte Oligonukleotide, die
komplementar zu einer bestimmten Sequenz des zu amplifizierenden DNA-
Abschnittes sind.

Aufgrund der Tatsache, dass diese Sonden nur an bestimmte Sequenzen binden,
sind sie hochspezifisch und sehr sensitiv.

Die Sonde wird so gewahlt, dass sie zwischen den beiden Primern hybridisiert und
an ihrem 3’-Ende mit einer Phospaht-Gruppe blockiert ist. Hierdurch wird verhindert,
dass die Sonde selbst durch die Polymerase verlangert wird.

Die Sonde ist aulRerdem an ihrem 5’-Ende mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Reporter;
engl. To report: berichten) und an ihrem 3’-Ende mit einer fluoreszenzausloschenden
Verbindung (Quencher; engl. To quench: |I6schen) markiert.

In unseren Experiementen wurde das Fluoreszin Derivat FAM am 5’-Ende als
Reporter und das Rhodamin-Derivat VIC am 3’-Ende als Quencher eingesetzt.

Der Quencher am 3’-Ende unterdrtckt hierbei, bei bestehender raumlicher Nahe
zwischen Quencher und Reporter, die Fluoreszenz des durch Licht angeregten

Reporters am 5’-Ende der Sonde.

Im Falle des Vorhandenseins der Zielsequenz im PCR-Ansatz binden sowohl die
Primer, als auch die Sonde komplementar an diese Sequenz.

Im nachsten Schritt verlangert die DNA-Polymerase die spezifisch gebundenen
Primer und sto3t dabei nach einer gewissen Zeit auf die zwischen den beiden
Primern spezifisch gebundene Sonde.

Der Aufbau der Sonden basiert auf dem Prinzip des Fluoreszenz Resonanz Energie
Transfers (fluorescent resonance energy transfer, FRET).

Hierbei handelt es sich um ein physikalisches Phanomen zwischen zwei fluorogenen
Molekulen, die sich in einem bestimmten Abstand zu einander befinden und

uberlappende Emmissions- und Absorptionsspektren besitzen.
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Ein Donor-Fluorochrom (Reporter) gibt hierbei bei Anregung durch eine Lichtquelle
einen Teil seiner Energie an ein sich in ausreichender Nahe befindliches Akzeptor-
Molekul (Quencher) weiter.

Das Reporter-Signal wird gequencht, d.h. geléscht.

Das Akzeptormolekul reagiert darauf mit der Emission von Licht einer bestimmten
Wellenlange.

Das Fluoreszenzsignal des Quenchers ist also deutlich sichtbar, wahrend das Signal
des Reporters stark erniedrigt ist, solange Reporter und Quencher sich in rdumlicher

Nahe zueinander befinden.

Aufgrund der Tatsache, dass die DNA-Polymerase neben ihrer 5’-3’-DNA-
Polymeraseaktivitat auch noch eine 5’-3’-Exonuklease-Aktivitat besitzt, wird die
Sonde ebenfalls schrittweise abgebaut.

Die Exonuklease-Aktivitat ist doppelstrangspezifisch, so dass nur gebundene
Sonden abgebaut werden.

Durch das Zerschneiden der Sonde kommt es zu einer raumlichen Trennung
zwischen Fluoreszenzfarbstoff (Reporter) und Quencher und der FRET kann nicht
mehr stattfinden.

In der Folge konnen neben den Quencher-Signalen nun auch die von dem
Reportermolekll nach Anregung durch Licht ausgesandten Fluoresezenz-Signale
detektiert werden.

Das Reporter-Signal wird folglich starker sichtbar und das Quencher-Signal
schwacher.

Ursache hierfur ist die Tasache, dass im Laufe der PCR-Reaktion das Reporter-
Signal entsprechend der Amplifikation des PCR-Produktes immer weiter ansteigt, da
immer neue Reportermolekile freigesetzt werden.

Der Anstieg des Fluoreszenzsignales ist dem Zuwachs des PCR-Amplifikates dabei
direkt proportional. (117)

Es stellt somit ein Malf3 fur den Fortschritt der PCR-Reaktion dar und kann im

Reaktionsverlauf kontinuierlich gemessen und aufgezeichnet werden. (49, 69, 73, 179,
197)
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1. Sequenzspezifische Anlagerung der Sonde und der PCR-Primer (Abbildung
zeigt die Anlagerung des Forward Primers)

3. PCR-Produkt wird vollstédndig synthetisiert, die Farbstoffe getrennt

4. In Abhangigkeit von der Zahl freigesetzter Reportermolekile wéachst das
Reporter-Signal

Abbildung 9: EinfluB der 5’-3’-Exonuklease Aktivitat der AmpliTag DNA Polymerase auf eine
Fluorogene Sonde wahrend der Extensionsphase einer TagMan PCR

Quelle: 7700 SDS Workshop Einfiihrung in die Real-Time TagMan PCR-Technologie Vers. 2.1
Dr. Thomas A. Schild Applied Biosystems GmbH Weiterstadt

64



Die TagMan Chemie

Siart dor Syrihose
. [ ] » B
—_'-
L) |
i ] * Foporier, niohi goguancihed
e
w (FASA, VIC)
Strangvardringung 9 ® RN, 995 VAN, VIGH
__ % L | @ Cusncher [TAMRA)
b B
i ¥
‘-i' = i * [*‘
Strangnahnif * E;ﬁnllﬁ—-ﬂmhw
(1] ¥ . o
[ L
] L]
§ L]
& —
Absohiul der Synthess * ]
FP = lormand primer s ol
AP = roverse primar T 3
P = proba | Sonda i ¥
- [

L fArrlaar

Abbildung 10: Prinzip der TagMan-PCR

Quelle: www.appliedbiosystems.com

Ahnlich dem Primerdesign muss auch eine TagMan-Sonde bestimmte
Voraussetzungen erflllen und wird ebenfalls computergestitzt ermittelt.

Wichtig fur das Sondendesign ist, dass die Schmelztemperatur der Sonde um ca. 10
°C hoher als die Schmelztemperaturen der verwendeten Primer liegt, sowie der GC-
Gehalt der Sonde zwischen 20 und 80 % liegt.

Weiterhin sollte ihre Gesamtlange idealerweise zwischen 20 und 40 Basenpaaren
liegen und an ihrem 5’-Ende sollte sich kein Guanin (G) befinden, da Guanin einen
Quenching-Effekt aufweisen kann.

Abgesehen davon durfen nicht mehr als 3 gleiche Nukleotide in Folge in der
Sondensequenz auftreten und eine Komplementaritat des Sonden-Designs zu den
PCR-Primern sollte vermieden werden.

Das 3’-Ende ist wie bei den Primern durch eine Phosphatgruppe blockiert. (39, 164)
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4.4.3.3. Durchfuhrung der TagMan-PCR
Vor der Durchfuhrung der TagMan-PCR wurden die DNA-Filtrate mit aqua dest.

soweit verdunnt, dass in jeder der zu untersuchenden Proben die gleiche DNA-
Konzentration von 5 ng/pl Probenvolumen vorlag.
Anschlieend wurde fur jede Probe ein PCR-Ansatz erstellt.
Dieser bestand jeweils aus:

- 10 pl TagMan Universal Master Mix

- 0,5 yl Assay Mix fur die jeweils zu untersuchende Mutation

- 5,5, ul DNA freies aqua dest.
entsprechend einem Gesamtprobenvolumen von 16 pl.
Im nachsten Schritt wurde die PCR-Ansatze jeweils in doppelter Ausfihrung in die
zugeordneten Wells der TagMan-96-Well-Platte pipettiert, die sich zu diesem
Zeitpunkt auf einem Kuhlblock befand, um einen vorzeitigen Reaktionsbeginn zu
verhindern.
Anschliellend wurde zu 47 der Ansatze pro Well je 4 ul der entsprechenden DNA-
Probe hinzu gegeben.
Zwei PCR-Ansatze dienten als Nullwerte bzw. Kontrollen der Messergebnisse und
wurden mit NTC (non template controls) bezeichnet.
In diesen Fallen wurde in die Wells anstelle von DNA, DNA freies aqua dest.
pipettiert.
Nach Abschluss aller Pipettierschritte wurde die Opticell-Well-Platte mit einer
Schutzfolie Uberzogen und zur Durchmischung der einzelnen Komponeten sowie
zum Absinken der Substanzen auf den Boden der Wells zentrifugiert. Im Anschluss
wurde die Platte in das TagMan-Gerat gestellt und mithilfe des 7500 Real Time PCR-

Systems der Firma Applied Biosystems nach folgendem Schema analysiert:

Reaktionsschritte Reaktions- | Reaktions-|| Anzahl der
temperatur | dauer Wiederholungen /Zyklen
Initiierung 50°C 2 min 1x
Aktivierung der
TagPolymerase 95°C 10 min 1x
und initiale Denaturation
Denaturierung 92°C 15 sec 40x
Annealing und Extension 60°C 1 min 40x
abschlielenden Extension 60°C wenige sec || 1x

Tabelle 8: Reaktionsablauf der TagMan-PCR
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Nach Abschluss der einzelnen Messschritte konnte anhand der gemessenen
Ergebnisse eine Aussage Uber den Mutationsstatus der einzelnen Probanden

gemacht werden.

4.4.4. Bestimmung der Homocysteinkonzentration mittels

Fluoreszenz-Polarisations-Immunoassay (FPIA)

Die Bestimmung der Homocysteinkonzentrationen aus den Plasmaproben erfolgte im
Institut fUr klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin-Zentrallabor der Universitat
des Saarlandes mit Hilfe eines Fluoreszens-Polarisations-Immunoassays (FPIA).
Bei dieser Methode handelt es sich um ein indirektes, homogenes Immunoassay, bei
dem die zu untersuchende Probe mit einem Tracer kompetitiv um die Bindung an
einen geldsten freien Antikdrper konkurriert.

Der Tracer ist hierbei mit einem Flurophor markiert und wird mit polarisiertem Licht
angeregt.

Je nach der Menge an Tracern, die an den Antikorper gebunden sind, hat das
polarisierte Licht entweder einen hohen, oder einen niedrigen Polarisationsgrad.
Enthalt die zu untersuchende Probe eine hohe Konzentration des zu bestimmenden
Analyten, so kann weniger Tracer an den Antikdrper gebunden werden.

Je hoher die Konzentration des zu untersuchenden Stoffes ist, desto weniger Tracer
bindet an den Antikorper, und desto niedriger ist demzufolge der Polarisationsgrad
des emittierten Lichtes.

Aus dem Polarisationsgrad des emittierten Lichtes / der Intensitat des emittierten
Fluoreszenzlichtes, kann die Probenkonzentration berechnet werden.

In unserem Falle wurde mittels des Axsym System der Firma Abbott die Gesamt-
Homocystein-Konzentration in den Plasma-Proben der Frihgeborenen quantitativ
bestimmt.

Hierbei handelt es sich um eine vollautomatisierte Methode, die im Wesentlichen in
drei Schritten erfolgt.

Zuerst mussen die Uber Disulfidbriicken gebundenen Homocystein-Formen
(Homocystin, gemischte Disulfide und proteingebundene Homocystein-Formen) zu

freiem Homocystein reduziert werden.
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Zu diesem Zweck wird der Probe Dithiothreitol (DTT) zugesetzt, das die Reduktion zu

freiem Homocystein katalysiert.

HCY-SS-HCY (Homocystin)

DTT
R1-SS-HCY (R1=Thiolgruppe) — HCY
Protein-SS-HCY

Das freie Homocystein wird anschlieend durch die SAH-Hydrolase enzymatisch
unter Zugabe von Adenosin im Uberschuss zu S-Adenosylhomocystein und Wasser

umgewandelt.

HCY + Adenosin SAH-Hydrolase SAH+Wasser

Im anschlieenden Immunoassay konkurriert SAH mit einem Tracer-Molekul
(Fluorescein markiertes S-Adenosyl-Cystein) um die Bindungsstellen an einem
monoklonalen anti-SAH-Antikorper.

Der Antikorper erkennt spezifisch Homocystein.

Die Intensitat des emittierten Fluoresenzlichtes wird von dem Gerat gemessen.

Das Messsignal ist hierbei umgekehrt proportional zur Analytkonzentration.

Aus diesem Verhaltnis kann das Gerat die gesuchten Homocystein-Konzentrationen

berechnen.

4.4.5. Bestimmung der Folsaure-Konzentration mittels kompetitivem
Chemilumineszenz-immunoassay (CLIA)

Die Bestimmung der Folsaure-Konzentrationen aus den Plasmaproben erfolgte im
Institut fur klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin-Zentrallabor der Universitat
des Saarlandes mit Hilfe eines kompetitiven Chemilumineszenz-lmmunoassays.
Hierbei handelt es sich um ein vollautomatisiertes, kompetitives
Zwei-Schritt-Sandwich Immunoassay mit direkter Chemilumineszenz-Messung.

In unserem Fall wurden die Messungen mit Hilfe des ADVIA Centaur Folsaure-
Testes der Firma Bayer HealthCare LLC durchgeflhrt.
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Bei diesem Verfahren konkurriert die Folsaure in der Patientenprobe mit
Acridiumester-markierter Folsaure (Tracer) im Lite-Reagenz des Testes um eine
begrenzte Menge an folsaurebindendem Protein.

Fur die Durchfuhrung des Testes werden 150 ul Patientenserum benétigt.

Die nachfolgenden Schritte werden alle vollautomatisch von dem ADVIA Centaur
Gerat durchgefuhrt.

Um die im Plasma enthaltene Folsaure von ihren Bindungsproteinen zu trennen,
erfolgte zunachst eine Zugabe von 50 pl DTT (Dithiothreitol) und 50 ul Realising
Reagenz (Natriumhydroxid) zu der Probe, sowie eine Inkubationsdauer dieser
Substanzen von 2,5 min bei 37 °C.

Im folgenden Schritt wird dem Gemisch 200 ul Solid Phase Reagenz (gereinigtes
Folsaure-bindendes Protein (Rind), das kovalent an paramagnetische

Partikel gebunden ist) und 100 pl Folsaure-Bindeprotein zugegeben und das Ganze
erneut fur 5 Minuten bei 37 °C inkubiert.

Hierbei bindet die freigesetzte Folsaure der Probe kovalent an das an
paramagnetische Partikel gebundene folsaurebindende Protein aus dem zugesetzten
Reagenz.

Als nachstes wird zu der Probe 100 pl Lite Reagenz hinzugefugt, das mit
Acridiumestern-markierte Folsdure enthalt, und erneut eine Inkubationsdauer von 2,5
min bei 37 °C eingehalten.

Wahrend dieser Zeit bindet nun die zugesetzte markierte Folsdure an die in
begrenzter Menge vorliegenden, freigebliebenen folsaurebindenden Proteine der
Solid-Phase.

Nach einigen Trennungs- und Waschschritten folgt die Auslésung der
Chemilumineszenz-Reaktion durch die an den Komplexen gebundenen Tracer-
Molekule und die Zugabe von je 300 yl Reagenz A (Saure/ BSA Puffer mit
Natriumacid) und Reagenz B (Base/Natriumhydroxid).

Die Menge der dabei ausgestrahlten relativen Lichteinheiten (RLUs) wird von dem
Gerat gemessen, und mit Hilfe von sog. Kalibratorkurven kénnen die Folsaure-
Konzentrationen der jeweiligen Proben berechnet werden.

Zwischen den von dem System gemessenen RLU-Werten und der Folsaure-

Konzentration in der Probe besteht eine umgekehrt-proportionale Beziehung.

69



4.5. Statistische Auswertung

Die Daten der Frihgeborenen und der Eltern wurden sowohl elektronisch in einer
Datenbank als auch in Papierform erfasst.

Nach Komplettierung des Datensatzes erfolgte die Umwandlung der Daten in eine
Excel-Tabelle und ein Import der Daten in das Programm SPSS fur Windows zur
Durchfihrung der statistischen Berechnungen.

Alle statistischen Analysen erfolgten mit SPSS fir Windows (Version 15.0).

Nach Abschluss der Berechnungen erfolgte freundlicherweise eine Kontrolle der
Auswahl der einzelnen Analyseverfahren sowie der Ergebnisse durch Herrn PD Dr.
Graber, den Leiter des Institutes fur Biometrie des Universitatsklinikums des

Saarlandes. Herrn Graber gilt an dieser Stelle daher mein ganz besonderer Dank.
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5. Ergebnisse

5.1. Deskriptive und klinische Daten der Studienteilnehmer:

5.1.1. Deskriptive Beschreibung des Studienkollektivs

Haufigkeit [n] Prozent [%]
IUGR 33 22,1
NON-IUGR 116 77,9
Gesamt 149 100

Das Studienkollektiv setzt sich aus insgesamt 149 Teilnehmern zusammen.
Hierbei zeigt sich, dass unter den Gesamtteilnehmern bei 33 der Frihgeborenen
(22,1%) eine IUGR vorliegt, im Vergleich zu 116 Frihgeborenen (77,9%), die von
einer [UGR nicht betroffen sind.
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Abbildung 11 : Haufigkeit des Auftretens einer intrauterinen Wachstumsretardierung
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5.1.2. Verteilunqg der untersuchten Merkmale innerhalb des
Studienkollektivs

Tabelle 9 zeigt die Geschlechtsverteilung der Studienteilnehmer, sowie den

Geburtsmodus und die Anzahl an Mehrlingsgeburten, jeweils fur Kinder mit und

solche ohne eine IUGR.

IUGR (n) Non-IlUGR Gesamtkollektiv

(n) (n)

Anzahl (n) 33 116 149
Geschlechtsverteilung: mannlich | 15 63 78
weiblich | 18 53 71
Mehrlinge 20 48 68
Geburtsmodus: spontan 5 25 30

Sectio 28 91 119

Tabelle 9: Absolute Haufigkeiten in Bezug auf das Geschlecht, das Vorliegen von Mehrlingen und den

Geburtsmodus

Fir die Geschlechtsverteilung konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den
beiden untersuchten Gruppen nachgewiesen werden.

Bei Betrachtung des Merkmals Mehrlinge und Signifikanzanalysen beztglich der
beiden Untergruppen ergibt sich ein p-Wert von 0,05, so dass von einem signifikant
unterschiedlichen Vorkommen einer IUGR zwischen Mehrlingen und Einlingen

auszugehen ist.
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Die nachfolgende Tabelle zeigt den Median, sowie den Range fur das
Gestationsalter, das Geburtsgewicht, die Geburtslange, sowie den Kopfumfang

jeweils fur die beiden Studienpopulationen und fur das Gesamtkollektiv.

IUGR NON-IUGR Gesamtkollektiv
Gestationsalter [SSW] 35,7 34,9 35,00

[33,4-36,9] [32,0-36,9] [32,0-36,9]
Geburtsgewicht [g] 1890 2410 2300

[1240-2450] | [1450-3900] [1240-3900]
Geburtslinge [cm] 43,0 47,0 46,0

[38,0-50,0] [41,0-53,0] [38,0-53,0]
Kopfumfang [cm] 30,0 32,0 32,0

[26,0-34,0] [28,0-26,0] [26,0-36,0]

Tabelle 10: Darstellung von Median und Range fiir das Gestationsalter, das Geburtsgewicht, die

Geburtsldnge und den Kopfumfang der Frihgeborenen

Mittels statistischer Berechung mit dem Kruskall-Wallis-Test und Signifikanzanalyse
mit dem Chi-Quadrat-Test konnten signifikante Unterschiede sowohl im
Gestationsalter (p-Wert 0,01), als auch im Geburtsgewicht (0,00) zwischen
Frihgeborenen mit einer IUGR und normalgewichtigen Fruhgeborenen

nachgewiesen werden.
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5.1.3. Verteilung der Mutationen innerhalb der Studienpopulation

5.1.3.1. MTHFR-Polymorphismus C677T

Intrauterine MTHFR- Haufigkeit [n] | Prozent [%]

Wachstumsretardierung | Polymorphismus
C677T

IUGR Wildtyp 19 57,6
heterozygot 12 36,3
homozygot 2 6,1

Non-IlUGR Wildtyp 49 42,2
heterozygot 49 42,2
homozygot 18 15,6

Geamtkollektiv Wildtyp 68 45,6
heterozygot 61 40,9
homozygot 20 13,5

Tabelle 11: Verteilung des C677T-Polymorphismus im MTHFR-Gen innerhalb der Studienpopulation

Tabelle 11 stellt die Verteilung des MTHFR-Polymorphismus C677T innerhalb der

einzelnen Studienpopulationen dar. Die Verteilung ist in der Abbildung 8 nochmals

graphisch dargestellt.
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Abbildung 12: Graphische Darstellung der Verteilung des C677T-Polymorphismus im MTHFR-Gen

innerhalb der Studienpopulation
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5.1.3.2. MTHFR-Polymorphismus A1298C

Intrauterine MTHFR- Haufigkeit [n] | Prozent [%]

Wachstumsretardierung | Polymorphismus
A1298C

IUGR Wildtyp 8 24,2
heterozygot 23 69,7
homozygot 2 6,1

Non-lUGR Wildtyp 46 39,7
heterozygot 55 47 .4
homozygot 15 12,9

Geamtkollektiv Wildtyp 54 36,2
heterozygot 78 52,4
homozygot 17 11,4

Tabelle 12: Verteilung des A1298C-Polymorphismus im MTHFR-Gen innerhalb der Studienpopulation

Die Tabelle 12 zeigt die Verteilung des MTHFR-Polymorphismus A1298C innerhalb

der einzelnen Studienpopulationen. Die Verteilung ist in der Abbildung 9 nochmals

graphisch dargestellt.

