Aus der Universitatsklinik fur Kinder- und Jugendmedizin
Tubingen, Abteilung Kinderheilkunde 1V

(Schwerpunkt: Neonatologie, neonatologische
Intensivmedizin)

Einfluss einer héheren Eiweil3zufuhr auf Serum-
Wachstumsfaktoren und ihre Bindungsproteine bei unreifen
Frihgeborenen

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat

zu Tubingen

vorgelegt von

Bleeker, Christine

2017



Dekan: Professor Dr. |. B. Autenrieth
1. Berichterstatter: Professor Dr. A. Franz
2. Berichterstatter: Professor Dr. E. Wieland

Tag der Disputation: 15.03.2017



Inhaltsverzeichnis

R I 0 10
1.1 STEIGENDE ANZAHL AN FRUHGEBORENEN, BESTEHENDE DEFIZITE BEI DER

ADAQUATEN ERNAHRUNG ...coviiiiitiintentitinniirinsressressnesessssssssssssesssnesesssssssssssssessssessssssessses 10
1.2 BEDEUTUNG ENTERALER ERNAHRUNG ...c.oovitrurererestsesesessssssssssssssssesessssssssssssssssssssssssnns 11
1.3 VORTEILE DER MUTTERMILCHERNAHRUNG......cceceurtrerieeseeesseesesesessssssssssssssssssssssasass 11
1.4 NACHTEILE DER MUTTERMILCHERNAHRUNG .....ccocesustrireseniessssssesessssssssssssssssssssssssnns 12
1.4.1 VARIABILITAT DER MAKRONAHRSTOFFE IN MUTTERMILCH...cceoevererrrnrnrenereresesesenens 12
1.4.2 NAHRSTOFFDEFIZITE DER MUTTERMILCH..c.ccvurtrteerererieenseseesessesesnsssasessssssassssssssessanns 12
1.4.3 MOGLICHE UBERVERSORGUNG BEI DER MUTTERMILCHERNAHRUNG .....ccocvurunene 13

1.5 INDIVIDUELLE SUPPLEMENTIERUNG ZUM AUSGLEICH DER
NAHRSTOFFVARIABILITAT BEI DER ERNAHRUNG MIT MUTTERMILCH ..cucevueererererererennne 13

1.5.1 INDIVIDUELLE SUPPLEMENTIERUNG MIT HILFE DER MUTTERMILCHANALYSE ...14

1.5.2 INDIVIDUELLE SUPPLEMENTIERUNG MIT HILFE VON METABOLITEN....ccccsseeruuenneen 14
1.6 PROTEINE UND IHR STELLENWERT FUR DAS WACHSTUM...ccceevererererenerensnsessresssssssanens 15
1.7 AKTUELLE EMPFEHLUNGEN ZUR PROTEINZUFUHR.....cccccvstiiiniiniennenneneeseennesnenses 16
1.8 DER EINFLUSS HORMONELLER WACHSTUMSFAKTOREN .....cvvntiisiereerieerierenanennes 16
1.9 DIE BEDEUTUNG VON INSULIN LIKE GROWTH FACTOR-I (IGF-I)cccevererrerrnenererecsncnne 17
1.9.1 IGF-l UND BRONCHOPULMONALE DYSPLASIE (BPD) ..ecvserseenseensennseesseesseessenssenssenssens 18
1.9.2 IGF- | UND FRUHGEBORENEN RETINOPATHIE (ROP) ...cccovurtrerrrereenenresesssessaseesessasesens 18
1.9.3 IGF-I UND KOGNITIVE ENTWICKLUNG....ciocttirttrietiitriireisnenseensressnesssessssesesnesssnesnne 18
1.9.4 IGF-I UND WACHSTUM ..ttt 19
1.9.5 IGF-1 UND NAHRSTOFFZUFUHR ..c.coeveteuernrsrnasesssssssesssesesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 20

1.11 ZUSAMMENFASSENDE BETRACHTUNG DER BISHERIGEN ERKENNTNISSE UBER
DEN ZUSAMMENHANG ZWISCHEN DER NAHRSTOFFZUFUHR UND DEM WACHSTUM