60

50

N
o
1

Absolute Haufigkeiten
i

N
o
1

|

Wildtyp

Intrauterine
Wachstumsretardierung

M uGR
[ non-IUGR

heterozygot homozygot

MTFR-Polymorphismus A1298C

Abbildung 13: Graphische Darstellung der Verteilung des A1298C-Polymorphismus im MTHFR-Gen

innerhalb der Studienpopulation
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5.1.4. Verteilung der gemessenen Homocystein- und

Folsaurekonzentrationen

5.1.4.1. Homocysteinkonzentrationen

Intrauterine

Homocysteinspiegel

Wachstumsretardierung [umol/l

Median Minimum Maximum
IUGR 5,06 3,11 10,70
Non-IUGR 5,93 1,92 15,27
Gesamtkollektiv 5,75 1,92 15,27

Tabelle 13: Median und Range der Homocysteinkonzentrationen in den beiden Subgruppen

Tabelle 13 zeigt die Hohe der Homocytseinspiegel mit Median und Range jeweils fur

die einzelnen Gruppen.

5.1.4.2. Folsaurekonzentrationen

Intrauterine

Folsaurespiegel

Wachstumsretardierung [ng/ml]

Median Minimum Maximum
IUGR 13,40 4,74 31,45
Non-IUGR 13,08 5,64 39,65
Gesamtkollektiv 13,08 4,74 39,65

Tabelle 14: Median und Range der Folsdurekonzentrationen in den beiden Subgruppen

Die Tabelle 14 zeigt die Hohe der Folsaurespiegel mit Median und Range jeweils fur

die einzelnen Gruppen




5.1.5. Verteilung potentieller miutterlicher Einflussfaktoren innerhalb

der beiden Gruppen

5.1.5.1. Nikotinkonsum der Mutter

Intrauterine

Nikotinkonsum

Wachstums- wahrend der
retardierung Schwangerschaft

ja nein

Haufigkeit [n] Prozent [n] | Haufigkeit [n] | Prozent [n]
IUGR 14 42,4 19 57,6
Non-lUGR 14 12.1 102 87,9
Gesamtkollektiv 28 18,8 121 81,2

Tabelle 15: Haufigkeit des miutterlichen Nikotinkonsums wahrend der Schwangerschaft in den beiden

Subgruppen

Tabelle 15 zeigt die Haufigkeit des mutterlichen Nikotinkonsums wahrend der

Schwangerschaft fur die untersuchten Gruppen.

Statistische Analysen mittels einer Kreuztabelle und Signifikanzberechnungen mit

Hilfe des Chi-Quadrat-Testes ergeben einen p-Wert von 0,000, so dass von einem

signifikanten Unterschied in der Haufigkeit der Entstehung einer [IUGR in

Abhangigkeit vom mutterlichen Nikotinabusus auszugehen ist.
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5.1.5.2. Arterielle Hypertonie der Mutter

Intrauterine
Wachstums-

retardierung

Arterielle
Hypertonie der

Mutter wahrend

der

Schwangerschaft

ja nein

Haufigkeit [n] Prozent [n] | Haufigkeit [n] | Prozent [n]
IUGR 12 36,4 21 63,6
Non-lUGR 22 19,0 94 81,0
Gesamtkollektiv 34 22,8 115 77,2

Tabelle 16: Haufigkeit des Vorliegens einer arteriellen Hypertonie der Mutter wahrend der

Schwangerschaft bezogen auf die beiden Subgruppen

Tabelle 16 zeigt die Haufigkeit des Vorliegens einer arteriellen Hypertonie der Mutter

wahrend der Schwangerschaft fir die untersuchten Gruppen.

Statistische Berechnungen einer signifikanten Einflussnahme einer matterlichen

arteriellen Hypertonie auf die Entstehung einer IUGR bei den Friihgeborenen ergibt

im Chi-Quadrat-Test einen p-Wert von 0,036, der einen signifikanten Einfluss

beweist.

Hiermit zeigt sich eindeutig ein signifikant hoherer Anteil an Kindern mit einer IUGR

unter Mattern mit einer bekannten arteriellen Hypertonie.
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5.1.5.3. Folsaureeinnahme wahrend der Schwangerschaft

Intrauterine

Folsaureeinnahme

Wachstums- der Mutter
retardierung wahrend
der
Schwangerschaft
ja nein Keine
Angaben
Haufigkeit Prozent | Haufigkeit | Prozent | Haufigkeit | Prozent
[n] [%] [n] [%] [n] [%]
IUGR 22 66,7 11 33,3 - -
Non-lUGR 86 74,1 29 25,0 1 0,9
Gesamtkollektiv | 108 72,5 40 26,8 1 0,7

Tabelle 17: Haufigkeit der mutterlichen Folsdureeinnahme wahrend der Schwangerschaft in den

beiden Subgruppen

Tabelle 17 zeigt die Haufigkeit der mutterlichen Folsaureeinnahme wahrend der

Schwangerschaft fur die untersuchten Gruppen.

Statistische Berechnungen bezlglich der matterlichen Folsdureeinnahme ergaben

keine signifikanten Unterschiede in den beiden Untergruppen (p-Wert 0,564 ), so dass

die Folsaureeinnahme wahrend der Schwangerschaft in unserem Kollektiv keinen

Einfluss auf die Entstehung einer IUGR hat.
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5.2. Komplexe Ergebnisse gemaR der Fragestellung:

5.2.1. Verteilung der Polymorphismen im MTHFR-Gen und deren

Einfluss

5.2.1.1. Fragestellung :

1) Wie ist die Verteilung des C677T- und des A1298C-Polymorphismus im

Studienkollektiv?

2) Existieren Unterschiede in dem Auftreten der einzelnen Genotypen zwischen

Friithgeborenen mit einer IUGR und eutrophen Friihgeborenen?

5.2.1.1.1. C677T- Polymorphismus:

Intrauterine
Wachstumsretardierung
IUGR non-lUGR Gesamt
MTHFR-Polymorphismus ~ Wildtyp Anzahl 19 49 68
Ce77T % von MTHFR-
Polymorphismus C677T 27,9% 721% 100,0%
% von Intrauterine
Wachstumsretardierung 57,6% 42,2% 45,6%
heterozygot Anzahl 12 49 61
% von MTHFR-
Polymorphismus C677T 19,7% 80,3% 100,0%
% von Intrauterine
Wachstumsretardierung 36,3% 42,2% 40,9%
homozygot  Anzahl 2 18 20
% von MTHFR-
Polymorphismus C677T 10,0% 90,0% 100,0%
% von Intrauterine
Wachstumsretardierung 6,1% 15,6% 13,5%
Gesamt Anzahl 33 116 149
% von MTHFR-
Polymorphismus C677T 22,1% 77,9% 100,0%
% von Intrauterine
Wachstumsretardierung 100,0% 100,0% 100,0%

Tabelle 18: Verteilung des C677T-Polymorphismus im Studienkollektiv

Es existiert kein signifikanter Unterschied (p-Wert 0,97) in der Verteilung der

einzelnen Genotypen zwischen Frihgeborenen mit einer IUGR und eutrophen

Frihgeborenen.
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5.2.1.1.2. A1298C-Polymorphismus:

Intrauterine
Wachstumsretardierung

IUGR non-lUGR Gesamt
MTFR-Polymorphismus Wildtyp Anzahl 8 46 54
A1298C % von MTFR-
Polymorphismus A1298C 14,8% 85,2% 100,0%
% von Intrauterine o . o
Wachstumsretardierung 24.2% 39,7% 36,2%
heterozygot  Anzahl 23 55 78
% von MTFR- o . o
Polymorphismus A1298C 29,5% 70,5% 100,0%
% von Intrauterine o . o
Wachstumsretardierung 69,7% 47,4% 52,3%
homozygot Anzahl 2 15 17
% von MTFR- 0 0 o
Polymorphismus A1298C 11,8% 88,2% 100,0%
% von Intrauterine o . o
Wachstumsretardierung 6,1% 12,9% 11.4%
Gesamt Anzahl 33 116 149
% von MTFR- o . o
Polymorphismus A1298C 22,1% 77,9% 100,0%
% von Intrauterine o . o
Wachstumsretardierung 100,0% 100,0% 100,0%

Tabelle 19: Verteilung des A1298C-Polymorphismus im Studienkollektiv

Es liegen keine signifikanten Unterschiede (p-Wert 0,075) in der Verteilung der

einzelnen Genotypen zwischen Fruhgeborenen mit einer IUGR und Frihgeborenen

ohne IUGR vor.

5.2.2. Homocysteinspiegel

5.2.2.1. Fragestellung:

Gibt es signifikante Unterschiede in den Homocystein -Spiegeln zwischen

Friithgeborenen mit einer IUGR und eutrophen Friihgeborenen?

Nach statistischer Berechnung mit Hilfe des nicht-parametrischen Testes fur K-

unabhangige Stichproben und Signifikanzberechnung mittels des Kruskal-Wallis-

Testes besteht kein signifikanter Unterschied (p-Wert 0,233) in den Homocystein-

Spiegeln zwischen Frihgeborenen mit einer IUGR und eutrophen Frihgeborenen.
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5.2.2.2. Fragestellung:

Besteht ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten des C677T oder des A1298C
Polymorphismus im MTHFR-Gen bzw. den verschiedenen Genotypen und dem
Auftreten von erh6hten Homocystein-Konzentrationen im Nabelschnurblut der
Neugeborenen?

5.2.1.2.1. C677T Polymorphismus:

Homocystein-Spiegel

Wildtyp N Glltig 68
Fehlend 0

Mittelwert 6,1100

Median 5,1350

Standardabweichung 2,36864

Minimum 2,43

Maximum 11,42

heterozygot N Glltig 60
Fehlend 1

Mittelwert 6,5105

Median 6,1700

Standardabweichung 2,22167

Minimum 3,11

Maximum 15,27

homozygot N Glltig 20
Fehlend 0

Mittelwert 6,0980

Median 5,8350

Standardabweichung 2,79673

Minimum 1,92

Maximum 12,18

Tabelle 20: Mittelwert, Median, Range und Standardabweichung der Homocysteinkonzentrationen in

Bezug auf die einzelnen Genotypen des C677T-Polymorphismus

Nach einem Vergleich der Mittelwerte der Homocysteinkonzentrationen fur die
einzelnen Genotypen mit Hilfe der einfaktoriellen Varianzanlyse kann kein
signifikanter Zusammenhang (p-Wert 0,598) zwischen dem Vorliegen des C677T-
Polymorphismuses im MTHFR-Gen und der Hohe der Homocysteinkonzentrationen
festgestellt werden.

Weiterhin kann kein signifikanter Unterschied in der Hohe der

Homcysteinkonzentrationen zwischen den einzelnen Genotypen festgestellt werden.

82



5.2.1.2.2. A1298C Polymorphismus

Homocystein-Spiegel

Wildtyp N Glltig 53
Fehlend 1

Mittelwert 5,9932

Median 5,7800

Standardabweichung 2,33655

Minimum 1,92

Maximum 12,18

heterozygot N Glltig 78
Fehlend 0

Mittelwert 6,2204

Median 5,5800

Standardabweichung 2,19383

Minimum 2,43

Maximum 15,27

homozygot N Glltig 17
Fehlend 0

Mittelwert 7,3671

Median 7,2800

Standardabweichung 2,98256

Minimum 3,19

Maximum 11,42

Tabelle 21: Mittelwert, Median, Range und Standardabweichung der Homocysteinkonzentrationen in

Bezug auf die einzelnen Genotypen des A1298C-Polymorphismus

Mit Hilfe der einfaktoriellen Varianzanlyse zum Vergleich der Mittelwerte der
Homocysteinkonzentrationen fur die einzelnen Genotypen konnte kein signifikanter
Zusammenhang (p-Wert 0,109) zwischen dem Vorliegen des A1298C-
Polymorphismuses im MTHFR-Gen und der Héhe der Homocysteinkonzentrationen
festgestellt werden.

Weiterhin konnten keine signifikanten Unterschiede in der Hohe der

Homocysteinkonzentrationen zwischen den einzelnen Genotypen bewiesen werden.

5.2.2.3. Fragestellung:
Gibt es signifikante Unterschiede in den Folséure-Spiegeln zwischen Friihgeborenen

mit einer IUGR und eutrophen Friihgeborenen?

Nach statistischer Berechnung mit Hilfe des nicht-parametrischen Testes fur K-

unabhangige Stichproben und Signifikanzberechnung mittels des Kruskal-Wallis-
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Testes besteht kein signifikanter Unterschied (p-Wert 0,807) in den Folsaure-
Spiegeln zwischen Frihgeborenen mit einer IUGR und eutrophen Frihgeborenen.

5.2.2.4. Fragestellung:
Zeigen Neugeborene von Miittern, die wéhrend der Schwangerschaft Folséure

eingenommen haben, hbhere Folséurespiegel und niedrigere Homocystein-Spiegel

als Friihgeborene, deren Miitter keine Folséurepraparate genommen haben?

5.2.2.4.1. Folsaurespiegel

Folsaureeinanhme wahrend der Schwangerschaft Folsdure-Spiegel

ja N Gliltig 107
Fehlend 1

Mittelwert 14,7694

Median 14,2000

Standardabweichung 5,00789

Minimum 5,64

Maximum 39,65

nein N Glltig 40
Fehlend 0

Mittelwert 11,9755

Median 10,4250

Standardabweichung 5,81821

Minimum 4,74

Maximum 32,84

Keine Angaben N Gliltig 1
Fehlend 0

Mittelwert 10,9500

Median 10,9500

Minimum 10,95

Maximum 10,95

Tabelle 22: Mittelwert, Median, Standardabweichung und Range der Folsdurekonzentrationen der

Frihgeborenen in Relation zu der mutterlichen Folsdureeinnahme wahrend der Schwangerschaft

Nach statistischer Berechnung mittels des Kruskall-Wallis-Testes zeigt sich ein
signifikanter Unterschied (p-Wert 0,000) in der Hohe der Folsaurespiegel bei
Frihgeborenen, deren Mutter wahrend der Schwangerschaft Folsdurepraparate
eingenommen hatten, im Vergleich zu Fruhgeborenen, deren Mutter auf eine

Einnahme verzichtet hatten.
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5.2.2.4.2. Homocysteinspiegel

Folsaureeinnahme wahrend der Schwangerschaft Homocystein-Spiegel

ja N Glltig 107
Fehlend 1

Mittelwert 6,1900

Median 5,4700

Standardabweichung 2,48123

Minimum 1,92

Maximum 15,27

nein N Glltig 40
Fehlend 0

Mittelwert 6,5550

Median 6,3000

Standardabweichung 2,00992

Minimum 3,36

Maximum 9,98

Keine Angaben N Glltig 1
Fehlend 0

Mittelwert 3,5400

Median 3,5400

Minimum 3,54

Maximum 3,54

Tabelle 23: Mittelwert, Median, Standardabweichung und Range der Homocysteinkonzentrationen der

Frihgeborenen in Relation zu der mitterlichen Folsdureeinnahme wahrend der Schwangerschaft

Nach statistischer Berechnung mittels des Kruskall-Wallis-Testes zeigt sich kein
signifikanter Unterschied (p-Wert 0,217) in der HOhe der Homocysteinspiegel bei
Frihgeborenen, deren Mutter wahrend der Schwangerschaft Folsdurepraparate
eingenommen hatten, im Vergleich zu Fruhgeborenen, deren Mutter auf eine

Einnahme verzichtet hatten.
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5.2.2.5. Fragestellung:
Besteht ein Zusammenhang zwischen den Homocystein- und den Folsdurespiegeln?

d.h. zeigen Friihgeborene mit hohen Homocysteinspiegeln niedrigere
Folsdurekonzentrationen und zeigen Frihgeborene mit niedrigen

Homocysteinspiegeln héhere Folsdurekonzentrationen?
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Abbildung 14: Korrelation zwischen den Homocystein- und den Folsaure-Spiegeln der Friihgeborenen

Bei statistischer Berechnung mittels einer bivarianten Korrelationsanalyse ergab sich
ein Korrelationskoeffizient von -0,425. Daher besteht kein eindeutiger
Zusammenhang zwischen den Homocystein- und den Folsaurespiegeln der

Frihgeborenen. Der p-Wert lag bei 0,1.

Entsprechend der statistischen Berechnungen besteht keine signifikante
Beeinflussung zwischen den Homocystein- und den Folsaurespiegeln. Es zeigt sich
jedoch ein eindeutig negativer Trend im Sinne von Auftreten von héheren
Folsaurekonzentrationen bei Frihgeborenen mit niedrigeren Homocysteinspiegeln
und umgekehrt. Es besteht also eine umgekehrte Proportionalitat zwischen den

Homocystein- und den Folsaurespiegeln.
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5.2.2.6. Fragestellung:

Gibt es einen signifikante Zusammenhang zwischen dem Gestationsalter der

Friithgeborenen und den Homocystein-Konzentrationen?

Statistische Berechnungen mittels der bivarianten Korrelationsanalyse nach Pearson
ergaben einen Korrelationskoeffizienten von 0,036 sowie einen p-Wert von 0,661.
Es besteht also kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Gestationsalter der

Frihgeborenen und den Homocystein-Konzentrationen.

5.2.2.7. Fragestellung:

Zeigen Friihgeborene von Miittern, die wéhrend der Schwangerschaft Nikotin
konsumiert haben, hbhere Homocysteinkonzentrationen als Friihgeborene, die

keiner Nikotinexposition ausgesetzt waren?

Homocystein-Spiegel

Nikotinkonsum wahrend der N Glltig 28
Schwangerschaft Fehlend 0
Mittelwert 7,0071
Median 6,1700
Standardabweichung 2,56095
Minimum 3,60
Maximum 15,27
Kein Nikotinkonsum wahrend N Glltig 120
der Schwangerschaft Fehlend 1
Mittelwert 6,0989
Median 5,4500
Standardabweichung 2,29307
Minimum 1,92
Maximum 12,18

Tabelle 24: Einfluss des miitterlichen Nikotinkonsums wahrend der Schwangerschaft auf die Hohe der
Homocysteinkonzentrationen der Frihgeborenen

Nach statistischer Berechnung mit Hilfe des nicht-parametrischen Testes fur K-
unabhangige Stichproben und Signifikanzberechnung mittels des Kruskal-Wallis-
Testes (p-Wert 0,062) besteht kein signifikanter Einfluss zwischen einem
Nikotinkonsum der Mutter wahrend der Schwangerschaft und erhéhten Homocystein-

Konzentrationen der Frihgeborenen.
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5.2.2.8. Fragestellung:

Zeigen sich signifkante Unterschiede in den Homocysteinkonzentrationen zwischen

ménnlichen und weiblichen Probanden?

Homocystein-Spiegel

mannlich N Gliltig 78
Fehlend 0

Mittelwert 6,2947

Median 5,5800
Standardabweichung 2,52323

Minimum 2,43

Maximum 15,27

weiblich N Gliltig 70
Fehlend 1

Mittelwert 6,2440

Median 5,8600
Standardabweichung 2,19089

Minimum 1,92

Maximum 11,29

Tabelle 25: Unterschiede in den Homocysteinkonzentrationen zwischen mannlichen und weiblichen

Frihgeborenen

Nach statistischer Berechnung mittels des Chi-Quadrat-Testes ergeben sich knapp
keine signifikanten Unterschiede (p-Wert 0,053) in der Hohe der

Homocysteinkonzentrationen zwischen mannlichen und weiblichen Frihgeborenen.
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5.2.2.9. Fragestellung:

Zeigen Friihgeborene von Miittern mit arterieller Hypertonie signifikant hbhere

Homocystein-Konzentrationen als Kinder, deren Mitter keine arterielle Hypertonie

wéhrend der Schwangerschaft zeigten?

Arterielle Hypertonie der Mutter Homocystein-Spiegel

ja N Giltig 34
Fehlend 0

Mittelwert 7,5803

Median 7,7350

Standardabweichung 2,81998

Minimum 2,97

Maximum 15,27

nein N Glltig 114
Fehlend 1

Mittelwert 5,8802

Median 5,4000

Standardabweichung 2,06831

Minimum 1,92

Maximum 12,18

Tabelle 26: Einfluss einer mutterlichen arteriellen Hypertonie wahrend der Schwangerschaft auf die

Hoéhe der Homocystein-Spiegel der Friihgeborenen

Nach statistischer Berechnung mit Hilfe des nicht-parametrischen Testes fur K-
unabhangige Stichproben und Signifikanzberechnung mittels des Kruskal-Wallis-
Testes (p-Wert 0,002) besteht ein signifikanter Unterschied in den
Homocysteinkonzentrationen zwischen Fruhgeborenen, deren Mutter wahrend der
Schwangerschaft eine arterielle Hypertonie aufwiesen und Kindern von Muttern mit

normalen Blutdruckwerten.

5.2.2.10. Fragestellung:

Liegen die Homocysteinkonzentrationen bei den Kindern aus der arteriellen
Hypertonie-Gruppe umso hbéher, je niedriger das Geburtsgewicht der

Friihgeborenen ist?

Statistischer Berechnungen mittels einer bivarianten Korrelationsanalyse ergaben fir
die Gruppe mit arteriellem Hypertonus der Mutter einen Korrelationskoeffizienten von
-0,124 und einen p-Wert von 0,485.

89



Statistische Analysen der Werte der zweiten Gruppe hingegen ergaben einen
Korrelationskoeffizienten von 0,136 und einen p-Wert von 0,150.

Aufgrund der ermittelten Daten ist in beiden Gruppen kein signifikanter
Zusammenhang zwischen den Homocysteinkonzentrationen und dem
Geburtsgewicht der Kinder erkennbar.

In der Gruppe mit der arteriellen Hypertonie zeigt sich jedoch ein eindeutig negativer
Trend (Korellationskoeffizient -0,124) im Sinne von Auftreten von tendenziell hdheren

Homocysteinkonzentrationen bei Frihgeborenen mit niedrigerem Geburtsgewicht.

5.2.3. Einflussfaktoren auf das Geburtsgewicht der Frithgeborenen

5.2.3.1. Fragestellung

Besteht ein Zusammenhang zwischen dem Vorliegen einer der beiden

Polymorphismen im MTHFR-Gen und dem Geburtsgewichtes der Friihgeborenen?

5.2.3.1.1. C677T-Polymorphismus

Nach statistischer Berechnung mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse besteht
kein signifikanter Zusammenhang (p-Wert 0,944) zwischen dem Vorliegen des
C677T-Polymorphismus im MTHFR-Gen und dem Geburtsgewicht der
Frihgeborenen.

Weitherin besteht auch kein signifikanter Zusammenhang bei Betrachtung der beiden
Subkollektive. Fur Frihgeborene mit einer IUGR ergab sich ein p-Wert von 0,655 und
fur Frihgeborene ohne IUGR ein p-Wert von 0,372.

5.2.3.1.2. A1298C-Polymorphismus

Nach statistischer Berechnung mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse besteht

kein signifikanter Zusammenhang (p-Wert 0,957) zwischen dem Vorliegen des
A1298C-Polymorphismus im MTHFR-Gen und dem Geburtsgewicht der

Frihgeborenen.
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Weiterhin besteht auch kein signifikanter Zusammenhang bei Betrachtung der beiden
Subkollektive. Fur Frihgeborene mit einer IUGR ergab sich ein p-Wert von 0,094 und
fur Frihgeborene ohne IUGR ein p-Wert von 0,881.

5.2.3.2. Fragestellung

Besteht ein Zusammenhang zwischen den Homocysteinspiegeln und dem

Geburtsgewicht der Frilhgeborenen?
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Abbildung 15: Streudiagramm der Korrelation zwischen den Homocystein-Spiegeln und dem

Geburtsgewicht der Frihgeborenen

Wie in dem Streudiagramm bereits sichtbar wird besteht, kein eindeutiger
Zusammenhang zwischen dem Geburtsgewicht und der Ho6he der Homocystein-
Spiegel der Frihgeborenen.

Bei statistischer Berechnung mittels einer bivarianten Korrelationsanalyse ergab sich
ein Korrelationskoeffizient von 0,31, damit besteht keine eindeutige Korrelation. Der
p-Wert lag bei 0,705.
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5.2.3.3. Fragestellung:

1) Welche Faktoren haben einen signifikanten Einfluss auf das Geburtsgewicht der
Friihgeborenen?

2) Welches Merkmal hat den gréten Einfluss auf das Geburtsgewicht in unserem
Kollektiv?

Nach statistischer Berechnung mit Hilfe der linearen Regression ergaben sich

folgende p-Werte zur Beurteilung eines potentiellen Einflusses auf das

Geburtsgewicht:

Merkmal p-Wert (Signifikanzniveau)
Geschlecht 0,382
Gestationsalter 0,000
Mehrlinge 0,002
Nikotinkonsum wahrend der Schwangerschaft 0,009
Folsaureeinnahme wahrend der Schwangerschaft 0,863
Arterielle Hypertonie der Mutter 0,048
Homocystein-Spiegel 0,151
Folsaure-Spiegel 0,352
MTHFR- Polymorphismus C677T 0,912
MTHFR-Polymorphismus A1298C 0,691

Tabelle 27: Signifikanzniveau der einzelnen Einflussfaktoren auf das Geburtsgewicht der

Frihgeborenen

Ausgehend von einem Signifikanzniveau von 0,05 fur einflussnehmende Merkmale
zeigt sich eine signifikante Beeinflussung des Geburtsgewichtes durch das
Gestationsalter, das Vorliegen einer Mehrlingsschwangerschaft, den matterlichen
Nikotinkonsum wahrend der Schwangerschaft und das Vorliegen einer mutterlichen
arteriellen Hypertonie.

Bei den Ubrigen untersuchten Merkmalen wie dem Geschlecht der Kinder, der
matterlichen Folsaureeinnahme, den kindlichen Homocystein- und Folsaurespiegeln,
sowie dem Vorhandensein eines der beiden Polymorphismen, ist nicht von einer

signifikanten Einflussnahme auszugehen.
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Unsere statistischen Berechnungen mittels der linearen Regression zeigten, dass
das Gestationsalter den groRRten Einfluss auf das Geburtsgewicht hat (3=0,578).

In absteigender Reihenfolge spielen weiterhin das Vorliegen einer
Mehrlingsschwangerschaft (3=0,230), der mutterliche Nikotinkonsum ([3=0,195) und
das Vorhandensein einer arteriellen Hypertonie der Mutter (3=0,143) eine

entscheidende Rolle fur die Hohe des Geburtsgewichtes.

5.2.4. Einflussfaktoren auf die Entstehung einer IUGR

5.2.4.1. Fragestellung:

Besteht ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten des C677T oder des
A1298C Polymorphismus im MTHFR-Gen und dem Vorliegen einer IUGR?

5.2.4.1.1. C677T-Polymorphismus
Nach statistischer Berechnung mittels des Chi-Quadrat-Testes besteht kein

signifikanter Zusammenhang (p-Wert 0,197) zwischen dem Auftreten des C677T
Polymorphismus im MTHFR-Gen und dem Vorliegen einer IUGR.

5.2.4.1.2. A1298C-Polymorphismus
Nach statistischer Berechnung mittels des Chi-Quadrat-Testes besteht kein

signifikanter Zusammenhang (p-Wert 0,075) zwischen dem Auftreten des A1298C
Polymorphismus im MTHFR-Gen und dem Vorliegen einer IUGR.
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5.2.4.2. Fragestellung:

1) Welche Faktoren haben einen signifikanten Einfluss auf die Entstehung einer
IUGR?

2) Welches Merkmal hat den gré3ten Einfluss auf die Entstehung einer IUGR im
untersuchten Kollektiv?

Nach statistischer Berechnung mit Hilfe der logistischen Regression ergaben sich
folgende p-Werte zur Beurteilung eines potentiellen Einflusses auf die Entstehung
einer IUGR:

Merkmal p-Wert (Signifikanzniveau)
Geschlecht 0,269
Gestationsalter 0,070
Mehrlinge 0,236
Nikotinkonsum wahrend der Schwangerschaft 0,010

Folsaureeinnahme wahrend der Schwangerschaft | 0,908

Arterielle Hypertonie der Mutter 0,009
Homocystein-Spiegel 0,028
Folsaure-Spiegel 0,479
MTHFR- Polymorphismus C677T 0,222
MTHFR-Polymorphismus A1298C 0,613

Tabelle 28: Signifikanzniveau der einzelnen Einflussfaktoren auf die Entstehung einer [IUGR bei den

Frihgeborenen

Ausgehend von einem Signifikanzniveau von 0,05 fir einflussnehmende Merkmale,
zeigt sich eine signifikante Beeinflussung der Entstehung einer [IUGR durch einen
matterlichen Nikotinkonsum wahrend der Schwangerschaft, eine arterielle Hypertonie

der Mutter, sowie die kindlichen Homocystein-Plasma-Konzentrationen.
Bei Betrachtung des Odds Ratios der signifikanten Einflussgrof3en zeigt sich, dass

der Homocysteinspiegel der Fruhgeborenen mit einem OR von 1,336 in unserem

Kollektiv den groRten Einfluss auf die Entstehung einer IUGR hat.
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Eine Erhdhung der Homocysteinkonzentration der untersuchten Kinder um eine
Einheit fihrt in diesem Falle zu einem um 33% hoheren Risiko fur die Entstehung
einer [IUGR.

Eine Risikozunahme konnte weiterhin fir den mutterlichen Nikotinkonsum
(OR=0,204) und fur das Vorliegen einer arteriellen Hypertonie der Mutter (OR=0,208)
nachgewiesen werden.

Gemal} der ermittelten Odds Ratios ergibt sich fur das Vorliegen eines der beiden
Merkmale jeweils eine Erhdhung des Risikos um 20% im Vergleich zu Mattern ohne

eines dieser Merkmale fur die Geburt eines Kindes mit einer IUGR.
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6. Diskussion

6.1. Methodendiskussion

6.1.1 Patientenkollektiv
Als Studienkollektiv dienten Frihgeborene mit einem Gestationsalter zwischen 32+0

und 36+6 SSW, die in dem Zeitraum von September 2005 bis Januar 2008 in der

Universitatsklinik fir Frauenheilkunde und Geburtshilfe der Universitat des

Saarlandes geboren wurden.

Das durchschnittliche Gestationsalter lag bei 35,0 SSW [32,0-36,9].

Bei der Auswahl unseres Patientenkollektivs wurden keine Ausschlusskriterien
bezuglich der Ursache der Frihgeburtlichkeit definiert, so dass lediglich das
Gestationsalter ausschlaggebend fur die EinschlieBung in die Studie war.

Die Erklarung fur die Auswahl genau dieses Gestationsalters lag zum einen daran,
dass alle Frihgeborenen < 32.0 SSW in einer anderen Studie untersucht wurden und
zum anderen, dass in zahlreichen Studien gezeigt werden konnte, dass Kinder, die
mit diesem Gestationsalter geboren werden, ein erhohtes Risiko fur die Entstehung
einer [IUGR und die damit verbundene peri- und postnatale Morbiditat und Mortalitat
aufweisen. (29, 127, 104, 148, 196, 175)

Unter den Teilnehmern befanden sich 71 weibliche, sowie 78 mannliche
Frihgeborene.

Des Weiteren beinhaltet unsere Studienpopulation 136 Mehrlinge. Hierbei handelt es
sich um 65 Zwillinge und 2 Drillingsfruhgeburten.

Als Erklarung fur die hohe Anzahl an Mehrlingen in unserer Studienpopulation sehen
wir einerseits die Tatsache, dass es sich bei unserem Studienort um ein
Perinatalzentrum handelt, an dem generell immer mehr Risikoschwangerschaften
entbunden werden.

Zum anderen liegt eine weitere Ursache sicher auch in dem von uns ausgewahlten
Gestationsalter als Haupteinschlusskriterium der Neugeborenen und der Tatsache,
dass ein Grol3teil der Mehrlingsschwangerschaften innerhalb dieses Zeitrahmens
entbunden werden mussten.

Innerhalb des angegebenen Gestationsalters gab es von fetaler oder maternaler

Seite keine weiteren Ausschlusskriterien fur die Studienteilnahme.

96



Das Einverstandnis der Eltern beztglich der Teilnahme ihres Kindes an der Studie,
sowie der Erfassung einiger klinischer Daten war Voraussetzung fur die Beteiligung

an unseren Untersuchungen.

6.1.2. Probengewinnung:
Die flr unsere Zwecke bendtigte DNA isolierten wir aus EDTA-Vollblut, das

unmittelbar nach der Geburt aus der Nabelvene der Frihgeborenen entnommen
wurde. Die Entnahme erfolgte nach den ublichen hygienischen Standards einer
Blutentnahme und die Rohrchen wurden unmittelbar nach der Entnahme zur
Vermeidung von Verwechselungen mit dem Namen des Probanden beschriftet.

Um die Stabilitat des Probenmaterials zu gewahrleisten, wurden die EDTA-Rohrchen
innerhalb einer Stunde nach Entnahme zentrifugiert und Plasma und korpuskulare
Bestandteile voneinander getrennt.

Zur Sicherung einer korrekten Zuordnung der jeweiligen Probe zu dem jeweiligen
Studienteilnehmer sowie einer Anonymisierung der Teilnehmer wurde jede Probe mit
einer ID-Nummer versehen.

Anschliefiend wurde das gewonnene Material bis zu seiner Weiterverarbeitung in

Gefrierschranken bei -80°C gelagert.

Aufgrund der sehr engen Einschlusskriterien und der notwendigen, moglichst
schnellen Verarbeitung der Proben, resultiert die, gemessen an dem
Studienzeitraum, doch relativ geringe Fallzahl von insgesamt 149 Teilnehmern.

Eine weitere Erklarung stellt die schwierige Beschaffung des Untersuchungsmaterials
dar. Ursachen hierfur waren die z.T. nicht vorhersehbaren und nur selten geplanten
Geburtstermine der Frihgeborenen, die haufig mitten in der Nacht lagen und zu
diesen Zeitpunkten fur die Bearbeitung der Proben sehr schwierige Bedingungen
vorlagen.

Ein weiteres Problem stellt die Tatsache dar, dass fur die Untersuchung des Blutes
das Einverstandnis der Eltern Voraussetzung war, die uns leider nicht immer erteilt

wurde.

6.1.3. DNA-Extraktion
Die Extraktion der DNA aus dem Vollblut erfolgte mit einem Kit der Firma Applied

Biosystems nach einem von der Herstellerfirma standardisierten Protokoll.

97



Zur Vermeidung von Verunreinigungen durch Kontakt mit Fremd-DNA wurden die
Untersuchungen in speziell praparierten Gefallen durchgefuhrt und die Arbeitsplatze
vor und nach den einzelnen Arbeitschritten jeweils grundlich gereinigt.

Weiterhin wurden von den verarbeitenden Personen grundsatzlich Handschuhe zum
Kontaminationsschutz getragen und die einzelnen Pipettierschritte mit PCR-cleanen
Pipettenspitzen mit Filtern sowie mit PCR-cleanen Reagenzgefalien durchgefuhrt.
Nach Beendigung der einzelnen Isolationsschritte wurde das Filtrat mit Hilfe einer
photometrischen Messung auf seine Reinheit Uberprift und die im Filtrat enthaltene
DNA-Konzentration in ng/ul angegeben.

Die bei einer Wellenlange von 260 nm gemessene Adsorption, welche dem
Adsorptionsmaximum der DNA entspricht, ist dabei der in der Probe enthaltenen
DNA-Menge direkt proportional.

Durch die Adsorptionsmessung bei 280 nm, entsprechend dem
Adsorptionsmaximum fur Proteine, sowie der Berechnung des Quotienten der
Adsorptionen A260/A280, konnte eine Aussage uber eine eventuelle Verunreinigung
des Filtrates mit Proteinen gemacht werden.

Reine DNA zeigt hierbei ein Adsorptionsverhaltnis A260/A280 von 1,7-1,9.
Weiterhin wurde auch noch die Adsorption bei 230 nm und der Adsorptionsquotient
A260/A230 bestimmt, der ebenfalls eine Beurteilung des Reinheitsgehaltes erlaubt

und moglichst gegen 0 tendieren sollte.

6.1.4. PCR

Die Polymerasekettenreaktion wurde angewandt, um die zu untersuchenden DNA-
Abschnitte zu vervielfaltigen und damit einer Mutationsanalyse zuganglich zu
machen.

Zur Erlangung einer mdglichst hohen Spezifitdt und Sensitivitat wurden die
Untersuchungen mit Hilfe der realtime PCR-Technik durchgeflihrt, da dieser Methode
eine besonders hohe Zuverlassigkeit und Sensitivitat bei der Detektion selbst
kleinster DNA-Mengen zugeschrieben wird.

Im Vergleich zur konventionellen PCR bietet eine Analyse mittels realtime-PCR

einige entscheidende Vorteile.
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Der Hauptvorteil dieses Verfahrens liegt darin, dass die gesamte Analyse und
Auswertung voll automatisiert in einen Thermocycler nach dem sog. ,one tube®-
Prinzip ablauft.

Hieraus ergeben sich, neben einer enormen Zeitersparnis, noch einige weitere
Vorteile.

So ist beispielsweise keine aufwendige Nachbearbeitung der Proben mittels
Gelelektrophorese oder anderen Verfahren notwendig. Wodurch sich neben einer
deutlichen Zeitersparnis ebenfalls eine Reduktion des Kontaminationsrisikos ergibt,
da die Probengefale vor der Auswertung nicht mehr gedffnet werden muissen.
Weiterhin entfallt hierdurch auch der Umgang mit cancerogenen Substanzen, wie
beispielsweise Ethidiumbromid, die zur Analyse mittels Gelelektrophorese notwendig
sind.

Um eine eventuelle Kontamination mit Fremd-DNA auszuschlief3en, wurde bei
jedem PCR-Experiment eine Negativkontrolle/Kontaminationskontrolle (No template
control, NTC) mitgefuhrt, die alle Komponenten aul3er der Proben-DNA enthielt.

Als zusatzlicher Sicherheitsfaktor gegenlber einer Kontamination der Proben mit
Amplifikaten, enthalten die kommerziell gefertigen Reagenziengemische zur
Durchfuhrung einer TagMan-PCR das Enzym Uracil-N-Gylkosidase.

Anstelle des Nukleotidbausteins dTPP wird das Analogon dUTP verwendet, das von
der Polymerase Uracil-N-Gykosidase in alle Amplifikate eingebaut wird.

Dieses im Mastermix enthaltene Enzym spaltet bei einer Temperatur von 50°C, d.h.
vor der eigentlichen PCR-Reaktion, alle dUTP-haltigen Polynukleotide und verhindert
so eine Reamplifikation von bereits entstandenen PCR-Produkten durch ,carry-over®.
Die Template-DNA hingegen enthalt dTPP und wird daher nicht zerstort.

Das Enzym selbst wird bei dem initialen Denaturierungsschritt der PCR dann
inaktiviert.

Des Weiteren wird bei der Tagman-PCR eine ,Hot-Start-Polymerase® verwendet, die
im nativen Zustand noch inaktiv ist und erst durch die ausgedehnten
Denaturierungsschritte bei 95 °C eine ausreichende Aktivitat erhalt.

Eine Reduktion der Beeinflussung des Ergebnisses durch mdgliche Fehlamplifikate
wird ebenfalls durch den Einsatz einer Sonde erreicht.

Durch die Verwendung dieses dritten Oligonukleotids liegt die Sensitivitat der
realtime PCR 100 bis 1000-fach hoéher als die der konventionellen PCR.
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Fur die Verwendung der Methode der realtime PCR spricht weiterhin die Tatsache,
dass bei dieser Methode ein empfindlicherer Nachweis selbst geringer DNA-
Konzentrationen moglich ist als mit der Ethidiumbromidfarbung, was vor allem bei
Verwendung kleiner Probenmengen, wie beispielsweise padiatrischen Patienten, von
entscheidender Bedeutung ist.