VON FRUHGEBORENEN ....couiuiiiuririniistsittsttsssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 21
1.12 FRAGESTELLUNG ..ottt nseessssssssressn s ssssssssssssssssssnessssesessesssssessanesenne 22
2. PATIENTEN UND METHODEN...icccististitniniinniniisnisnissississississiseseiseisssesssssssens 23
2.1 STUDIENDESIGN w.uctriitiieeiisteiiieiineiisteisneisseiissssssessssessssessssssssssessssessssessssssssssessssesossesssssssss 23
2.2 PRIMARES UBERGEORDNETES ZIEL DER STUDIE ..ccoeveseeenrnsnsnsnsesesesesesessssssssssssssssess 23
2.3 VOTUM DER ETHIK-KOMMISSION.....ttvvtiriierietinntinieeiseeierisseesssesssessssssssessssesessesssseens 24
2.4 PROBANDEN (EIN- UND AUSSCHLUSSKRITERIEN)...ccccestintineeneniiseisneseiessenssesessessacsnens 25
2.5 ABLAUF DER STUDIE .uutiritiietiiitiiitenienisteieeisnensee s ssssesssesessessssssssssessssesessessssseses 25



2.6 ERHOBENE DATEN .ttt sssesssssssss s sessesssssssssssssssesessesssssesss 26

2.6.1 EINMALIG ERHOBENE DATEN .ccccuummmmmmmmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 26
2.6.2 TAGLICH ERHOBENE DATEN ..ccccuuummmmmmmmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 27
2.6.3 WOCHENTLICH ERHOBENE DATEN ...oovvvvvnnrrsesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 28
2.6.4 ERFASSTE DIAGNOSEN EINSCHLIEBLICH MAXIMALER AUSPRAGUNG/
SCHWERE-GRAD....ccccummmmmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 28
2.6.5 MEDIKAMENTE cuuvuuvvvvssssesnsessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssee 29
2.7 BLUTENTNAHMEN .coovvvvvvssensssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 29
2.8 FRAUENMILCHANALYSEN w.ciimmmmmmmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssee 30
2.9 INTERVENTION cuuussssvssnsesesssesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseeee 31
2.9.1 GRUPPE 1: GEGENWARTIGE STANDARDISIERTE FRAUENMILCH-
SUPPLEMENTIERUNG .covvvvvvsssssresssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssees 31
2.9.2 GRUPPE 2A: INDIVIDUALISIERTE FRAUENMILCHSUPPLEMENTIERUNG.......ccconenne 32
2.9.3 GRUPPE 2B: STANDARDISIERTE FRAUENMILCHSUPPLEMENTIERUNG MIT EINEM
NEUEN FRAUENMILCHSUPPLEMENT MIT ERHOHTEM EIWEIRGEHALT UND FETT.........33
2.9.4 VERORDNUNG DER GESAMTNAHRUNGSMENGE (ML/KG/D) UND VORGEHEN BEI
UNZUREICHENDER VERFUGBARKEIT VON MUTTERMILCH .ooovsssccmsvvsseressssssssssssssssssssssess 33
2.9.5 MARNAHMEN BEI UNZUREICHENDEM GEDEIHEN ..ccccuummmmmnnnnssssssssssssssssssssssssssssssssssees 34
2.10 INHALTSSTOFFE DER FRAUENMILCHSUPPLEMENTE PRO 5 G PULVER ...ovvveceecenes 34
2.11 DOKUMENTATION wovvvvvvsvvnsesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 36
2.12 BESTIMMUNG VON INSULIN-LIKE-GROWTH-FACTOR-I (IGF-I) IM PLASMA......ccccvvee 37
2.12.1 QUANTITATIVER NACHWEIS VON IGF-I MIT HILFE EINES SPEZIFISCHEN
KOMPETITIVEN RADIOIMMUNOASSAYS ...covvvrrrrnesssssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 37
2.12.2 EINHEITEN UND MESSBEREICH wecvvvvvvrvvsssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 37
2.12.3 TESTSPEZIFISCHE MATERIALEN ..oovvvvvvvnnssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 38
2.12.4 TESTDURCHFUHRUNG woovvsssssmmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssee 38
2.12.5 AUSWERTUNG woovvvvvssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssees 39
2.13 BESTIMMUNG VON INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR |1 (IGF-Il) IM PLASMA.....cccce... 40
2.13.1 QUANTITATIVER NACHWEIS VON IGF-Il MIT HILFE EINES SPEZIFISCHEN
KOMPETITIVEN RADIOIMMUNOASSAYS ....immmmvsseressssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 40
2.13.2 EINHEITEN UND MESSBEREICHE ..cvvvvvvssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 40
2.13.3 PROBENEXTRAKTION coovvvvsssssssmmmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses a1
2.13.4 TESTSPEZIFISCHE MATERIALIEN .oovvvvvvvssnnssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses a1
2.13.5 TESTDURCHFUHRUNG wcovvvsssssmmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssees 42
2.13.6 AUSWERTUNG wovvvvvvvsesessrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseee 42



2.14 BESTIMMUNG VON INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR BINDUNGSPROTEIN-3

(IGFBP-3) IM PLASMA ...courveeeersesnssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssans 43
2.14.1 QUANTITATIVER NACHWEIS MIT HILFE EINES SPEZIFISCHEN KOMPETITIVEN
RADIOIMMUNOASSAYS (RIA).c..ccuemmrissmmessssmssssssmessssssssssssssssssmssssssssssssssssssssasssssssessssssessssans 43
2.14.2 EINHEITEN UND MESSBEREICHE ..cuuu.veuuseesssessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 43
2.14.3 TESTSPEZIFISCHE MATERIALIEN couuuevuvesreesesnesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssens a4
2.14.4 TESTDURCHFUHRUNG ...oooemmreremnsissssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 44
2.14.5 AUSWERTUNG ...ooesservurmmssssmssssssnnsssssssessssmssssssssesssssssessssssessssssssssssssssssssaessssssesssssssssssans 45
2.15 BESTIMMUNG VON INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR BINDUNGSPROTEIN 1
(IGFBP-1) IM PLASMA ....oessereereenssssmsesssssnsessssasssssssasssssssssesssssssessssasessssssssssssasssssssaessssssessssansssssans 45
2.15.1 QUANTITATIVER NACHWEIS VON IGFBP-1 MIT HILFE EINES KOMMERZIELLEN
ENZYMIMMUNOASSAY Seuueeemriresmssssssmsnssssssssssssmsssssssssssssssssssssssesssssssssssmsssssssmessssssessssssssssssans 45
2.15.2 TESTDURCHFUHRUNG ....oorvetennressssnesssssnssssssssssssssessssssesssssssssssssessssssnessssssessssassssssans 46
2.15.3 AUSWERTUNG ...oorrermmssesmssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssaessssssessssssessssans a7
2.16 BESTIMMUNG VON HUMANEM WACHSTUMSHORMON (HGH) IM PLASMA .............. 47
2.16.1 QUANTITATIVER NACHWEIS DES WACHSTUMSHORMON (GH) MIT HILFE EINES
KOMMERZIELLEN ENZYMIMMUNOASSAYS.....eseeveuunesssssnsssssnnesssssssssssssssssssasssssssessssanssssssens 47
2.16.2 EINHEITEN UND MESSBEREICH ...oouuurvuummssesmsssssssssssssnessssssssssssssssssssnessssssesssssssssssans 48
2.16.3 TESTDURCHFUHRUNG ....ovurrvevennsessesessssssssssssssssssssessssssesssssssssssmsessssssessssssessssasssssssens 48
2.16.4 AUSWERTUNG ...oorveemnssesmsnsssssmsssssssssssssssssssssssssssssessssssessssssssssssssssssssaessssssesssssssssssans 49
2.17 STATISTISCHE AUSWERTUNG .ouurvvvesnresssssssssssssssssesssssssssssssssssssmssssssssnessssssessssanssssssans 50
3. ERGEBNISSE ...oourvvtunsesssnssssssssssssssesssssssssssssesssssssessssssssssssanssssssssesssssssessssasssssssasesssssaessssannns 51
3.1 CHARAKTERISTIKA DER PROBANDEN ...ouutuuemmresmssssssssssssssessssssesssssssssssssssssssnessssasnes 51
3.2 MORBIDITAT DER PROBANDEN ........osseretsenesessssssssssssssssssssssssesssssssessssssssssssasesssssanessssanns 53
3.3 BLUTENTNAHMEN ..euceomrreeeesesssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnesssssssssssasessssssessssasns 53

3.4 PROTEINZUFUHR JEWEILS FUNF TAGE VOR DEN EINZELNEN BLUTENTNAHMEN.54
3.5 WACHSTUMSFAKTOREN: STANDARDEIWEIRGRUPPE (1) VERGLICHEN MIT DER

HOCHEIWEIBGRUPPE (2) w..vvuuuueressssssssssssssssnssssssossssssesssssssssssasessssssssssssnssssssansssssssessssssssssssans 56
Y= (] =5 ST 56
B.5.2 IGF-Il cessrveverrsessssessssssessssssesssssssesssssssesssssssssssasesssssssessssssssssssasesssssesessssssessssessessssaessssaaessssass 57
YT B[] =1=1 =< T 58
B.5.4 IGFBP-1.uuunreueeessesssesssssssssssssessssssesssssssssssasesssssssessssssssssssasssssssasessssssessssasssssssasesssssaessssasnes 60
3.5.5 WACHSTUMSHORMON (GH) ocouurnveemsnreessmnssssssessssssssssssssssssssssssssnesssssssssssasssssssnessssssnes 62
3.6 KORRELATIONSANALYSEN ZWISCHEN DER EIWEIRZUFUHR UND DEM JEWEILIGEN
WACHSTUMSFAKTOR c.vvverreesmsesssssesssssssssssssesssssssssssssssssssssesssssssesssssssssssasssssssasessssssssssssanessess 63
YT (] =5 63



G LG 2 [ N 65

I N [ = e PR 66
BB [ = e N 67
3.6.5 WACHSTUMSHORMON (GH) ccoutrirerreisneniieisennnesiiesssesesisessssseiesssssesmessssesmsesssses 68
3.7 KORRELATION DER MITTLEREN GEWICHTSZUNAHME MIT DEM JEWEILIGEN

WACHSTUMSFAKTOR ueiiiiieiiieeiiieiiitinsteiseeissessstsssssssssessssessssssssssessssesossesessesssssessssesensesensess 69
G T [ RN 69
G T [ N 71
A N [ = 72
N A €T = OO 73
3.7.5 WACHSTUMSHORMON (GH) uersutrsriseeisniseiseisneinsnissiissnissnisnisiisssisnissississississsssssses 74

3.8 WACHSTUMSFAKTOREN: VERGLEICH DER BEIDEN HOCHEIWEIRGRUPPEN
MITEINANDER, INDIVIDUELLE SUPPLEMENTIERUNG (2A) VERGLICHEN MIT
SUPPLEMENTIERUNG MIT DEM EIWEIBREICHEREN NEUEN

FRAUENMILCHSUPPLEMENT (2B). ceocevtitieinnensiiiininsisiinissessesnissssesseisisssssesssssssssesssssssssssens 75
G = 0 T [ 75
TGRS 0 €1 o | N 75
S TR N [ = 76
R 2R €T = 76
3.8.5 WACHSTUMSHORMON (GH) .utrsuerseernniseiseiseissnissnissnisnisiisiisssssssssssissnississsssssssssssses 77
4. DISKUSSION. . icuiistiistiiniiniissiisiisnisiisiisiistisiisiististisssisssisstisstisssisstisstiessssssssssssssssssssssssssssssess 78

4.1 WACHSTUMSFAKTOREN: STANDARDEIWEIRGRUPPE (1) VERGLICHEN MIT
HOCHEIWEIRGRUPPE (2) SOWIE KORRELATIONSANALYSE ZWISCHEN DER
VERABREICHTEN PROTEINMENGE FUNF TAGE VOR DER BLUTENTNAHME UND DEM

JEWEILIGEN WACHSTUMSFAKTOR ...utiiiiiiiiniisiiiiiiiisiisnisnesessesessesemesesemsese 78
I T [ N 78
T A 1 €1 | 80
R B [ = N 81
T = e 82
4.1.5 WACHSTUMSHORMON (GH) utrsuiissirsneissinssinseisensiisiissnissisissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 83

4.2 KORRELATION ZWISCHEN DER MITTLEREN GEWICHTSZUNAHME UND DEM
JEWEILIGEN WACHSTUMSFAKTOR ...utivtiiiiniisiisiissiisnnisiisiissnienimensensemmesemsemsemsemsese 84