So wird in einigen Studien von einer Senkung der Nachweisgrenze des Amplifikates
von 2-4 Nanogramm bei der konventionellen PCR auf nur 2-20 Pikogramm bei der
realtime-PCR ausgegangen.

Ein weiterer Benefit dieser Methode liegt in der Verwendung von Mikrotiter-Platten
zur Durchfuhrung der Reaktionen.

Hierdurch kann ein sehr gro3er Probenumsatz erreicht werden und gleichzeitig wird
eine Bestimmung einer groRen Anzahl von Proben unter den gleichen
Reaktionsbedingungen ermdglicht.

Es resultiert neben einer sehr grolen Zeitersparnis gleichzeitig eine Erhdhung der
Sensitivitat der Messergebnisse.

Zur weiteren Steigerung der Sensitivitat fuhrten wir jeweils Doppelbestimmungen der
einzelnen Proben unter exakt gleichen Reaktionsbedingungen durch, so dass auf
jeder Mikrotiter-Platte jede DNA-Probe doppelt enthalten war.

Neben den genannten Mallinahmen zum Kontaminationsschutz wurden die
allgemeinen Kontamination-Schutzmalinahmen zur Durchflihrung einer PCR
beachtet. Hierzu gehorte das Arbeiten in Raumen mit speziellen Luftungssystemen,
sowie das grundliche Reinigen der Arbeitsplatten und Gerate, genauso wie das
Tragen von Handschuhen und die Verwendung von PCR-cleanen Reaktionsgefalien
und Pippetenspitzen mit Aerosolfiltern.

Ein weiterer Vorteil der realtime-PCR-Technik liegt in der Mdglichkeit zur exakten
Quantifizierung der Messergebnisse ohne grol3en weiteren Arbeitsaufwand.

In unserer Studie wurde hiervon jedoch kein Gebrauch gemacht, da fur unsere
Erhebungen lediglich die qualitative Analyse der Proben auf das Vorliegen der
untersuchten Mutationen von Interesse war.

Neben den erwahnten Vorteilen der realtime PCR gegenulber der konventionellen
PCR gibt es allerdings auch einige Nachteile.

Der grofte Nachteil dieses Verfahrens liegt wohl immer noch in den sehr hohen

Anschaffungskosten fur die entsprechenden Gerate und Sonden, die sich daher nur
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in gréf3eren Forschungslaboratorien mit zahlreichen Forschungsprojekten
amortisieren durften.

Zusatzlich bedarf es einer grindlichen Einarbeitung des Personals in den komplexen
Verfahrensablauf um Fehlbestimmungen aufgrund von Anwendungsfehlern zu

verhindern.

6.1.5. Bestimmung der Homocystein- und der

Folsaurekonzentration

Die Bestimmung der Homocystein- und der Folsaurekonzentration erfolgte im Institut
fur Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin-Zentrallabor der Universitat des

Saarlandes nach standardisierten und im Routinegebrauch eingesetzten Verfahren.

6.2. Diskussion der Ergebnisse

6.2.1. Verteilung der MTHFR-Gen-Polymorphismen in unserem
Kollektiv

Polymorphismen im MTHFR-Gen werden verdachtigt, durch eine Behinderung des
Remethylierungsweges im Homocysteinstoffwechsel zu erhéhten
Homocysteinkonzentrationen zu fuihren.

Einige Forschungsgruppen gehen weiterhin davon aus, dass solche
Genveranderungen einen Einflussfaktor flr die Entstehung einer intrauterinen
Wachstumsretardierung darstellen kénnen.

Dies betrifft vor allem den C667T- aber auch den A1298C-Polymorphismus, die auch
Gegenstand unserer Untersuchungen waren.

Dekker et al beschreiben beispielsweise einen Zusammenhang zwischen
angeborenen Thrombophilien, wie einem Polymorphismus im MTHFR-Gen und
Schwangerschaftskomplikationen, und hier im Besonderen die Entstehung einer
IUGR. (47)
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6.2.1.1. C677T-Polymorphismus
Bei Vorliegen des C677T-Polymorphismus kommt es zu einer Transition der Basen

Cytosin gegen Thymin. Dies hat auf der Proteinebene eine Substitution der
Aminosaure Alanin durch Valin an Position 222 des Polypeptids zur Folge, wodurch
eine thermolabile Variante der MTHFR mit reduzierter Aktivitat des Schlusselenzyms
im Homocysteinstoffwechsel entsteht. (97, 60, 103, 73, 94)

Insbesondere fur homozygote Merkmalstrager wird eine reduzierte Enzymaktivitat mit
Konsequenzen auf den Homocysteinspiegel propagiert.

Kang et. al (1988) gehen von einer Reduktion der Aktivitat des Enzyms bei einer
Kdrpertemperatur von 37 °C bei homozygoten Tragern des Polymorphismus auf
weniger als die Halfte (35-50%) der normalen Aktivitat aus, was wiederum zu

moderat erhohten Homocystein-Werten fuhrt. (67, 94)

Analysen unserer Daten ergaben bei 19 Fruhgeborenen mit einer IUGR (57,6%) und
bei 49 (45,6%) der Frihgeborenen ohne IUGR eine Wildtyp-Konstellation (CC).

Die Anzahl an heterozygoten Merkmalstragern (CT) lag fur die erste Gruppe bei 12
Probanden (36,3%) und fur die 2. Gruppe bei 49 (42,2%).

Frihgeborene, die fur die untersuchte Mutation homozygot waren, fanden sich
lediglich bei 2 (6,1%) Kindern mit einer IUGR, sowie bei 18 Neugeborenen (15,6%)
ohne IUGR.

FUr das Gesamtkollektiv ergaben sich damit 68 Kinder mit der Wildtyp-Variante,
(45,6%) sowie 61 (40,9%) heterozygote und 20 (13,4 %)homozygote
Merkmalstrager.

Statistische Analysen und Vergleiche zwischen den beiden Studienkollektiven
konnten keinen signifikanten Unterschied (p-Wert 0,197) in der Verteilung der
verschiedenen Genotypen des C677T Polymorphismus im MTHFR-Gen zwischen
den beiden Gruppen ermitteln.

Auf Grund des Fehlens eines signifikanten Unterschiedes in der Verteilung der
einzelnen Genotypen zwischen Fruhgeborenen mit einer IUGR und solchen ohne
eine IUGR ist davon auszugehen, dass das Vorliegen einer C667T-Polymorphismus
im MTHFR-Gen in unserer Studienpopulation keinen Einfluss auf die Entstehung

einer intrauterinen Wachstumsretardierung hat.
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Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Resultaten anderer
Forschungsgruppen.

So konnten Franchi et al in ihrer 2004 vero6ffentlichen Studie zum Zusammenhang
zwischen gentischen Pradispositionen fur Thrombophilien und der Entstehung von
intrauterinen Wachstumsretardierungen, ebenfalls keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem Vorliegen eines Polymorphismus und der Entstehung
einer IUGR nachweisen. (58)

6.2.1.2. A1298C Polymorphismus
Bei dem A1298C-Polymorphismus kommt es analog zu einer Transition der Basen

Adenin gegen Cytosin, die auf der Proteinebene zu einem Austausch der
Aminosaure Glutamat gegen Alanin fuhrt. (208)
In diesem Fall wird ebenfalls von einer Reduktion der Enzymaktivitat auf ca. 60% des

Normalwertes, bedingt durch eine Thermolabilitdt des Enzyms, ausgegangen. (24,
222,36)

Eine Assoziation mit erhdhten Homocystein-Spiegeln konnte jedoch in zahlreichen
Studien nicht nachgewiesen werden.

Van der Put et al konnten zwar eine deutlich reduzierte Enzymaktivitat bei
homozygoten Merkmalstragern im Vergleich zu Heterozygoten aufzeigen, eine
erhdhte Homozysteinkonzentration der Homozygoten im Vergleich zu den

Heterozygoten konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. (208, 221)

In unseren Untersuchungen konnten wir auch fur den zweiten Polymorphismus im
MTHFR-Gen keinen signifikanten Unterschied (p-Wert 0,075) in der Verteilung der
einzelnen Genotypen zwischen den 2 Studiengruppen ermitteln.

Die Wildtyp-Variante (AA) konnte bei 8 Frihgeborenen (24,2%) mit einer IUGR sowie
bei 46 (39,7%) Frihgeborenen ohne IUGR nachgewiesen werden.

Den heterozygoten Genotyp (AC) zeigten 23 Kinder (69,7%) aus der ersten und 55
Kinder (47,4%) aus der zweiten Gruppe.

Die Anzahl an homozygoten Merkmalstragern liegt auch bei dem A1298C-
Polymorphismus lediglich bei 2 Fruhgeborenen (6,1%) aus der IUGR-Gruppe und
bei 15 Neugeborenen (12,9%) aus der Non-lUGR-Gruppe.
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Bei Betrachtung des Gesamtkollektives lag bei 54 Frihgeborenen (36,2%) die
Wildtyp-Konstellation vor, wohingegen 78 Kinder (52,3 %) heterozygot und 17
(11,4%) homozygot fur den A1298C-Polymorphismus waren.

Somit besteht in unserem Studienkollektiv kein Zusammenhang zwischen dem
Vorliegen eines A1298C-Polymorphismus im MTHFR-Gen und der Entstehung einer
intrauterinen Wachstumsretardierung.

Bei der Interpretation unserer Ergebnisse muss jedoch immer das relativ kleine
Studienkollektiv bedacht werden, so dass unsere Pravalenzen nur sehr

eingeschrankt auf die Gesamtbevolkerung Ubertragen werden kdnnen.

6.2.1.3. Vergleich der Verteilung in der Studienpopulation mit der Verteilung in

der Normalbevolkerung

In zahlreichen Studien zur Eruierung der Pravalenzen fur das Auftreten einer der
beiden von uns untersuchten Polymorphismen im MTHFR-Gen zeigten sich grofe
Unterschiede zwischen den einzelnen ethnischen Gruppen.

Analysen an kaukasischen und asiatischen Kollektiven ergaben fur den C677T-
Polymorphismus Pravalenzen fur den heterozygoten Genotyp > 50% und fur die
homozygoten Merkmalstrager von 6-12%. (20, 96)

Andere Autoren beschreiben ein Vorliegen der heterozygoten Variante bei 30-40 %,
sowie eine Pravalenz der homozygoten Variante von 5-15% innerhalb der
europaischen und nordamerikanischen Bevolkerung. (31)

Bei einem Vergleich der Pravalenzen zwischen den einzelnen Bevolkerungsgruppen
wird innerhalb der europaischen und der nord-amerikanischen Bevolkerung ein Nord-
Sud-Gefalle mit einem Anstieg der Pravalenzen fir den homozygoten Genotyp
sichtbar. (17)

Bei einigen Populationen, wie beispielsweise Afrikaner und Afro-Amerikaner, konnten
die homozygote Variante hingegen nur sehr selten (< 2% homozygote
Merkmalstrager) nachgewiesen werden. (17, 161)

Insgesamt zeigt sich also eine sehr heterogene Verteilung der einzelnen Genotypen
innerhalb verschiedener Populationen, so dass Vergleiche nur zwischen Individuen
mit der gleichen Ethnizitat sinnvoll erscheinen.

FUr unsere Analysen sind vor allem die Ergebnisse der Studien an kaukasischen

Probanden von besonderem Interesse, da unsere Studienteilnehmer zum groten
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Teil aus der kaukasischen Bevolkerungsgruppe (147 Probanden) stammen und

lediglich bei 2 Kindern die Eltern asiatischer Abstammung waren.

Die bei unseren Erhebungen ermittelten Verteilungen der einzelnen Genotypen fir
die beiden Polymorphismen zeigte ein Vorliegen der homozygoten Variante fur den
C677T-Polymorphismus bei 13,4 % der Fruhgeborenen und fur den A1298C-
Polymorphismus bei 11,4 % der Probanden entsprechend den Ergebnissen aus
anderen Studien an kaukasischen Individuen.

Auch wenn unsere Daten im Vergleich zu anderen Studien nur anhand einer sehr
kleinen Fallzahl ermittelt wurden, ist dennoch davon auszugehen, dass unsere
Ergebnisse ebenfalls der Normalverteilung in der kaukasischen Bevolkerung

entsprechen.

Fur Untersuchungen an Frihgeborenen gibt es bisher keine eindeutigen Daten.
Aufgrund der Ubereinstimmung unserer Fallzahlen mit den Ergebnissen aus anderen
Studien an der gleichen Bevolkerungsgruppe, muss man davon ausgehen, dass es
keinen bedeutenden Unterschied zwischen Erwachsenen und Frihgeborenen, sowie
zwischen hypotrophen und eutrophen Frihgeborenen bezuglich der Verteilung der
Genotypen innerhalb einer ethnischen Gruppe gibt.

6.2.2. Homocystein-Spiegel

6.2.2.1. Beschreibung der Homocystein-Spiegel in den untersuchten Gruppen

Um eine Aussage uber das eventuelle Vorliegen einer Hyperhomocysteinamie bei
unseren Probanden machen zu kdnnen, mussten die durchschnittlichen
Homocystein-Konzentrationen ermittelt werden.

Bei unseren Untersuchungen konnte ein Median von 5,75 ymol/l [1,92-15,27] fur die
Konzentrationen im Gesamtkollektiv ermittelt werden.

Berucksichtigt wurden hierbei 148 Proben, von einem Probanden war leider nicht

ausreichend Material zur Analyse vorhanden.
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Bei einer Betrachtung der beiden Untergruppen unseres Kollektives ergab sich ein
Median von 5,06 umol/l [3,11-10,70] fur die Fruhgeborenen mit einer IUGR, und ein
Median von 5,93 umol/l [1,92-15,27] fur die Frihgeborenen ohne eine IUGR.

Nach statischen Berechnungen zeigte sich, dass zwischen unseren beiden
Kollektiven kein signifikanter Unterschied (p-Wert 0,233) bezuglich der Verteilung der

Homocystein-Konzentrationen vorliegt.

6.2.2.2. Vergleich mit aktuellen Referenzwerten

Von verschiedenen Autoren werden unterschiedliche Grenzwerte fur die Definition
erhohter Homocysteinkonzentrationen bei Erwachsenen angegeben.

Die American Heart Association definiert eine Hyperhomocysteinamie beispielsweise
ab Homocystein-Plasma-Konzentrationen von 16 bis 30 umol/L (moderate
Hyperhomozysteinamie), 31 bis 100 pmol/L (mittlere Hyperhomozysteinamie)
beziehungsweise > 100 ymol/L (schwere Hyperhomozysteinamie). (121)

Fur Erwachsene sollte gemal} den aktuellen Richtlinien der DACH-Liga-Homocystein
(D-A-CH, Deutsche Gesellschaft fir Erndhrung, Osterreichische Gesellschaft fiir
Ernahrung, Schweizerische Gesellschaft fur Ernahrungsforschung und
Schweizerische Vereinigung flr Ernahrung) die Plasma-Homocysteinkonzentration
bei Erwachsenen < 10 uM (< 10 ymol/l) liegen.

Von einer moderaten Hyperhomocysteinamie wird bereits ab einer
Plasmakonzentration von 12 yM (12 umol/l) gesprochen. (36)

Bei einem Vergleich mit diesen Referenzwerten, wirden die von uns ermittelten
Homocysteinkonzentrationen mit einem Median von 5,75 pymol/l [1,92-15,27] und
einem Mittelwert von 6,27 uymol/l (Standardabweichung 2,36) im Bereich der

normalen Plasma-Konzentrationen Erwachsender liegen.

Normwerte fir die Hohe der Homocysteinkonzentrationen bei Kindern existieren
nicht. Es gibt lediglich einige durch Studien ermittelte Referenzwerte zum Vergleich,
wobei fur Untersuchungen an Neu- oder Frihgeborenen bisher nur sehr wenige

Daten vorhanden sind.
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Untersuchungen von Refsum et. al an 5000 norwegischen Neugeborenen ergaben
eine mittlere Homocysteinkonzentration von 7,5 umol/l. Bei 43 Probanden konnten in
dieser Studie Plasma-Spiegel > 15 pmol/l ermittelt werden. (166)

Die Forschungsgruppe um Infante-Rivard et al fuhrte im Jahr 2002 ebenfalls
Untersuchungen zur Ermittlung der Homocysteinkonzentrationen im Nabelschnurblut
Neugeborener durch. Analysen an 438 Neugeborenen ergaben dabei eine mittlere
Homocystein-Konzentration von 5,06 [4,92-5,21]. Diese Ergebnisse sind vergleichbar
mit den Daten aus unserer Studie, auch wenn unser Kollektiv mit lediglich 148

Probanden deutlich kleiner war. (82)

6.2.2.3. Einflussfaktoren auf den Homocysteinspiegel

Wie zu Beginn bereits erwahnt, gibt es zahlreiche Einflussfaktoren auf die
Homocystein-Konzentrationen, hierbei kann man vor allem zwischen genetischen
und nutritiven Einflussfaktoren unterscheiden.

Einige Studien zur Analyse der Homocysteinkonzentrationen bei Kindern und
Jugendlichen zeigten analog zu den Erwachsenen z.T. signifikante Differenzen
bezlglich des Geschlechtes, der ethnischen Herkunft und dem Alter der Kinder, so
dass diese Faktoren als Haupteinflussgrof3en anzusehen sind. (146)

6.2.2.3.1. genetischen Einflussfaktoren auf den Homocystein-Spiegel

In mehreren Studien wurde gezeigt, dass genetische Faktoren zu
Hyperhomocysteinamie fuhren konnen.

Von uns wurden hierbei 2 Polymorphismen im MTHFR-Gen untersucht, die zu
Defekten im Remethylierungsweg der Aminosaure Homocystein fihren und damit zu
erhohten Homocysteinkonzentrationen beitragen konnen.

Ob das Vorliegen eines dieser beiden Polymorphismen tatsachlich zu erhdhten

Plasma-Konzentrationen fuhrt, wird in der Literatur bisher noch kontrovers diskutiert.

6.2.2.3.1.1. MTHFR-C677T-Polymorphismus

Durch eine Zuordnung der jeweils gemessenen Homocystein-Konzentrationen zu

den jeweiligen Genotypen bezuglich des MTHFR-Polymorphismus C677T konnten
keine signifikanten Unterschiede in der Hohe der Homocystein-Spiegel fur die

einzelnen Gruppen nachgewiesen werden.
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So zeigten beispielsweise Frihgeborene, die homozygot fur den C667T-
Polymorphismus waren, einen Median der Homocystein-Komzentrationen von 5,84
pumol/1 [1,92-12,18].

Im Vergleich hierzu konnte bei Kindern, die bezlglich der untersuchten Genotyp-
Konstellation ein Wildtyp-Muster zeigten, durchschnittliche Konzentrationen von 5,14
pumol/l [2,43-11,42] gemessen werden.

Bei den heterozygoten Merkmalstragern lag der Median bei 6,17 pmol/l [3,11-15,27].
Der Median der homozygoten Merkmalstrager liegt zwar Uber dem Wert fur die
Wildtyp-Variante, jedoch deutlich unter dem Wert fur die Heterozygoten.

Bei einer Betrachtung der Mittelwerte lieRen sich daher keine signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Genotypen feststellen, so dass davon
auszugehen ist, dass in unserem Studienkollektiv das Vorliegen des C667T-
Polymorphismus im MTHFR-Gen keinen signifikanten Einfluss auf die Hohe der

Homocystein-Konzentrationen hat.

6.2.2.3.1.2. MTHFR A1298C-Polymorphismus

Analog zu dem C677T-Polymorphismus suchten wir auch bei dem 2.

Polymorphismus nach Zusammenhangen zwischen den einzelnen Genotypen und
den Homocystein-Plasma-Spiegeln.

Bei Frihgeborenen, die homozygot flir den A1298C-Polymorphismus waren, lag die
durchschnittliche Homocystein-Konzentration bei 7,28 ymol/l [3,19-11,42].

Kinder mit der Wildtyp-Konstellation zeigten durchschnittliche Plasma-
Konzentrationen von 5,78 umol/l [1,92-12,18]. Der Median der Homocystein-Spiegel
bei den heterozygoten Frihgeborenen lag bei 5,58 umol/l [2,43-15,27].