4.3 PRUFUNG DER HYPOTHESE B: VERGLEICH DER BEIDEN HOCHEIWEIRGRUPPEN
(GRUPPE 2A/2B) c..oovuenvevmssssssnssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 85

4.4 ZUSAMMENFASSENDE BETRACHTUNG DES FEHLENDEN ZUSAMMENHANGS
ZWISCHEN DER PROTEINZUFUHR UND DEN BESTIMMTEN WACHSTUMSFAKTOREN..87

4.5 METHODENKRITIK .ottt ssssssssnssssessssessssessssssssssessssesessesessessssseses 89



4.5.2 BLUTENTNAHMEN .coiitiiiiiiiiiitiitinienreiiennsissssssesssesesssssssssesssesssnessssessssssesssesssnesss 89
4.5.3 PROTEINZUFUHR JEWEILS FUNF TAGE VOR DEN EINZELNEN BLUTENTNAHMEN

............................................................................................................................................................ 90
4.6 SCHLUSSFOLGERUNG ....ciivttiitiiiitiittinnninireisneisnsisssisssesssnesssssisssssesssessssessssessssesssssessssesss 91
5. ZUSAMMENFASSUNG ...ttt ssss st sssssssssessssssssssessssesossesessesssssesss 92
5.1 EINLEITUNG auctiiiiitittiiitinitiiieicisisssisssnesssnesssnessssssessnesssnessssesessessssssesssessanessssessssesessssssssese 92
5.2 PROBANDEN UND METHODEN.....ciisciiitiitiitiieeiieeineeeneesssesssesssssssnsssssessssesessessssssns 92
5.3. ERGEBNISSE ..ottt ssss s sssn s e ssssesessssesssssssnesssnesessesessssesssenne 93
5.4 DISKUSSION cciiiiiiiniiiiiiiiiiiniiniisiisiisiisiisiisiississississiiisissisinmisisisistisssssssses 93
5.5 SCHLUSSFOLGERUNG ....ciisttitiictiiittiinrinreisneissessssssssesssnessssessssssesssssssnessssessssessssssssssesss 93
LITERATURVERZEICHNIS ..cuiiiiiitiieenitiitnienienicniesiesnessesnesssssesssssssesssesssesssesssessssssssssaes 94
ERKLARUNG ZUM EIGENANTEIL DER DISSERTATIONSSCHRIFT ...ccceeverererenensnsessseresssssanens 99
DANKSAGUNG ..ottt ssssssssssssssstssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 100
I A A I U 101



Abkurzungsverzeichnis

AA
AGA

DHA
EDTA
ESPGHAN

FG
FM 85

GA

GH

GG

Hgh
HMA
IGF-I
IGF-II
IGFBP-1

IGFBP-3
KH
LGA

MDI
RIA

ROP

SGA

Arachidonsaure

Appropriate for Gestational Age,
entsprechend dem Gestationsalter
Docosahexaensaure
Ethylendiamintetraacetat
European Society for Paediatric
Gastroenterology, Hepatology and
Nutrition

Frihgeborene

Frauenmilch Supplement der Firma
Nestlé

Gestationsalter

Growth Hormon = Wachstumshormon
Geburtsgewicht

humanes Wachstumshormon
Human Milk Analyser

Insulin like Growth Faktor-I

Insulin like Growth Faktor-II

Insulin like Growth Faktor
Bindungsprotein-1

Insulin like Growth Faktor-3
Kohlenhydrate

Large for gestational age, grof3
bezogen auf das Gestationsalter
Mental Development Index
Radioimmunoassay

Retinopathy of Prematurity =
Frihgeborenen Retinopathie
Small for gestational age, klein

bezogen auf das Gestationsalter



SSW Schwangerschaftswoche



1. Einleitung

1.1 Steigende Anzahl an Frihgeborenen, bestehende Defizite bei der

adaquaten Ernahrung

Jahrlich werden in Deutschland mehr als 9000 Kinder mit einem
Geburtsgewicht unter 1500 g geboren. [1] Die medizinische Versorgung und
das Uberleben von sehr kleinen Friihgeborenen (FG), die beispielweise mit 24
Schwangerschaftswochen (SSW) und einem Geburtsgewicht (GG) von 500-
600 g geboren werden, hat sich deutlich verbessert. [2] Die postnatale
Wachstumsrestriktion bleibt jedoch ein Hauptproblem bei der Versorgung von
Frihgeborenen: Im Alter von 36 Wochen post menstruationem zeigen 91 % der
Kinder eine Wachstumsrestriktion. [3] Es wurde beobachtet, dass das
Wachstum von Frihgeborenen zwischen der Geburt und der Entlassung aus
der stationdren Behandlung einen Einfluss auf die langfristige motorische
Entwicklung der Kinder zu haben scheint. [4] Die Erndhrung spielt fir das
Wachstum und die neurokognitive Entwicklung eine zentrale Rolle. [5] Das Ziel
der Ernéhrung sollte nicht nur sein, die Wachstumsrate entsprechend der
intrauterinen Wachstumsrate zu erreichen, sondern dariber hinaus eine
gesunde Korperzusammensetzung zu erzielen. AulRerdem sollte eine
physiologische Zellfunktion und eine normale Entwicklung von Geweben und

Organen erreicht werden. [2]

Das steigende Korpergewicht scheint somit kein guter Indikator fir eine
erfolgreiche Erndhrung zu sein, da das Gewicht die Veradnderung der
Korperzusammensetzung nicht zwingend wiederspiegelt. [2] Allerdings ist das
Korpergewicht immer noch das Standardmalf? fir die Verordnung der Nahrung
in den Kliniken. Die wahren ernahrungsphysiologischen Bedirfnisse bleiben

weitestgehend unbekannt. [2]
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1.2 Bedeutung enteraler Ernahrung

Bei der Versorgung der Fruhgeborenen mit N&hrstoffen sollte die enterale
Ernahrung angestrebt werden, da diese nach der Geburt den natirlicheren Weg
der Nahrungsaufnahme darstellt. Sowohl die Nahrungsmenge, als auch die
Nahrungszusammensetzung sind bei der enteralen Erndhrung von
entscheidender Bedeutung. Darliber hinaus haben der Beginn der enteralen
Erndhrung, die Steigerungsrate der Nahrungsmenge und die Art der Nahrung
einen Einfluss auf die Entwicklung des Frihgeborenen. [6] Sowohl die
Nahrungsmenge als auch die Dosierung der Nahrstoffe muss dem Bedarf des

Kindes angepasst werden.

1.3 Vorteile der Muttermilchernahrung

Neben den weitlaufig bekannten Vorteilen von Muttermilch, wie beispielsweise
Infektionsschutz [7], [8] und bessere kognitive Entwicklung [9] hat sie auch fur
Frihgeborene mit niedrigem Geburtsgewicht viele Vorteile. Beispielsweise im
Zusammenhang mit moglichen Erkrankungen hat Muttermilch positive Effekte.
Eine Studie mit 212 Frihgeborenen mit sehr niedrigem Geburtsgewicht zeigte,
dass das Vorkommen von Infektionen, Septitiden und Meningitiden signifikant
niedriger war, wenn diese mit Muttermilch ernahrt wurden. [8] Dartiber hinaus
haben Frihgeborene, die mit Muttermilch ernéhrt werden, seltener eine
nekrotisierende Enterocolitis als Frihgeborenen, die mit Formula ernéhrt
werden. Schon eine nur anteilige Erndhrung mit Muttermilch senkt das Risiko.
[10] Frauenmilch fiuhrt auRerdem zu einer Verbesserung der neurokognitiven
Entwicklung. [11] Daher ist Muttermilch fir Frihgeborene die bevorzugte
Nahrung.
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1.4 Nachteile der Muttermilcherndhrung

1.4.1 Variabilitat der Makrondhrstoffe in Muttermilch

Bei Frauenmilch handelt es sich um ein Produkt der Natur, das starken
Schwankungen der Inhaltstoffe unterworfen sein kann. Studien konnten zeigen,
dass es zu Schwankungen im Verlauf der Laktationsperiode kommt, aber dass
es auch von Frau zu Frau grof3e Unterschiede gibt. [12], [13] Der
angenommene Proteingehalt der Muttermilch von 2,1 -2,4 g / 100 kcal existiert
nur um Tag 14 der Laktationperiode. Friher produzierte Milch hat einen
hoheren Proteingehalt, spater produzierte Milch hat einen niedrigeren
Proteingehalt. [14] Der Fettgehalt variiert ebenfalls. Es konnten Schwankungen
im Tagesverlauf, zwischen Vor- und Nachmilch und zwischen den Frauen
beobachtet werden. Die Schwankungen sind Uber die Dauer der Laktation aber
weniger stark als bei den Proteinen. Der Fettgehalt der Muttermilch bestimmt
den Energiegehalt. [15] Der Beitrag von Laktose und Protein zum Energiegehalt
der Muttermilch ist im Allgemeinen konstant. [16]