In diesem Falle zeigten sich zwar die groRten Werte bei den Homozygoten, nach
statischen Berechnungen lagen jedoch auch bei diesem Polymorphismus zwischen
den einzelnen Genotypen keine signifikanten Unterschiede (p-Wert 0,109) in der
Hoéhe der Homocystein-Konzentrationen vor.

Bei Betrachtung der Mittelwerte ergaben sich ebenfalls keine signifikanten

Unterschiede zwischen den einzelnen Genotypen.
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6.2.2.3.1.3. Bedeutung der Polymorphismen fiir den Homocysteinspiegel

Gemal} unseren statistischen Berechnungen konnte eine signifikante Beeinflussung
der Homocysteinkonzentration durch das Vorliegen einer der beiden
Polymorphismen im MTHFR-Gen nicht nachgewiesen werden.

Weiterhin konnte kein Unterschied in der Hohe der Homocysteinkonzentrationen fur
die jeweiligen Auspragungen des Polymorphismus gezeigt werden.

Homozygote Merkmalstrager zeigten in beiden Fallen keine signifikant hoheren
Homocystein-Plasma-Konzentrationen als Frihgeborene mit der Wildtyp-
Konstellation.

Die von uns erhobenen Daten stehen im Gegensatz zu den Ergebnissen anderer
Forschungsgruppen, die einen signifikanten Zusammenhang zwischen den
Polymorphismen und der Hohe der Homocystein-Konzentrationen nachweisen
konnten.

So lieferten Brattstrom et. al beispielsweise in ihrer aus 13 Studien bestehender
Metaanalyse den Nachweis, dass die Trager des homozygoten Genotyps um
durchschnittlich 25% héhere Homocysteinkonzentrationen aufwiesen als die
Probanden mit der Wildtyp-Konstellation. (20)

Eine weitere Metaanalyse von Kerk et. al konnte ebenfalls einen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem homozygoten TT-Genotyp und erhéhten Plasma-
Homocystein-Werten aufzeigen. (101)

Auch Kang et al. (1991) zeigten in ihren Untersuchungen eine Assoziation zwischen
der thermolabilen Variante der MTHFR und einer signifikanten Erhéhung des
Homocysteinspiegels.

Jedoch stellte sich in ihren Untersuchungen auch heraus, dass nicht bei allen
Tragern des Polymorphismus eine Hyperhomocysteinamie zu diagnostizieren war.
Sie vermuteten daher, dass der C677T-Polymorphismus durch Interaktion mit
verschiedenen anderen Faktoren, z.B. niedriger Serumfolatspiegel, Einfluss auf die

Entstehung einer Hyperhomocysteinamie nehmen kdnnte. (95)

Vergleichbar mit den von uns gewonnen Ergebnissen eines nicht signifikanten
Zusammenhanges zwischen dem Vorliegen eines Polymorphismen im MTHFR-Gen
und der Hohe der Homocystein-Konzentrationen sind die Schlussfolgerungen einiger
anderer Forschungsgruppen. (119, 206, 200)
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Unter Berucksichtigung unserer Ergebnisse und der kontroversen Datenlage
bezlglich einer potentiellen Beeinflussung ist davon auszugehen, dass das Vorliegen
eines Polymorphismus im MTHFR-Gen alleine nicht zu einer erhdhten Homocystein-
Plasma-Konzentration fuhrt, sondern erst das Zusammenwirken mehrerer Faktoren
zu einer Erhéhung fuhren kann.

Einige hierfur in Frage kommende Einflussgrofien werden im Folgenden naher
beschrieben.

6.2.2.3.2. Nutritive Einflussfaktoren auf den Homocysteinspiegel

Eine weitere Gruppe von Einflussfaktoren auf den Homocystein-Spiegel sind nutritive
Faktoren.

Unter diesen kommt nach aktueller Studienlage der Folsaure die grofte Bedeutung
zu, weshalb wir bei unseren Untersuchungen neben der Homocystein- auch die

Folsaurekonzentration im Nabelschnurblut der FrGhgeborenen bestimmten. (18, 202)

6.2.2.3.2.1. Folsaure

Folsdurekonzentrationen im Kollektiv

Die von uns ermittelten durchschnittlichen Folsaure-Konzentrationen lagen im
Gesamtkollektiv bei 13,08 ng/ml [4,74-39,65].

Eine Aufspaltung der gesamten Studienpopulation in die beiden Subpopulationen
bestehend aus Frihgeborenen mit und Frihgeborene ohne IUGR ergab einen
Median von 13,4 ng/ml [4,74-31,45] fur die erste Gruppe und einen Median von
13,08 [5,64-39,65] fur die zweite Gruppe.

Die Verteilung der Konzentrationen zwischen den beiden Gruppen zeigte keinen
signifikanten (p-Wert 0,355) Unterschied in der Hohe der Folsdurekonzentrationen

zwischen wachstumsretardierten und eutrophen Frihgeborenen.

Folsdureeinnahme wahrend der Schwangerschaft

Im Rahmen der Erhebung der klinischen Daten wurde die mutterliche
Folsaureeinnahme wahrend der Schwangerschaft erfragt.

Hierbei zeigte sich, dass 108 Mutter (72,5%) Folsaurepraparate eingenommen
hatten, bei lediglich 40 Muttern (27,5%) war eine Einnahme nicht erfolgt.
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Bezogen auf die beiden Untergruppen unseres Studienkollektivs zeigte sich, dass in
der Gruppe der Kinder mit einer IUGR 22 Mutter (66,7%) Folsaure eingenommen
hatten im Gegensatz zu 11 Muttern (33,3%), die auf eine Einnahme verzichtet hatten.
In der zweiten Gruppe, der Frihgeborenen ohne IUGR, lag eine Folsaureeinnahme
bei 86 der Mutter (74,1%) vor, wahrend lediglich 29 Mutter (25%) keine
Folsaurepraparate konsumiert hatten.

Die Daten einer Mutter bezuglich der Folsaureeinnahme konnten leider nicht eruiert
werden.

Nach statischen Berechnungen ergab sich kein signifikanter Unterschied (p-Wert
0,355) in der mutterlichen Folsaureeinnahme zwischen Fruhgeborenen mit einer

IUGR und eutrophen Frihgeborenen.

Es zeigten sich allerdings die erwarteten signifikanten Unterschiede (p-Wert 0,05)

in den Folsaurekonzentrationen zwischen Frihgeborenen, deren Mutter Folsaure
eingenommen hatten, und Frihgeborenen, deren Mutter wahrend der
Schwangerschaft keine Folsaure eingenommen hatten.

Bei erfolgter mutterlicher Folsaureeinnahme lag die durchschnittliche
Folsaurekonzentration bei 14,2 ng/ml [5,64-39,65] im Vergleich zu 10,43 ng/ml [4,74-
32,84] bei Frihgeborenen, deren Mutter keine Folsaure eingenommen hatten.

Bei Betrachtung der Homocysteinspiegel zeigte sich kein signifikanter
Zusammenhang (p-Wert 0,217) zwischen der mutterlichen Folsaureeinnahme
wahrend der Schwangerschaft und der Hohe der Homocysteinkonzentrationen der

Frihgeborenen.

Zusammenfassend kann man fur unser Studienkollektiv feststellen, dass
Fruhgeborene, deren Mutter wahrend der Schwangerschaft Folsdurepraparate
eingenommen haben, signifikant hohere Folsaure-Konzentrationen im
Nabelschnurblut zeigen als Frihgeborene, deren Mutter keine Folsaurepraparate
eingenommen haben.

Ein signifikanter Einfluss der mutterlichen Folsaureeinnahme auf die HOhe der
kindlichen Plasma-Homocystein-Konzentrationen konnte jedoch nicht nachgewiesen

werden.
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Einfluss der Folsaurekonzentration auf die Homocysteinspiegel

Zu klaren bleibt noch die Frage einer generellen Einflussnahme der
Folsaurekonzentration auf die Hohe der Homocysteinspiegel in unserem Kollektiv.
Aus zahlreichen anderen Studien gilt es als gesichert, dass ein Folsaure-Mangel zu

erhdhten Homocysteinkonzentrationen fuhrt. (197, 40, 3)

Weithin wurde von mehreren Autoren die Hohe der Folsaure-Plasma-Konzentration
als ausschlaggebender Faktor fur die Hohe der Homocystein-Konzentrationen
beschrieben. (73, 15, 95, 94)

Manche Autoren gehen sogar soweit zu behaupten, dass bei ausreichender
Folsaure-Zufuhr die Polymorphismen keinen Einfluss auf die Homocystein-Spiegel
haben. (73)

Bei unseren Untersuchungen konnte zwar kein eindeutiger signifikanter Einfluss der
Folsaure- auf die Homocystein-Spiegel nachgewiesen werden, es zeigte sich jedoch
ein eindeutig negativer Trend (Korrelationskoeffizient -0,425) zwischen der Héhe des
Homocystein-Spiegels und der Hohe der Folsaure-Plasma-Konzentrationen.

Dies bedeutet, dass in unserem Kollektiv Neugeborene mit hohen Folsaure-Spiegeln
tendenziell niedrigere Homocystein-Plasma-Konzentrationen zeigten, als
Neugeborene mit niedrigeren Folat-Spiegeln.

Unsere Daten sind damit sehr gut vergleichbar mit den Ergebnissen anderer
Forschungsgruppen, wie beispielsweise den Resultaten von Jacques et. al, die
zeigten, dass sogar homozygote Trager der Mutation, die einen hohen
Folsaureplasmaspiegel zeigen, trotz der verminderten Enzymaktivitat, nahezu

normale Homocystein-Konzentrationen aufweisen kénnen. (88)

Es gilt daher auch fur unser Kollektiv als gesichert, dass die Folsaure einen
entscheidenden Einfluss auf die Homocystein-Konzentration hat, der sich bei
Frihgeborenen analog zu den Ergebnissen bei Erwachsenen zu verhalten scheint.
Aus diesem Grunde erscheint es besonders wichtig, flr eine ausreichende
Folsaurekonzentration der Kinder zu sorgen. Diese sollte am besten durch eine
mutterliche Folsaure-Supplementation werden der Schwangerschaft begonnen

werden.
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6.2.2.3.2.2. weitere Einflussfaktoren auf den Homocysteinspiegel

In einigen Studien konnten weitere nutritive Einflussfaktoren auf die Homocystein-
Konzentration, wie beispielsweise die Versorgung mit Vitamin B12, nachgewiesen

werden, die bei unseren Untersuchungen jedoch nicht bertcksichtigt wurde. (207)

Wie in der Einleitung bereits beschrieben existieren noch weitere Faktoren, die eine
wichtige Rolle fur die HOhe der Homocysteinspiegel spielen kdnnen.

Nikotinkonsum

Es gilt als gesichert, dass das Genussgift Nikotin einen entscheidenden Einfluss auf
die Entstehung einer [IUGR sowie zahlreicher weiterer
Schwangerschaftskomplikationen wie z.B. Frihgeburtlichkeit, Entzugserscheinungen

nach der Geburt, Entwicklungsverzdgerungen, u.a. haben kann. (219)

In zahlreichen anderen Studien an Erwachsenen konnte jedoch auch eine
Beeinflussung der Homozystein-Konzentrationen durch Nikotinkonsum
nachgewiesen werden.

Piyathilake et al konnten in ihrer Studie aus dem Jahre 1994 deutlich hohere
Homocysteinkonzentrationen bei Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern
beobachten. (155)

In wieweit ein muatterlicher Nikotinkonsum einen Einfluss auf die Hohe der kindlichen
Homocysteinkonzentrationen nehmen kann, wurde bisher nur unzureichend
untersucht.

Im Rahmen unserer Datenerhebungen wurde daher der mutterliche Nikotinkonsum

wahrend der Schwangerschaft ebenfalls erfragt und dokumentiert wurde.

In unserem Gesamtkollektiv zeigte sich ein Nikotinkonsum wahrend der
Schwangerschaft bei 28 Frauen (18,8%) im Vergleich zu 121 Nichtraucherinnen
(81,2%).

Bei einer Aufteilung in die beiden Untergruppen erhalt man einen Anteil von 14
Raucherinnen (42,2 %) in der Gruppe der wachstumsretardierten Kinder im Vergleich

zu 11 Nichtraucherinnen (33,3%) in dieser Gruppe.
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In der Gruppe der eutrophen Frihgeborenen ergab sich eine Gesamtzahl von 14
Raucherinnen (12,1%) und 102 Nichtraucherinnen (87,9%).

Unsere Ergebnisse stehen in Einklang mit den Resultaten vieler anderer
Forschungsgruppen, die einen deutlich héheren Anteil an rauchenden Muttern unter
der Gruppe der Kinder mit einer IUGR im Vergleich zu eutrophen Frihgeborenen
zeigen. Ein mutterlicher Nikotinkonsum kann also auch in unserer Studie als
eindeutiger Risikofaktor fur die Entstehung einer IUGR angesehen werden.

Chen et al beschreiben sogar in ihrer Veroffentlichung aus dem Jahre 2007 eine
eigene Unterform der IUGR als ,nicotine-induced IUGR® im Zusammenhang mit

mutterlichem Nikotinkonsum. (26)

Des Weiteren untersuchten wir den Einfluss einer Nikotinexposition wahrend der
Schwangerschaft auf die Homocystein-Spiegel im Nabelschnurblut unserer
Frahgeboren.

Statistische Berechnungen hierzu ergaben einen knapp nicht signifikanten
Zusammenhang (p-Wert 0,062), so dass davon auszugehen ist, dass auch in
unserem Kollektiv die Nikotinexposition eine Rolle spielt, der Einfluss jedoch nicht
signifikant ist.

Aus einigen vorhergehenden Studien ist bekannt, dass Nikotin einen signifikanten
Einfluss auf die Hohe der Homocysteinkonzentrationen hat und dass die
Homocystein-Serumkonzentrationen bei Rauchern haufig hoher liegen als bei
Nichtrauchern.

Eine magliche Erklarung hierflr ist der negative Effekt von Nikotin auf die

Folsaurekonzentration, die mit zunehmendem Nikotinkonsum immer weiter abfallt.
(123)

Diesen negativen Effekt konnten wir in unserem Kollektiv ebenfalls nachweisen.
Die durchschnittlichen Folsaurekonzentrationen im Nabelschnurblut lagen bei
Frihgeborenen, deren Mutter wahrend der Schwangerschaft Nikotin konsumiert
hatten, mit 10,28 ng/ml [4,74-21,98] deutlich unter den Plasma-Spiegel derer, die
keiner Nikotinexposition ausgesetzt waren (13,93 ng/ml [5,75-39,65]).

Ein Vergleich der Mittelwerte dieser beiden Gruppen, erbrachte einen signifikanten
Unterschied (p-Wert 0,001).
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Weitere Ursachen fur die niedrigeren Folsaurekonzentrationen bei Rauchern im
Vergleich zu Nichtrauchern werden auch in der generell schlechteren
Ernahrungssituation von Rauchern, der geringeren Aufnahme von Vitaminen und
Antioxidantien, sowie einer negativen Beeinflussung einiger Stoffwechselschritte und

-enzyme durch Nikotin gesehen. (232, 195)

Geschlecht

Neben den genannten Einflussfaktoren auf den Homocysteinspiegel scheint auch
das Geschlecht des Probanden eine entscheidende Rolle zu spielen.

Einige Autoren konnten deutliche Unterschiede in der Hohe der
Homocysteinkonzentrationen zwischen gleichaltrigen Mannern und Frauen
nachweisen.

So gehen Lussier-Cacan et al. von einer um ca. 21% hdheren
Homocysteinkonzentration bei mannlichen im Vergleich zu weiblichen Individuen
aus. (118, 113)

Die Ursachen fur diese Differenzen konnten bisher nicht ausreichend geklart werden.
Es wird jedoch vermutet, dass sowohl die bei Mannern niedrigere Ostrogen-
Konzentrationen, als auch die gleichzeitig hoheren Testosteron-Spiegel im Vergleich
zu weiblichen Individuen eine Rolle spielen kdnnten.

Fur Kinder bzw. Frihgeborene existieren hierzu bisher nur sehr wenige Daten.

Eine Untersuchung an 3524 US-amerikanischen Kindern des gleichen Alters aus
dem Jahre 1999 ergab analog zu den Ergebnissen fur Erwachsene fur die Madchen

signifikant niedrigere Homocysteinkonzentrationen im Vergleich zu den Jungen. (146)

Eine Erklarung fur die ebenfalls unterschiedlichen Konzentrationen bei Kindern
analog zu Erwachsenen konnte bisher noch nicht gefunden werden.

Bei Betrachtung unseres Kollektives konnte ein Median der
Homocysteinkonzentrationen von 5,58 umol/l [2,43-15,27] fir die mannlichen und ein
Median von 5,86 umol/ml [1,92-11,29] fUr die weiblichen Frihgeborenen ermittelt
werden.

Ein Vergleich der Mittelwerte ergab einen knapp statistisch nicht signifikanten
Zusammenhang (p-Wert 0,053) zwischen der Hohe der Homocysteinkonzentrationen

und dem Geschlecht der Kinder, wobei der Mittelwert der mannlichen Probanden mit
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6,29 umol/l etwas grolier als der Mittelwert der weiblichen Teilnehmer mit 6,24 pmol/I
war.

Unsere Ergebnisse zeigen demnach, analog zu anderen Forschungsgruppen,
tendenziell hdhere Homocysteinkonzentrationen bei mannlichen Probanden.

Eine Erklarung hierflr kdnnten ebenfalls die unterschiedlichen Hormoneinflisse auf
mannliche oder weibliche Frihgeborene mit deutlich erhohter Testosteronbelastung
und niedrigerer Oestrogenexposition bei den mannlichen Individuen sein. (212)
Unterstutzt wird diese Vermutung durch die Tatsache, dass ein Absinken der
Oestrogenspiegel bei Frauen nach der Menopause zu einem Anstieg der

Homocysteinkonzentration im Serum fahrt. (157, 2, 170)

Gestationsalter

Von Interesse war ebenfalls die Fragestellung, ob es einen signifikanten
Zusammenhang zwischen dem Gestationsalter der Frihgeborenen und der Hohe der
Homocysteinkonzentrationen gibt.

Statistische Berechnungen hierzu ergaben einen Korrelationskoeffizient von 0,036
und ein p-Wert von 0,661, so dass davon auszugehen ist, dass kein linearer, bzw.
signifikanter Zusammenhang zwischen dem Gestationsalter und den Homocystein-
Plasma-Konzentrationen der Frihgeborenen besteht.

Ein méglicher Zusammenhang ware analog zu den steigenden Homocysteinspiegeln
mit zunehmendem Lebensalter anzunehmen gewesen.

Dieser Anstieg mit zunehmendem Lebensalter wird von zahlreichen Autoren
beschrieben. (125, 92,188)

Als Ursache hierflr sehen Herrmann et. al . beispielsweise einen bei alteren
Menschen haufiger zu beobachtenden Vitaminmangel. Zu diesen essentiellen
Vitaminen zahlen auch die wichtigen Cofaktoren im Homocysteinstoffwechsel wie
Folsaure oder Vitamin B12. Auf Grund des Fehlens dieser Stoffe kann die
Verstoffwechselung von Homocystein nicht regelrecht ablaufen und es kommt zu

einem Anstieg der Homocysteinkonzentrationen. (77, 184)

Eine mdgliche Erklarung fir die fehlenden Unterschiede in der Héhe der
Serumkonzentrationen in Korrelation zu den Schwangerschaftswochen in unserem

Kollektiv ist unter Umstanden unsere relativ kleine Fallzahl, oder auch die sehr engen
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Einschlul3kriterien, auf Grund deren nur Frihgeborene zwischen der 32. und der 37.
SSW in die Studie aufgenommen wurden.
Weiterhin ist eine Mangelversorgung an notwendigen Vitaminen wahrend der

Schwangerschaft bei unseren Probanden eher nicht anzunehmen.

Arterielle Hypertonie der Mutter wahrend der Schwangerschaft

Eine arterielle Hypertonie der Mutter wahrend der Schwangerschaft gilt als
gesicherter Risikofaktor flr zahlreiche Schwangerschaftskomplikationen, sowie

thromboembolische Komplikationen bei Mutter und Kind. (163, 140, 231, 4)

In zahlreichen Studien wird weiterhin ein Zusammenhang zwischen erhdhten
Blutdruckwerten der Mutter wahrend der Schwangerschaft und der Entstehung einer
intrauterinen Wachstumsretardierung beschrieben. (35, 141)

Als ursachlich hierfur wird die durch die arterielle Hypertonie bedingte Entstehung
einer Placentainsuffizienz gesehen, die zu einer Mangelversorgung des Feten mit
Sauerstoff und Nahrstoffen flhrt. Hieraus resultiert wiederum eine

Wachstumsretardierung des Feten.

Im Zusammenhang mit der Entstehung von thromboembolischen Komplikationen
werden auch immer wieder erhdhte Homocystein-Plasma-Konzentrationen als

ursachlicher Faktor diskutiert.

Pabinger et. al beschreiben beispielsweise ein erhohtes Risiko fur die Entstehung
von Schwangerschaftskomplikationen, wie z.B. eine Praeklampsie bei Muttern mit

erhdhten Homocysteinkonzentrationen. (157)

Eine andere Forschungsgruppe um Napolitani et. al konnte signifikant hohere
Homocysteinkonzentrationen im Nabelschnurblut von Kindern nachweisen, deren

Matter Zeichen einer Praeklampsie und damit erhdhte Blutdruckwerte aufwiesen.
(140)

Eine arterielle Hypertonie der Mutter wahrend der Schwangerschaft wird auch von
einigen weiteren Autoren als Ursache fur erhohte Homocysteinkonzentrationen bei

den Neugeborenen angesehen. (217, 19)
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Aufgrund dieser Sachlage war es auch fr uns von Interesse zu untersuchen, ob in
unserem Studienkollektiv ebenfalls ein Zusammenhang zwischen den Homocystein-
Konzentrationen der Frihgeborenen und dem Vorliegen einer arteriellen Hypertonie
bei den Muttern besteht.

Statistische Berechnungen hierzu ergaben einen signifikanten Unterschied (p-Wert
0,002) in der HOhe der Homocystein-Konzentrationen der Frihgeborenen zwischen
der Gruppe mit matterlichem Hypertonus und der Gruppe ohne arterielle Hypertonie.
In der ersten Gruppe lagen die durchschnittlichen Homocystein-Spiegel bei 7,74
pmol/ml [2,97-15,27] im Vergleich zu 5,4 umol/ml [1,92-12,18] in der zweiten Gruppe.
Auf Grund dieser Ergebnisse Iasst sich auch in unserem Kollektiv ein signifikanter
Unterschied in den Homocysteinkonzentrationen der Fruhgeborenen in Abhangigkeit
vom Vorliegen einer arteriellen Hypertonie bei den Muttern feststellen, mit deutlich
héheren Homocysteinkonzentrationen bei den Frihgeborenen, deren Mitter erhdhte

Blutdruckwerte wahrend der Schwangerschaft aufwiesen.

Eine mdgliche Erklarung hierflr liegt in der Tatsache, dass gemaf den Ergebnissen
einiger Autoren die Homocysteinkonzentration im Nabelschnurblut der
Neugeborenen auf Grund der Filterfunktion der Placenta unter den Konzentration im
mautterlichen Blut liegen. (121, 140)

In anderen Studien konnte jedoch auch gezeigt werden, dass es bei Vorliegen einer
Placentainsuffizienz zu deutlich erh6hten Homocysteinspiegeln bei den
Neugeborenen kommt. Ursachlich hierfur ist die bei einer Stérung der
Placentafunktion ganz oder zumindest teilweise ausfallende Filterwirkung der
Placenta, so dass sich kindliche und mutterliche Konzentrationen weitestgehend

angleichen konnen. (140)

Des Weiteren ist bekannt, dass erhohte Homocysteinkonzentrationen zu einer
Schadigung des Gefallendothels, ahnlich den Mechanismen bei der
Arterioskleroseentstehung, fihren kdnnen.

Uber diese GefaRschadigung kann einerseits analog zur Atherosklerose eine
arterielle Hypertonie mit verursacht werden, was wiederum auf direktem Wege Uber
die arterielle Hypertonie, oder auf indirektem Wege Uber die Homocysteinamie zur

Entstehung einer Placentainsuffizienz beitragen kann. (171)
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Zusammenfassend ist also festzuhalten, dass sowohl erhéhte mutterliche
Homocysteinkonzentrationen, als auch eine arterielle Hypertonie der Mutter wahrend
der Schwangerschaft Uber die Entstehung einer Placentainsuffizienz zum Auftreten

von erhdhten Homocysteinkonzentrationen bei den Neugeborenen fuhren kénnen.

Von Interesse war weiterhin die Frage nach einem moglichen Zusammenhang
zwischen dem Geburtsgewicht der Frihgeborenen, sowie der Hohe der
Homocysteinkonzentrationen jeweils bei Frihgeborenen, deren Mutter eine
arteriellen Hypertonie wahrend der Schwangerschaft hatten, im Vergleich zu Muttern

ohne erhdhte Blutdruckwerte.

Mittels der bivarianten Korrelation wurde der Zusammenhang zwischen dem
Geburtsgewicht der Kinder und den Homocystein-Plasma-Spiegeln ermittelt.
Fur die Gruppe mit arteriellem Hypertonus der Mutter ergab sich ein
Korrelationskoeffizient von -0,124 und ein P-Wert von 0,485.

Betrachtungen der zweiten Gruppe hingegen ergaben einen
Korrelationskoeffizienten von 0,136 und einen p-Wert von 0,150.

Aufgrund der ermittelten Daten ist in beiden Gruppen kein signifikanter
Zusammenhang zwischen den Homocysteinkonzentrationen und dem
Geburtsgewicht der Kinder erkennbar.

In der Gruppe mit der arteriellen Hypertonie zeigt sich jedoch ein eindeutig negativer
Trend (Korellationskoeffizient -0,124) im Sinne vom Auftreten von tendenziell
hoheren Homocysteinkonzentrationen bei Frihgeborenen mit niedrigerem

Geburtsgewicht.

6.2.3. Einflussfaktoren auf das Geburtsgewicht der Frithgeborenen

Das Geburtsgewicht hat einen entscheidenden Einfluss, sowohl auf die perinatale als
auch auf die postnatale Mortalitat und Morbiditat der Neugeborenen. (132, 228, 34)

Aus zahlreichen Studien ist bekannt, dass Erkrankungen aus dem Formenkreis des

Metabolischen Syndroms mit dem Geburtsgewicht assoziiert sind.
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Neben einem sehr niedrigen Geburtsgewicht konnte jedoch auch fir ein hohes
Gewicht bei der Geburt ein Zusammenhang mit der Entstehung von kardiovaskularen

Erkrankungen im Erwachsenenalter nachgewiesen werden.

Ein weiteres Problem unmittelbar nach der Geburt stellen bei den hypotrophen
Kindern haufig schwere Anpassungsstorungen dar, die einer stationaren. haufig
sogar einer intensivmedizinischen Behandlung bedurfen. Hiervon besonders
betroffen sind Kinder mit einem sehr niedrigen Geburtsgewicht (<1500g).

(35, 127, 152, 14)

Zu den relevanten Anpassungsstorungen zahlen vor allem Hyperbilirubinamie,
Hypoglykamien, Hypothermie, Polyzythamie, Apnoeepisoden, intraventrikulare
Hammorraghien, neonatale Sepsis, nekrotisierende Enterokolitis und
Folgeerkrankungen des Atemnotsyndroms, wie z.B. die bronchopulmonale
Dysplasie.

Des Weiteren werden bei diesen Kindern signifikant haufiger neurologische
Auffalligkeiten, sowie kognitive Defekte beobachtet, die oft auch in der spateren
Entwicklung noch nachweisbar sind. (34, 168, 167, 14, 63, 132, 90, 98)

Neben der Morbiditat ist bei diesen Kindern jedoch auch eine erhdhte Mortalitatsrate
zu beklagen. (35, 127, 152, 228, 34)

Crombach et al gehen beispielsweise von einer Mortalitat von 2-4% in der Gruppe
der Neugeborenen mit einer IUGR aus, die damit deutlich Gber der Mortalitat
eutropher Neugeborener liegt. (35)

Aber auch langerfristig gesehen ist, belegt durch zahlreiche Studien, davon
auszugehen, dass das Geburtsgewicht einen starken Einfluss auf die spatere
Entwicklung und Morbiditat der Kinder hat.

Als Ursache hierfur wird eine intrauterine Adaptation des Feten in metabolischer,
endokrinologischer und hamodynamischer Hinsicht an die Mangelversorung wahrend
der Schwangerschaft angesehen. Alle diese Veranderungen sind darauf ausgelegt,

dem Feten ein Uberleben in einer suboptimalen Umgebung zu sichern.

Die genannten, bereits intrauterin stattfindenden Anpassungen des Feten in
endokrinologischer, metabolische und hamodynamischer Hinsicht, werden auch fir
das haufige Auftreten von postnatalen Anpassungsstorungen bei Kindern mit einer
IUGR verantwortlich gemacht.
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Vorreiter der Theorie der Beeinflussung der Morbiditat im Erwachsenenalter durch
eine IUGR war die Forschungsgruppe um Barker et al, die 1989 in einer
retrospektiven, epidemiologischen Studie aus England erstmals einen
Zusammenhang zwischen einer Wachstumsretardierung in der Fetalzeit und einer
erhohten Sterblichkeitsrate an kardiovaskularen Erkrankungen im Erwachsenenalter
beschrieben. (7)

Es wird davon ausgegangen, dass ein gestortes intrauterines Wachstum und ein
niedriges Geburtsgewicht mit einem erhohten Risiko fur die Entstehung einer
Insulinresistenz mit nachfolgendem Diabetes, mit einem hohen Blutdruck, sowie mit
pathologischen Werten der Blutfette und den daraus entstehenden kardiovaskularen
und endokrin-metabolischen Erkrankungen assoziiert sind.

Als Ursache hierfur wird eine bereits intrauterin stattfindende metabolische und
autonome Fehlprogrammierung von Hormon- und Stoffwechselvorgangen

angenommen, die zu einer Hormonresistenz mit den genannten Folgen flhren kann.
(230, 68, 9)

Dieser Zusammenhang wird als Barker-Hypothese bezeichnet und konnte seit seiner
Erstbeschreibung durch die Forschergruppe um David Barker in zahlreichen Studien
und Tiermodellen belegt werden. Der Pathomechanismus ist jedoch bisher weiterhin
unklar. (8, 11, 10,9)

Die Barker-Hypothese ist als ein Teil der Theorie des ,fetal programming*
anzusehen, die bereits in den 70iger und 80iger Jahren vor allem anhand von
zahleichen Tierversuchen aufgestellt wurde.

Nach dieser Theorie werden durch sehr frih in der intrauterinen Entwicklung
einwirkende Faktoren entscheidende endokrine und metabolische Regelkreise
verstellt, oder die Synthese von Proteinen und Zellen gestort und so die ,Sollwerte”
fur das spatere Leben ,umprogrammiert” .

Diese Sollwertverstellung fuhrt in den meisten Fallen nicht unmittelbar zum Ausbruch
einer Erkrankung, sondern erst im Laufe des weiteren Lebens durch die zusatzliche

Einwirkung von zahlreichen Co-Faktoren. (8, 9, 10)
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Interessant ist auch das Ergebnis einer Studie von Barker et al aus dem Jahre 1993.
In dieser Studie analysierte die Forschungsgruppe

die Daten von 1586 Mannern, die zwischen 1907 und 1924 in Sheffield geboren
wurden und von denen Angaben zum Geburtsgewicht, zur Kérperlange und zum
Schwangerschaftsalter bei Geburt vorlagen. (10)

Als Resultat dieser Analysen zeigte sich ein deutlich hoheres Risiko fur eine koronare
Herzkrankheit bei den Mannern, die bei der Geburt eine IUGR aufwiesen. Bei dem
Teil der Probanden, die bei der Geburt zwar ebenfalls ein zu niedriges
Geburtsgewicht zeigten, das jedoch in Relation zu der Schwangerschaftswoche als
durch die Fruhgeburt bedingt einzustufen ist, zeigte sich hingegen kein erhdhtes
Risiko. Auf Grund dieser Ergebnisse muss man davon ausgehen, dass nicht das
Geburtsgewicht alleine, sondern vor allem die Situation in utero fur die spatere
Morbiditat entscheidend ist. (10)

Neben dem erhdhten Risiko an einer koronaren Herzkrankheit zu versterben
beschreiben einige Autoren weiterhin ein erhdhtes Risiko fur die Entstehung einer
arteriellen Hypertonie bei hypotrophen Neugeborenen im Vergleich zu eutrophen
Neugeborenen. (81)

Huxley et al Uberpruften beispielsweise in einer Metaanalyse aus dem Jahre 2000
das Geburtsgewicht und die Blutdruckwerte zu verschiedenen Altersstufen bei tUber
440000 Menschen. Bei diesen Untersuchungen zeigte sich eine inverse Korrelation
des Blutdrucks mit dem Geburtsgewicht. Eine Zunahme des Geburtsgewichts um 1
kg war mit einer Abnahme des Blutdrucks um 2 mmHg im Mittel verbunden. Auf
Grund dieser Ergebnisse schlussfolgerten Huxely et al, dass sich unter Menschen,
die mit einer IUGR geboren wurden in spaterem Lebensalter deutlich haufiger eine

arterielle Hypertonie entwickelt als bei eutrophen Neugeborenen. (81)

Zu klaren bleibt in diesem Fall jedoch die Frage ob wirklich das intrauterine Milieu
alleine ausschlaggebend fur die Entstehung der arteriellen Hypertonie ist, oder ob
auch in diesem Falle sozio6konomische Faktoren, Erndhrungsgewohnheiten,
genetische Veranlagungen und weitere Grunderkrankungen ebenso wie in der
Normalbevolkerung hauptsachlich an der Entwicklung beteiligt sind und nur in der

Studie nicht weiter analysiert wurden.
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Neben dem gestorten intrauterinen Milieu wird von zahlreichen Autoren aber auch
immer wieder die postnatale Situation als Einflussfaktor fur die spatere Morbiditat
angefuhrt.

Ozanne et al konnten beispielsweise in einem Tierexperiment mit mannlichen
Mausen insbesondere dann die Entstehung von kardiovaskularen Komplikationen bei
den Jungtieren nachweisen, wenn auf eine Mangelernahrung in utero durch eine

Proteinrestriktion bei den Muttertieren, eine Ubererndhrung in der Neonatalzeit folgte.
(150)

Auch in zahlreichen weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass bei den
Neugeborenen mit einer IUGR das Risiko an einer Erkrankung aus dem Formenkreis
des Metabolischen Syndroms zu erkranken um so groéfer ist, wenn in den ersten

Lebensmonaten und -jahren ein Uberproportionales Aufholwachstum stattfindet. (793)

Auf Grund dieser Ergebnisse muss man davon ausgehen, dass neben der
intrauterinen Situation die postnatale Ernahrung ebenfalls einen entscheidenden
Einfluss auf die Entwicklung und Morbiditat von Neugeborenen mit einer [IUGR hat
und daher ein wichtiger Ansatzpunkt fur praventive Maldnahmen darstellt.

Eine zu rasche Gewichtszunahme nach der Geburt ( ,rapid early weight gain“) wurde
von zahlreichen weiteren Forschungsgruppen weiterhin als Risikofaktor fur die
Entstehung von Ubergewicht im Erwachsenalter sowie den bekannten metabolischen

und kardiovaskularen Erkrankungen identifiziert. (156)

Ein moglicher Erklarungsansatz fur die hohe Morbiditat im Erwachsenalter bei
ehemaligen Neugeborenen mit einer [IUGR besteht in einer bereits im Kindesalter
nachweisbaren erhdhten Insulinresistenz, die zur Entwicklung eines spateren
Diabetes mellitus Typ 2 fihren kann.

Weiterhin wird vermutet, dass es durch die intrauterine Fehlprogrammierung zu einer
Veranderung von zentralen Regulationsprozessen und der Ausbildung von weiteren

Resistenzen z.B. gegenuber Sattigungssignalen (Leptin, Insulin) kommt.

Abgesehen davon geht man davon aus, dass es auf der endokrinologischen Ebene
ebenfalls zu Veranderungen z.B. in der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-

Achse kommt, die zu erhdhten basalen Cortisolwerten und
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einer erhdhten Empfindlichkeit der Kinder gegentiber ACTH flhren kénnen. (193)

Abgesehen von den metabolischen und kardiovaskularen Folgen sind mittlerweile
auch weitere maogliche Folgeerkrankungen Gegenstand zahlreicher
Forschungsprojekte gewesen.

So konnte in grof3en epidemiologischen Studien beispielsweise gezeigt werden, dass
Kinder mit einem gestorten intrauterinen Milieu ebenfalls ein signifikant hoheres
Erkrankungsrisiko fir Mammacarcinome, sowie die Entwicklung einer Schizophrenie

oder Depression haben. (84, 198)

Neben den genannten Erkrankungen wir von einigen Autoren weiterhin ein gehauftes
Auftreten von renalen Erkrankungen in der Folge einer IUGR beschrieben. (193)

So konnte bei jungen Erwachsenen mit ehemaliger IUGR gehauft eine
Mikroalbuminurie sowie eine reduzierte glomerulare Filtrationsrate nachgewiesen
werden.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass es im Anschluss an eine im Kindesalter
relativ haufige IgA-Nephritis bei ehemals hypotrophen Neugeborenen gehauft zu
chronischen Verlaufen mit Ausbildung einer chronischen Niereninsuffizienz kommt.
In Tierexperimenten konnte eine verminderte Anzahl an Glomeruli mit
kompensatorisch erhdhter glomerularer Filtrationsrate pro Nephron bei
Mausenachkommen nachgewiesen werden, die einer intrauterinen Mangelsituation

ausgesetzt waren. (193)

Neben den renalen Erkrankungen wird auch von einem erhdhten Risiko fur die
Ausbildung von pulmonalen Erkrankungen in der Folge einer IUGR ausgegangen.
Alcazar et al vertreten beispielsweise die Theorie, dass es im Rahmen einer
intrauterinen Wachstumsretardierung ebenfalls zu einer gestorten
Lungenentwicklung kommt, die die Lungenstruktur nachhaltig schadigt. (1)

Folgen hiervon sind unmittelbar postpartal die Ausbildung eines Atemnotsyndroms
mit haufiger Notwendigkeit einer interventionellen Beatmung sowie in der Folge die

Ausbildung einer bronchopulmonalen Dysplasie.

Im Erwachsenalter kommt es dann gehauft zur Entstehung von obstruktiven sowie

fibrotischen und inflammatorischen Atemwegserkrankungen. (1)
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Ein direkter Beweis dieser Theorien am Menschen ist nach wie vor auf3ert schwierig,
da vor allem die Uberpriifung des intrauterinen Milieus am Menschen kaum zu
verwirklichen ist. Daher stammen ein Grof3teil der Daten aus Tierexperimenten und
retrospektiven Studien und sind daher sicherlich nicht uneingeschrankt auf alle
Neugeborenen oder sogar Frihgeborenen mit einer IUGR Ubertragbar.

Auf Grund der aktuellen Studienlage besteht daher die dringende Notwendigkeit zur
Durchfuhrung weiterer Forschungsprojekte zu diesem Thema, um die
Pathophysiologie weiter aufzuklaren und eventuell praventive Mallhahmen

abzuleiten zu kbnnen.

Ausgehend vom Geburtsgewicht und unter Beachtung des jeweiligen
Gestationsalters erfolgt in der Literatur und der Praxis Ublicherweise eine Einteilung
der Neugeborenen in small for gestational age (SGA, Geburtsgewicht < 10.
Percentile, appropriate for gestational age (AGA, Geburtsgewicht zwischen der 10. -
90. Percentile) und large for gestational age (LGA, Geburtsgewicht > 90. Percentile).
Wie bereits in der Einleitung ausfuhrlich dargelegt wurde, gibt es zahlreiche
Faktoren, die einen Einfluss auf die Hohe des Geburtsgewichtes und damit die

Einteilung in die verschiedenen Gruppen nehmen kdnnen.

Insbesondere bei den zwei von uns untersuchten Gruppen von erstens
Frihgeborenen mit einer intrauterinen Wachstumsretardierung und zweitens
eutrophen Fruhgeborenen erscheint es daher von besonderem Interesse zu
analysieren, welche Faktoren einen entscheidenden Einfluss auf das Geburtsgewicht
in unserem Kollektiv hatten und welches Merkmal in unserer Studie die grofte Rolle

spielte.

6.2.3.1. MTHFR-Polymorphismen

Ein Zusammenhang zwischen Polymorphismen im MTHFR-Gen und einer erhdhten

Morbiditat fur kardiovaskulare, sowie zahlreiche weitere Erkrankungen, wurde in
zahlreichen Studien bereits beschrieben.

Von einigen Forschungsgruppen wurde aber auch eine Assoziation von genetisch
bedingten Thrombophilien, wie z.B. Polymorphismen im MTHFR-Gen und

Schwangerschaftskomplikationen, wie beispielsweise die Entstehung einer IUGR und
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damit definitionsgemal ein fur das Gestationsalter zu niedriges Geburtsgewicht der
Neugeborenen, diskutiert.

De Vries et. al berichten beispielsweise von einem signifikant gehauften Auftreten
von erhdhten Homocysteinkonzentrationen bei Frauen mit vorzeitiger
Placentaldésung, Totgeburten und intrauterinen Wachstumsretardierung verglichen zu

der Normalbevolkerung. (42)

Andere Autoren sahen weiterhin Zusammenhange zwischen Polymorphismen im
MTHFR-Gen und der Entstehung von Aborten, Frihgeburtlichkeit, Praeklampsien
und postpartalen Anpassungsstérungen (207, 66)

Diese Zusammenhange werden in der Literatur jedoch insgesamt sehr kontrovers
diskutiert und konnten bisher nicht eindeutig geklart werden.

Im Mittelpunkt unserer Untersuchungen zu diesem Thema stand die Fragestellung,
ob der C667T oder der A1298C Polymorphismus im MTHFR-Gen einen signifikanten

Einfluss auf das Geburtsgewicht unserer Studienteilnehmer hat.

6.2.3.1.1. C677T-Polymorphismus
Bei dem von uns untersuchten Kollektiv besteht kein signifikanter Zusammenhang

zwischen dem Vorliegen des C677T-Polymorphismus im MTHFR-Gen und dem
Geburtsgewicht der Friihgeborenen.

Auch bei Betrachtung der beiden Subgruppen konnte weder eine signifikante
Einflussnahme des Genotyps auf das Geburtsgewicht der eutrophen Frihgeborenen
noch auf das Geburtsgewicht der hypotrophen Frihgeborenen nachgewiesen
werden (IUGR: p-Wert 0,655; Non-IUGR: p-Wert 0,372).

Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit der bislang sehr kontroversen Datenlage
aus anderen Studien, in denen z.T. eine Einflussnahme nachweisbar war, z.T jedoch
auch kein signifikanter Zusammenhang festgestellt werden konnten.

So konnten Vulcic et al beispielsweise in ihrer Studie aus dem Jahre 2009 einen
eindeutigen Zusammenhang zwischen homozygoten Tragern des C677T-
Polymorphismus im MTHFR-Gen und Schwangerschaftskomplikationen, sowie der
Entstehung einer IUGR, aufzeigen. (214)
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Wahrend Claire Infante-Rivard et al in ihren Untersuchungen aus dem Jahre 2005
keine Assoziation zwischen genetischen Veranderungen in Thrombophiliegenen und

dem Auftreten einer IUGR nachweisen konnten. (83)

Auf Grund der Ergebnisse unserer Analysen, sowie der aktuellen Datenlage, ist
daher unwahrscheinlich, dass der C677T-Polymorphismus alleine eine
entscheidende Rolle fir die Entstehung einer IUGR spielt.

Denkbar erscheint jedoch, dass der Polymorphismus in Kombination mit weiteren
Faktoren an der Entstehung einer intrauterinen Wachstumsretardierung maf3geblich

beteiligt sein kann.

6.2.3.1.2. A1298C-Polymorphismus
Auch fur den zweiten untersuchten Polymorphismus konnten wir keine signifikante

Beziehung (p-Wert 0,957) zwischen dem Vorliegen des Polymorphismus und dem
Geburtsgewicht der Probanden aufzeigen.

Auch bei einer Aufteilung unseres Kollektivs in Frihgeborene mit einer IUGR und
eutrophe Frihgeborene konnte kein signifikanter Einfluss nachgewiesen werden.
(IUGR: p-Wert 0,094, Non-lUGR: p-Wert 0,881).

Diese Daten sind analog der Uberlegungen zum C677T-Polymorphismus zu
bewerten, zumal von den meisten Forschungsgruppen sowohl der C667T-

Polymorphismus, als auch der A1298C-Polymorphismus untersucht wurden.

6.2.3.1.3. Zusammenfassung
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Vorliegen einer der beiden

Polymorphismen im MTHFR alleine in unserem Kollektiv keinen signifikanten Einfluss
auf das Geburtsgewicht der Fruhgeborenen hat, folglich muss es andere Faktoren
geben, die das Gewicht in unserer Studienpopulation starker determinieren.

Als Einschrankung bei der Bewertung unserer Daten muss jedoch wiederum die
geringe Fallzahl, sowie die hohe Rate an Mehrlingsschwangerschaften bedacht
werden, auf Grund derer unsere Ergebnisse nicht uneingeschrankt tbertragen

werden konnen.
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6.2.3.2. Homocystein-Spiegel
Neben den Polymorphismen im MTHFR-Gen ware auch eine Einflussnahme der

Homocystein-Spiegel auf das Geburtsgewicht der Kinder anzunehmen.

Vor allem durch die atherogen und thrombogene Potenz erhéhter Homocystein-
Spiegel und die dadurch bestehende Mdglichkeit der Ausbildung einer
Placentainsuffizienz, ist eine Assoziation mit der Hohe des Geburtsgewichtes vor
allem bei Frihgeborenen sehr gut vorstellbar.

Statistische Analysen unserer Daten ergaben fir unser Kollektiv jedoch keine
eindeutige Korrelation (Korrrealtionskoeffizient: 0,31) zwischen der Hohe der
Homocysteinspiegel und dem Geburtsgewicht der Frihgeborenen.

Zu ahnlichen Ergebnissen kam auch die Forschungsgruppe um Claire Infante-Rivard.
Diese gingen bei Ihren Untersuchungen aus dem Jahre 2003 davon aus, dass
erhohte mutterliche und kindliche Homocysteinkonzentrationen Uber eine
Schadigung der Placenta zur Ausbildung einer intrauterinen Wachstumsretardierung
beitragen kdnnen.

Aber auch diesem Team gelang es nicht ihre Vermutung durch signifikante

Ergebnisse zu untermauern.

Auch wenn wir auf Grund unserer statistischen Berechnungen keinen
Zusammenhang zwischen den Homocysteinkonzentrationen der Frihgeborenen und
der Entstehung einer IUGR nachweisen konnten, so wurde ich dennoch nicht
ausschlie3en, dass die Hohe der Homocystein-Plasmaspiegel entscheidend zur
Entstehung einer IUGR beitragen kann.

Bei der Betrachtung unserer Ergebnisse sollte man weiterhin beachten, dass wir
lediglich die kindlichen Homocysteinkonzentrationen bestimmt haben und diese
normalerweise deutlich unter dem Wert der mutterlichen Spiegel liegen.

Um also eine genaue Analyse eines potentiellen Zusammenhanges zwischen diesen
zwei Merkmalen korrekt durchfuhren zu kénnen, bedarf es meiner Meinung nach der
Bestimmung der mutterlichen und der kindlichen Konzentrationen, sowie einer

exakten Beurteilung der Placentafunktion.
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6.2.3.3. Verschiedene Einflussfaktoren auf das Geburtsgewicht

Wie aus der Literatur hinreichend bekannt ist, gibt es neben den bereits genannten
EinfluRgroRen weitere zahlreiche Faktoren, die das Geburtsgewicht von
Neugeborenen beeinflussen kdnnen.

Am wichtigsten sind hierbei, neben der genetischen Veranlagung, die Frage nach
dem Vorliegen von Mehrlingsschwangerschaften, dem Vorhandensein einer
Placentafunktionsstorung, sowie kindlichen oder mutterlichen Erkrankungen.

Im Rahmen unserer Analysen waren dabei die Merkmale: Gestationsalter,
Mehrlingsschwangerschaft, sowie mutterlicher Nikotinkonsum, mutterliche
Folsaureeinnahme und arterielle Hypertonie der Mutter wahrend der

Schwangerschaft von besonderem Interesse.

Nach statistischen Berechnungen mittels der linearen Regressionsanalyse ergaben
sich fur unser Kollektiv lediglich signifikante Einflisse bei folgenden Merkmalen:
Gestationsalter der Frihgeborenen, Mehrlinge, Nikotinkonsum, sowie arterielle
Hypertonie der Mutter wahrend der Schwangerschaft.

Far die Ubrigen Parameter konnte bei unseren Studienteilnehmern keine signifikante
Einflussnahme nachgewiesen werden.

Bei den Parametern, fur die ein signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden
konnte, handelt es sich um die Ublichen, aus zahlreichen Studien belegten
Determinaten des Geburtsgewichtes von Frih- wie auch normalen Neugeborenen.
Die signifikanten Einflussgrossen werden im Folgenden naher charakterisiert.

Gestationsalter:

Als wichtigste Einflussgrof3e auf das Geburtsgewicht eines Neugeborenen ist das
Gestationsalter anzusehen. Dies wird unter anderem deutlich, wenn man sich die
Definition einer IUGR nochmals vor Augen flhrt, die eine intrauterine
Wachstumsrestriktion als ein flr das jeweilige Gestationsalter zu niedriges
Geburtsgewicht beschreibt.

Bei unseren statistischen Berechnungen ergab sich fur das Gestationsalter in
Schwangerschaftswochen ein p-Wert von 0,000 sowie einen Regressionskoeffizient
Beta von 0,578.
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Wie erwartet, stellt das Gestationsalter damit das Merkmal mit dem gréfiten Einfluss
auf das Geburtsgewicht unserer Frihgeborenen dar.

Diese Beziehung musste sich als signifikant herausstellen, da das Wachstum in utero
proportional mit dem Gestationsalter erfolgt, und es somit in Abhangigkeit von dem
jeweiligen Gestationsalter unter normalen Voraussetzungen zu einem bestimmten
Geburtsgewicht kommt. Zur besseren Abschatzung existieren hierfur sogar
Percentilenkurven, in denen das zu erwartende Geburtsgewicht in der jeweiligen

Schwangerschaftswoche graphisch aufgezeichnet ist.

Mehrlingsschwangerschaft

Ebenfalls eine bekannte und haufig sehr grof3e Wirkung auf das Geburtsgewicht der
einzelnen Kinder entsteht im Falle des Vorliegens einer Mehrlingsschwangerschaft.
Insbesondere bei Schwangerschaften mit mehr als 2 Feten wird der Einfluss immer
grofer und deutlicher.

Dies erklart sich einerseits durch die engen Platzverhaltnisse in utero und die damit
nur geringeren Mdglichkeiten zur korperlichen Entwicklung jedes einzelnen Feten im
Vergleich zu einer Einlingsschwangerschaft.

Auf der anderen Seite werden Mehrlingsschwangerschaften aber auch haufiger zu
einem friheren Zeitpunkt entbunden als Einlinge, so dass das Geburtsgewicht, das
ja proportional mit dem Gestationsalter ansteigt, sich meistens physiologischer Weise
noch auf einem niedrigeren Level befindet.

Ein weiterer Grund fur das niedrigere Gewicht bei Mehrlingen kdnnen aber auch
spezifische Komplikationen bei Mehrlingsschwangerschaften, wie beispielsweise das
feto-fetale Transfusionssyndrom sein, das durch eine Uberversorgung des einen und
gleichzeitig Unterversorgung des anderen Feten zu sehr unterschiedlichen
Geburtsgewichten der jeweiligen Kinder fihren kann.

Im Falle unserer Analysen ergab sich fur das Merkmal Vorliegen einer
Mehrlingsschwangerschaft ein deutlich signifikanter Einfluss auf das Geburtsgewicht
der Frihgeborenen (p-Wert 0,002).

Eine Regressionsanalyse zeigte weiterhin einen deutlich zu erkennenden
Zusammenhang zwischen dem untersuchten Merkmal Mehrlingsschwangerschaft
und dem Gewicht der Kinder (Beta 0,230).
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Nikotinkonsum der Mutter wahrend der Schwangerschaft:

Anhand der aktuellen Studienlage gilt es weiterhin als gesichert, dass ein
matterlicher Nikotinkonsum wahrend der Schwangerschaft einen entscheidenden
Einfluss auf das Geburtsgewicht der Kinder hat.

Neben der Beeinflussung des Geburtsgewichtes kann Rauchen zu einer ganzen
Reihe von weiteren Schwangerschaftskomplikationen, wie beispielsweise
vorzeitigem Blasensprung, vorzeitiger Plazentalosung, Placenta praevia oder
Frahgeburt, fihren. (78)

Windham et al beschreiben, sowohl fir aktiven als auch fur passiven Nikotinkonsum
wahrend der Schwangerschaft, einen signifikanten Einfluss auf ein niedriges
Geburtsgewicht der Neugeborenen, auch auf die Entstehung zahlreicher weiterer

damit assoziierter Komplikationen wird hingewiesen. (225)

Bei unseren statistischen Berechnungen ergab sich ein p-Wert von 0,009. Hiermit
zeigte sich ein eindeutig signifikanter Zusammenhang zwischen dem mutterlichen
Nikotinkonsum wahrend der Schwangerschaft und der Héhe des Geburtsgewichtes
unserer Frihgeborenen.

Diese Einflussnahme wird auch durch den Regressionkoeffizient Beta, der in diesem
Fall bei 0,195 lag, bestatigt.

Einige Autoren gehen sogar soweit zu behaupteten, dass das Risiko fur die Geburt
eines IUGR-Kindes mit jeder Zigarette kontinuierlich ansteige.

Voigt et al beschreiben beispielsweise eine Zunahme an SGA-Kindern von 9,8 %bei
Nichtraucherin, zu 15,9 % bei Frauen, die 1-5 Zigaretten pro Tag rauchen, bis hin zu

26,5% bei den Frauen, die mehr als 21 Zigaretten pro Tag konsumieren. (212)

Als ursachlich fur die Entstehung einer IUGR unter Nikotinexposition in utero wird die
Einwirkung von embryo- und fetotoxischen Substanzen auf das heranwachsende
Kind gesehen.

Hosli et al berichten sogar von hoheren Konzentrationen an Nikotin und an anderen
mit dem Tabakrauch assoziierten toxischen Substanzen im Fruchtwasser, sowie im

fetalen Kreislauf als im mutterlichen Serum. (78)
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Eine weitere Erklarung fur den Zusammenhang von Nikotinkonsum und einem
niedrigen Geburtsgewicht liegt auch in der durch die giftigen Substanzen
verursachten Placentaschadigung, die zu einer langfristigen Unterversorgung des
Feten flhrt.

Arterielle Hypertonie der Mutter wahrend der Schwangerschaft:
Eine arterielle Hypertonie der Mutter wahrend der Schwangerschaft gilt mittlerweile

als ein sicherer und bekannter Einflussfaktor auf das Geburtsgewicht der

Neugeborenen. (163, 140, 231, 213, 4)

Als ursachlich hierfur wird die durch die arterielle Hypertonie bedingte Entstehung
einer Placentainsuffizienz gesehen, die zu einer Mangelversorgung des Feten mit
Sauerstoff und Nahrstoffen fuhrt. Hieraus resultiert eine Wachstumsretardierung des

Feten.

Aus diesem Grund war es flr uns von groldem Interesse zu untersuchen, ob in
unserem Kollektiv, das im Gegensatz zu anderen Studienansatzen nur aus
Frihgeborenen bestand, eine signifikante Beeinflussung des Geburtsgewichtes
unserer Probanden durch eine vorhandene mutterliche Hypertonie ebenfalls
nachzuweisen war.

Statistische Berechnungen hierzu ergaben fur dieses Merkmal einen signifikanten
Einfluss auf das Geburtsgewicht der Frihgeborenen (p-Wert 0,048,
Regressionskoeffizient Beta 0,143).

Dieses Ergebnis war trotz der Spezialisierung unseres Kollektivs auf Friihgeborene
zu erwarten, da vor allem Kinder, die vor der 37. SSW geboren werden, auf Grund
ihrer altersbedingten Unreife starker von den Komplikationen betroffen sind, die mit
einer Wachstumsretardierung einhergehenden.

6.2.3.4. Zusammenfassung:

Zusammenfassend muss man also feststellen, dass in unserem Kollektiv nicht die
vermuteten Merkmale den gro3ten Einfluss auf das Geburtsgewicht unserer
Probanden haben, sondern dass es vor allem das bekannte Merkmal Gestationsalter

war, das den entscheidenden Einflussfaktor darstelit.
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Ursachlich hierfur ist in meinen Augen die Tatsache, dass in unserem Kollektiv nur
Frihgeborene eingeschlossen wurden, die per se ein niedriges Gestationsalter
haben.

Da die Entwicklung der Kinder in utero und insbesondere deren Gewichtszunahme
sich proportional zum Gestationsalter verhalt, erscheint es logisch, dass Kinder mit
einer niedrigeren Anzahl an Schwangerschaftswochen auch das niedrigere
Geburtsgewicht aufweisen.

Vermutlich spielen in unserem Kollektiv, und vor allem in der von uns untersuchten
Entwicklungsphase, andere Faktoren nur eine untergeordnete Rolle, die durch den

signifikanten Einfluss des Geburtsgewichtes fast vollstandig Uberlagert werden.

Bei Betrachtung der einzelnen Einflussgréssen auf das Geburtsgewicht der
Studienteilnehmer muss man feststellen, dass einige dieser Faktoren eindeutig
vermeidbar waren und ein Teil der anderen Faktoren sich durch praventive
MalRnahmen sicher positiv beeinflussen lassen wurde.

Das Hauptaugenmerk zur Minimierung der Anzahl von Neugeborenen mit zu
niedrigem Geburtsgewicht sollte daher auf praventiven Strategien zur Reduktion von
eindeutigen Risikofaktoren wie Rauchen, Alkohol oder psychischen Stress liegen.
Weiterhin sollte eine optimale Uberwachung der Schwangeren erfolgen, um
entsprechende Risikoschwangerschaften und Risikofaktoren frihzeitig zu erkennen

und die Entwicklung einer fetalen Schadigung damit verhindern zu kénnen.

6.2.4. Einflussfaktoren auf die Entstehunqg einer IUGR in unserem
Kollektiv

In verschieden Studien konnte gezeigt werden, dass unter Frihgeborenen ein

erhohter Anteil an Kinder mit einer IUGR zu finden ist. (35, 61)

Lackmann et.al. gehen in ihrer Publikation aus dem Jahre 2001 beispielsweise von
einem um das 2- 3 fach erhohten Risiko fur das Auftreten einer IUGR bei
Fruhgeborenen im Vergleich zu Reifgeborenen aus. (107)

Es gibt zahlreiche Faktoren, die zur Entstehung einer intrauterinen

Wachstumsretardierung beitragen konnen.
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Hierbei kann zwischen mutterlichen und kindlichen Einflussfaktoren unterschieden
werden.

Von besonderem Interesse fur unsere Untersuchungen waren, wie schon bei den
Analysen zu den Einflussfaktoren auf das Geburtsgewicht der Frihgeborenen, die
zwei Polymorphismen im MTHFR-Gen, die kindliche Homocysteinkonzentration im
Nabelschnurblut, sowie das Vorliegen einer arteriellen Hypertonie der Mutter und
eines mutterlichen Nikotinkonsums wahrend der Schwangerschaft.

6.2.4.1. MTHFR-Polymorphismen

Zahlreiche Forschungsgruppen konnten bisher einen Zusammenhang zwischen dem

Vorliegen verschiedener Thrombophilien und der Entstehung einer
Placentainsuffienz mit nachfolgender IUGR nachweisen. (42, 207, 66)

In der Literatur wird bisher jedoch kontrovers diskutiert, in wieweit die einzelnen
Thrombophilien zu dieser Entwicklung beitragen.

Von Interesse ist in diesem Zusammenhang auch eine Studie von Kupferminc et al
aus dem Jahre 1999. In dieser Untersuchung wurden 110 Frauen mit
schwerwiegenden Schwangerschaftskomplikationen, wie Praeklampsie, intrauteriner
Fruchttod, vorzeitige Placentalosung und IUGR, auf das Vorliegen einer
Thrombophilie untersucht. Es gelang dabei bei 50 % der Frauen, deren Kinder eine
IUGR (n=54) zeigten, eine genetische Mutation flr eine Thrombophilie

nachzuweisen. (106)

Thema der mannigfachen Diskussionen sind unter anderem auch mehrere
Polymorphismen im MTHFR-Gen, von denen wir in unseren Analysen die 2

haufigsten, den C677T und den A1298C, Polymorphismen untersuchten.

6.2.4.1.1. MTHFR-Polymorphismus C677T

Wie bereits bei den Analysen zum Geburtsgewicht der Frihgeborenen deutlich

wurde, ist die Datenlage zum Einfluss der MTHFR-Polymorphismen auf das
intrauterine Wachstum und damit das Geburtsgewicht sehr kontrovers.

Far den C677T-Polymorphismus konnten daher einige Autoren eine Assoziation mit
der Entstehung einer IUGR nachweisen. (207, 66 ,214)
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Andere Forschungsgruppen gehen jedoch davon aus, dass homozygote
Merkmalstrager kein erhohtes Risiko fur die Entstehung einer intrauterinen

Wachstumsretardierung zeigen. (83)

Statistische Analysen an unserem Studienkollektiv konnten ebenfalls keinen
signifikanten Zusammenhang (p-Wert 0,197) zwischen dem Auftreten des C677T-
Polymorphismus im MTHFR-Gen und dem Vorliegen einer IUGR unter unseren

Frihgeborenen nachweisen.

Des Weiteren konnten keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung der
einzelnen Genotypen (Wildtyp, homo- und heterozygote Merkmalstrager) zwischen

Frihgeborenen mit einer IUGR und eutrophen Frihgeborenen festgestellt werden.

6.2.4.1.2. A1298C Polymorphismus
Auch fur den zweiten von uns untersuchten Polymorphismus ist die Datenlage in der

Literatur, analog zu den Analysen bezuglich des Geburtsgewichtes, bisher sehr
kontrovers.

Wahrend einige Autoren von einer hdheren Wahrscheinlichkeit fir die Entstehung
einer [IUGR bei Vorliegen des Polymorphismus ausgehen, sehen andere

Forschungsgruppen keine eindeutigen Zusammenhange.

Vergleichbar mit den zuletzt genannten Gruppen sind auch unsere aktuellen
Ergebnisse.

Die statistische Analyse der Daten unserer Studienteilnehmer zeigen ebenfalls
keine signifikante Einflussnahme des A1298C-Polymorphismus im MTHFR-Gen auf

die Entstehung einer IUGR in unserem Kollektiv.

Weiterhin konnte auch fur diesen Polymorphismus keine signifikanten Unterschiede
in der Verteilung der einzelnen Genotypen (Wildtyp, homo- oder heterozygoter
Merkmalstrager) zwischen Friihgeborenen mit einer IUGR und eutrophen

Frihgeborenen nachgewiesen werden.

6.2.4.1.3. Beurteilung
Unter Beachtung der gesamten Ergebnisse und der aktuellen Studienlage ist davon

auszugehen, dass genetische Faktoren, wie beispielsweise die untersuchten
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Polymorphismen im MTHFR-Gen, alleine nicht zur Entstehung einer IUGR
ausreichen.

Vielmehr scheint es sich bei unseren Probanden um ein multifaktorielles Geschehen
zu handeln, das schliel3lich zur Entstehung einer intrauterinen

Wachstumsretardierung gefthrt hat.

Einige Autoren vertreten jedoch auch die Ansicht, dass die Veranderungen des Gens
alleine nicht ausreichend sind, um zur Entstehung einer IUGR beizutragen, sollte es
jedoch bedingt dadurch zu einer Erhdhung der Homocysteinkonzentration kommen,
so kann die Kombination durchaus die Entstehung einer intrauterinen

Wachstumsretardierung fordern. (13, 106)

6.2.4.2. Weitere Einflussfaktoren auf die Entstehung einer IUGR in unserem
Kollektiv

Zur Unterstutzung unserer Theorie vom multifaktoriellen Geschehen der Entstehung

einer [IUGR untersuchten wir einige weitere Faktoren, die gemal der aktuellen
Studienlage verdachtigt werden, zur Entstehung einer intrauterinen
Wachstumsretardierung beitragen zu konnen.

Die von uns untersuchten Merkmale waren hierbei das Geschlecht der
Frihgeborenen, das Gestationsalter, das Vorliegen einer Mehrlingsschwangerschaft,
sowie mutterlicher Nikotinkonsum wahrend der Schwangerschaft, eine mutterliche
Folsaureeinnahme und ein arterieller Hypertonus der Mutter wahrend der
Schwangerschaft.

Weiterhin wurde die Hohe der kindlichen Homocystein- und Folsaure-Plasma-Spiegel
auf ihren Beitrag zur Entstehung einer [IUGR untersucht.

Ein signifikanter Einfluss auf die Entstehung einer intrauterinen
Wachstumsretardierung lief sich hierbei jedoch nur fir die Merkmale mutterlicher
Nikotinkonsum wahrend der Schwangerschaft, arterielle Hypertonie der Mutter
wahrend der Schwangerschaft, sowie die Homocysteinkonzentration im
Nabelschnurblut der Frihgeborenen ermitteln.

Auf diese Einflussfaktoren wird daher im Folgenden naher eingegangen.
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Nikotinkonsum wahrend der Schwangerschaft

Ein signifikanter Einfluss (p-Wert 0,01) auf die Entstehung einer IUGR zeigte sich,
wie zu erwarten war, fur den mutterlichen Nikotinkonsum wahrend der
Schwangerschaft.

Gemal unseren statistischen Analysen ist das Risiko fur die Entstehung einer IUGR
in unserem Kollektiv bei Raucherinnen um 20% grofRer als bei Nichtraucherinnen
(OR 0,204).

Diese Assoziation war angesichts der aktuellen Studienlage zu erwarten. Eine
Nikotinexposition wahrend der Schwangerschaft gilt mittlerweile als einer der
Haupteinflussfaktoren auf die Entstehung einer IUGR in den zivilisierten Landern. (78)
Ursachlich hierfur durfte wie bei der Beeinflussung des Geburtsgewichtes durch
Rauchen ebenfalls die Schadigung des Feten durch toxische Stoffe sowie die
Forderung der Entstehung einer Placentainsuffizienz durch Zigarettenrauchen und

damit eine Mangelversorgung des Feten sein. (212, 225, 78)

Arterielle Hypertonie der Mutter wahrend der Schwangerschaft

Ein weiterer, durch zahlreiche Studien belegter Risikofaktor fur eine erhohte Rate an
kindlichen Wachstumsretardierungen, stellt das Vorliegen eines mutterlichen
Hypertonus wahrend der Schwangerschaft dar. (35, 141)

Der Pathomechanismus in diesem Falle lauft Gber eine Schadigung der
Placentagefalle, bedingt durch die arterielle Hypertonie, bis zur Entstehung einer
Placentainsuffizienz, die schlielich in einer Minderversorgung des Fotus endet und
damit die Entstehung einer IUGR fordert. (163,140, 4, 231)

Far unser Kollektiv zeigte sich in der logistischen Regressionsanalyse ein
signifikanter Zusammenhang (p-Wert 0,009) zwischen dem Vorliegen einer
matterlichen arteriellen Hypertonie wahrend der Schwangerschaft und der
Entstehung einer IUGR.

Weiterhin ergab sich fur Kinder, deren Mutter einen arteriellen Hypertonus zeigten,

ein um 20% hoheres Risiko eine IUGR zu entwickeln im Vergleich zu

Frihgeborenen, deren Muitter normale Blutdruckwerte zeigten (OR 0,208).
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Homocysteinkonzentrationen im Nabelschnurblut der Frihgeborenen
Erhohte Homocysteinkonzentrationen gelten als gesicherter Risikofaktor fur die

Entwicklung von kardiovaskularen Erkrankung sowie thromboembolischen
Komplikationen.

Durch zahlreiche Forschungsgruppen konnte mittlerweile auch ein Zusammenhang
zwischen erhohten mutterlichen Homocysteinkonzentrationen und der Entstehung

einer Praeklampsie belegt werden. (38)

Als Ursache hierfur werden meistens eine Kombination aus endothelialer Dysfunktion
und Ausbildung einer Placentainsuffizienz angefiuhrt.

Die Datenlage bezuglich einer Assoziation zwischen erhdhten
Homocysteinkonzentrationen und der Ausbildung einer IUGR ist bisher sehr
uneinheitlich. Ein Problem bei der Interpretation dieser Ergebnisse stellt zusatzlich
die Tatsache dar, dass in den vorliegenden Studien meistens eine Analyse der
matterlichen Homocysteinkonzentrationen stattgefunden hat und diese im Verlauf
einer Schwangerschaft physiologischerweise abfallen.

Weiterhin existieren fur Schwangere keine Normwerte bezuglich der
Plasmakonzentration, so dass eine Hyperhomocysteinamie in der Schwangerschaft

nur sehr ungenau zu definieren ist. (64)

Einige andere Autoren wie Bo Lindblad et al gehen davon aus, dass eine erhohte
Homocysteinkonzentration erst bei gleichzeitig erniedrigter Folatkonzentration zur

Ausbildung einer IUGR beitragen kann. (115)

Einen anderen Aspekt beschreibt die Forschungsgruppe um Claire Infante-Rivard in
einer Arbeit aus dem Jahre 2003, in der gezeigt werden konnte, dass die Kinder der
Mutter mit den hoheren Homocysteinkonzentrationen tendenziell hohere
Geburtsgewichte aufwiesen. Diese Feststellung wirde einen Zusammenhang
zwischen einer Hyperhomocysteinamie der Mutter und der Entstehung einer IUGR

widerlegen. (83)

Regressionsanalysen zur Ermittlung der signifikanten Einflussfaktoren auf die
Entstehung einer IUGR an unserem Kollektiv ergab den Nachweis eines signifikanten
Einflusses (p-Wert 0,028) der Homocysteinkonzentrationen im Nabelschnurblut der

Frihgeborenen auf die Entstehung einer IUGR.
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Das Odds Ratio lag in diesem Falle bei 1,336, d.h. eine Erhéhung der
Homocysteinkonzentration um 1 pmol/ml erhéht das Risiko fur die Entstehung einer

IUGR um 33,6 % bei unseren Probanden.

6.2.4.3. Zusammenfassung:

Uberaschenderweise zeigte sich in unserem Kollektiv, dass die Entstehung einer
intrauterinen Wachstumsretardierung bei unseren Frahgeborenen vor allem durch die
Hoéhe der Homocysteinkonzentrationen im Nabelschnurblut der Kinder bestimmt wird.
Mittels Regressionsanalysen konnte sogar gezeigt werden, dass bei unseren
Probanden die Hohe der Homocysteinkonzentrationen im Nabelschnurblut den
groBten Einflussfaktor fur die Entstehung einer IUGR darstellt.

Diese Ergebnisse sollten meiner Meinung nach nur mit Vorsicht betrachtet werden
und kénnen nicht auf alle Kollektive Ubertragen werden. Fir unser Kollektiv sind sie
jedoch als Norm anzusehen.

Weiterhin muss bedacht werden, dass es sich bei den von uns erhobenen Daten im
Gegensatz zu den Ergebnissen der meisten anderen Forschungsgruppen um
Homocysteinkonzentrationen im Nabelschnurblut von Friihgeborenen und nicht um
mutterliche Konzentrationen handelt, so dass die Ergebnisse nur eingeschrankt
vergleichbar sind.

Auf der anderen Seite muss jedoch auch wiederum unser relativ kleines
Studienkollektiv mit lediglich 33 wachstumsretardierten Kindern bedacht werden, auf
Grund dessen zwangslaufig eine nur sehr eingeschrankte Vergleichbarkeit mit
anderen Studien mit deutlich mehr Teilnehmern entsteht.

Eine Erklarung fur die Ergebnisse unserer Untersuchungen stellt meiner Meinung
nach die Beschrankung unserer Probanden auf Frihgeborene dar.

Wie aus zahlreichen anderen Studien bereits bekannt ist, kommt es wahrend der
Schwangerschaft physiologischerweise zu einem Abfall der mutterlichen
Homocysteinkonzentrationen antiproportional zur Anzahl der
Schwangerschaftswochen. Weiterhin ist bekannt, dass sich die kindlichen
Homocysteinkonzentrationen haufig an die Konzentrationen im mautterlichen Blut
angleichen. (121, 140)

In Kenntnis dieser Sachverhalte erscheint es daher auch logisch, dass sich bei

Betrachtung von Probanden mit einem niedrigeren Gestationsalter hdhere
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Homocysteinkonzentrationen ergeben, als eine Analyse der Homocysteinspiegel
gegen Enden der Schwangerschaft oder bei Neugeborenen ergebenen wuirde.

Die Beschrankung unseres Kollektiv auf Kinder mit einem Gestationsalter kleiner der
37. Schwangerschaftswoche ist also mit Sicherheit einer der Hauptgrinde fur die
hohen Homocyteinkonzentrationen dieser Kinder.

Wie bereits erwahnt, kann es im Rahmen einer Hyperhomocysteinamie zu einer
Storung der Placentafunktion bis hin zu einer Placentainsuffizienz kommen, die
letztendlich entscheidend zur Entwicklung einer Wachstumsretardierung beitragen
kénnen. Dieser Sachverhalt stellt eine mdgliche Erklarung des eindeutigen
Zusammenhangs zwischen hohen Homocysteinkonzentrationen und dem Vorliegen
einer [IUGR in unserem Kollektiv dar.

An dieser Stelle muss jedoch erneut darauf hingewiesen werden, dass unsere
Analysen nur an einer sehr kleinen Fallzahl und zusatzlich an einem gezielt
ausgesuchten Kollektiv aus Frihgeborenen durchgefuhrt wurden, so dass unsere
Ergebnisse mit Sicherheit nicht als allgemeingultig angesehen werden konnen.

Trotz den von uns gewonnen Ergebnissen, sollte das Hauptaugenmerk zur
Pravention der Entstehung einer intrauterinen Wachstumsretardierung auf den
vielfach erforschten und gut bekannten Risikofaktoren, wie beispielsweise einem
mautterlichen Nikotinkonsum wahrend der Schwangerschaft oder mutterlichen
Erkrankungen, z.B. dem Vorliegen einer arteriellen Hypertonie, liegen.

In Bezug auf diese Einflussfaktoren sollte bereits relativ frih in der Schwangerschaft,
idealerweise schon vor Entstehung der Schwangerschaft, durch breite Aufklarung
sowie praventive MalRnahmen, einer Beeinflussung der Entwicklung des Kindes
durch diese Faktoren entgegengewirkt werden.

Da eine vollstandige und vor allem rechtzeitige Aufklarung aller Mitter nur sehr
schwierig zu verwirklichen ist, sollte regelmalligen Vorsorgeuntersuchungen wahrend
der Schwangerschaft ebenfalls sehr viel Aufmerksamkeit geschenkt werden.

Denn nur so ist es moglich, potentiell gefahrdete Kinder moglichst frihzeitig zu
identifizieren und durch rechtzeitiges Handeln und eine intensive Uberwachung

mdgliche Schaden abzuwenden.
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8. Abkirzungsverzeichnis:

ACTH: Adrenocorticotropes Hormon
AFI : Amniotic Fluid Index
AGA: appropriate for gestational age

ANS: Atemnotsyndrom

ATP: Adenosyltriphosphat

APGAR: Score zur Beurteilung des klinischen Zustandes Neugeborener, nach der
Anasthesitin V. Apgar benannt

BHMT :  Betain-Homocystein-Methyltransferase

BWR: birth weight ratio

CBS: Cystathion-3-Synthase

CLIA: Chemilumineszenz-Immunoassays

CPAP:  Continuous Positive Airway Pressure

CRP: C-reaktives Protein

d.h.: das heif3t

DMG: Dimethylglycin

DNA: Desoxyribonukleinsaure

DTT: Dithiothreitol

dTTP: Desoxythymidintriphosphat

EDTA:  Ethylendiamintetraessigsaure

FAD: Flavin-Adenin-Dinukleotid
FGR: fetal grothw restriction
FPIA: Fluoreszenz-Polarisations-Immunoassays
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FRET:

ICSI :

IVF:

IGF:

IVH:

kDa:

LGA:

MTHFR:

5-MTHF:

NADPH:

NTC:

OR:

PCR:

PIH:

SAH:

SAM:

SGA:

SSW:

IUGR:

zB.:

fluorescent resonance energy transfer
intracytoplasmatische Spermieneinjektion
invitro Fertilisation

insuline liek growthfactors
intraventricularen Hamorraghie

kilo Basenpaare

kilo Dalton

large for gestational age
Methylentetrahydrofolatreduktase

5-Methyltetrahydrofolat
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
non template controls

Odds Ratio

Polymerasekettenreaktion

Pregnancy induced hypertension
S-Adenosyl-Homocystein
S-Adenosyl-Methionin

small for gestational age
Schwangerschaftswochen
intrauterine Wachstumeretardierung

zum Beispiel
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14. Anhang: Patientenfragebogen

Probennummer:
Archivhummer und Aufbewahrungsort:
Probe zentrifugiert am:

Bemerkung:

1. Patientendaten:

Name: Vorname:

Geburtsdatum: Uhrzeit:

Geschlecht des Kindes: weiblich [ ] ménnlich [ ]
Mehrling: Ja [ ] Nein [ ]
Besonderheiten wihrend der Schwangerschaft: Ja [ | Nein [ ]

Wenn ja, welche:

Geburtsmodus:

Gestationsalter:

Geburtsgewicht:

Geburtslange:

Kopfumfang:
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APGAR: nach 1 min:

nach 5 min:

nach 10 min:

Nabelschnur-pH:

Auffialligkeiten, Fehlbildungen:

Wenn ja, welche:

JaD

Nein [ ]

Postnatale Komplikationen:

Wenn ja, welche:

Nein [ ]

Beatmung: Ja [ ] Nein [ ]
Beatmungsdauer:

CPAP: Ja [ ] Nein [ |
Sauerstoffbedarf:

Sauerstoffdauer:

ANS: Ja [ ] Nein [ |
ANS-Grad:

IVH: Ja [ ] Nein [_]
IVH-Grad:

ROP: Ja [ ] Nein [ ]

ROP-Stadium:

Konnatale Sepsis:

Max. CRP:

Max. IT-Ratio:
Keimnachweis in Blutkultur:
Wenn ja, welche:

Ja [ ]

Ja [ ]

Nein [ ]

Nein [ |
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Konnatale Pneumonie: Ja D

Nein [ ]

Name, Anschrift und Telefonnummer der Eltern:

Surfactant: Ja [ ]

Nein [ |

Sonstige Therapie:

Dauer des stationiren Aufenthalts:

Dauer der Intensivtherapie:

Laborwerte:

Datum der Blutentnahme:

Hb:

Hkt:

Leukozyten:

Retikulozyten:

Normoblasten:

Bilirubin:

Sauerstoffsittigung:

Sonstiges:
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Ergebnisse:

MTHFR C677T:
MTHFR A1298C:
Homozystein:

2. Daten der Mutter

Name:

Vorname:

Geburtsdatum:

Ethnizitat:

Nationalitat:

Schulabschluss:

Grofle:

Gewicht vor der Schwangerschaft:

Gewicht vor der Geburt:

Anzahl der Schwangerschaften mit dieser:

Geburtsmodus: Spontangeburt: Ja
Sectio: Ja
Andere:

[]
[]

Nein [ ]
Nein [ ]

ICSI: Ja [ ] Nein [ |
IVF: Ja [ ] Nein [ ]
AIS: Ja [ ] Nein [ ]
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Vorzeitiger Blasensprung: Ja [ ]

Nein [ |

Lungenreife:

Raucherin:

Wenn ja, wie viele Zigaretten pro Tag:

Wenn ja, wie viele Zigaretten pro Tag:

Nikotinkonsum wéihrend der Schwangerschaft:

JaD

Nein [ |

Nein [ |

OGTT wahrend der Schwangerschaft:

Pathologischer Befund:

JaD
JaD

Nein [ |
Nein [ |

Erkrankungen:
1. Diabetes mellitus:

Therapie Nein [ |

2. Arterielle Hypertonie:

Therapie Nein [ ]

3. Allergien:

Wenn ja, welche:

4. Andere Erkrankungen:

Wenn ja, welche:

Ja [ ]

Typl [ ]

Ja, folgende:

JaD

Ja folgende:

JaD

Ja [ ]

Nein [ ]

Typ2 [ ]

Nein [ |

Nein [ |

Nein [ |
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Einnahme von Medikamenten wiahrend der Schwangerschaft:

Wenn ja, welche:

JaD

Nein [ |

Sonstiges:

3. Daten des Vaters:

Name:

VYorname:

Geburtsdatum:

Ethnizitat:

Nationalitat:

Schulabschluss:

Beruf:

Grofle:

Gewicht:

Erkrankungen: Ja

Wenn ja, welche:

Nein

Sonstiges:
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