1.4.2 Nahrstoffdefizite der Muttermilch

Muttermilch enthalt allerdings nicht alle N&hrstoffe, um den Anspriichen der
schnell wachsenden Frihgeboren mit niedrigem Geburtsgewicht gerecht zu
werden. [17] Aus diesem Grund werden der Muttermilch sogenannte
Multikomponenten Fortifier, welche die Muttermilch mit zusatzlichen Proteinen,
Kohlenhydraten, Vitaminen und Mineralstoffen anreichern, zugesetzt. [18] Wird
Muttermilch standardisiert nach der Empfehlung des Herstellers mit den
beschriebenen Frauenmilchsupplementen angereichert, ist dies in der Halfte
der Falle auch noch unzureichend und die empfohlene Nahrstoffzufuhr wird

verfehlt. Es besteht das Risiko einer Untererndhrung. Das Nichterreichen der
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empfohlenen Nahrstoffzufuhr ist dabei unabhangig vom verwendeten
Supplement und beruht allein auf der schon beschriebenen Variabilitdt der
Inhaltstoffe der Muttermilch. [19]

1.4.3 Mogliche Uberversorgung bei der Muttermilchernahrung

Ist die Milch Uberdurchschnittlich reichhaltig an Makronadhrstoffen besteht bei
standardisierter Supplementierung das Risiko der Uberversorgung was
zumindest theoretisch die langfristige korperliche Entwicklung beeintrachtigen
konnte. Es besteht beispielsweise das Risiko fur die Entstehung von Adipositas
und dem metabolischen Syndrom. [20] Eine mogliche Lésung um sowohl eine
Uberversorgung als auch eine Unterversorgung zu vermeiden ist die

individuelle Supplementierung von Muttermilch.

1.5 Individuelle Supplementierung zum Ausgleich der Nahrstoffvariabilitéat

bei der Ernahrung mit Muttermilch

Frihgeborene Kinder erhalten aufgrund der beschriebenen Vorteile
Muttermilch, die mit Frauenmilchsupplement angereichert wird, um dem hohen
Nahrstoffbedarf der Frihgeborenen gerecht zu werden. Damit auch die
beschriebenen Nachteile wie beispielsweise eine Uber- bzw. Unterversorgung
vermieden werden konnen, sollten die Inhaltstoffe der Frauenmilch bekannt
sein. Werden die Inhaltstoffe wie Protein, Fett und Energie bestimmt oder
werden Uber Metabolite (z.B. Harnstoffkonzentration im Serum) Rickschlisse
auf die Zufuhr gezogen, so konnen Defizite bzw. eine Uberversorgung erkannt
werden und diese gezielt durch Zugabe oder Reduktionen der Zugabe von

Makronahrstoffen  ausgeglichen  werden. [21] For die individuelle
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Supplementierung gibt es also verschiedene Ansatze, die im Folgenden
beschrieben werden.

1.5.1 Individuelle Supplementierung mit Hilfe der Muttermilchanalyse

Menjo et al. haben dafur in einer Studie die Genauigkeit des Human Milk
Analyser (HMA) der Firma Miris (Uppsala,Sweden) im Vergleich zu einem als
Goldstandard betrachteten chemischen Verfahren getestet. Der HMA
ermdglicht es schnell, ohne groRen Aufwand und mit nur ca. 2 ml Muttermilch
die Inhaltstoffe Fett, Protein, Kalorien und Laktose in der Muttermilch zu
bestimmen. Eine Messung der Muttermilch am Patientenbett unmittelbar vor der
Mabhlzeit ist dadurch maoglich. In der Studie wurde auch die Reproduzierbarkeit
der Messwerte des HMA getestet: lediglich bei verdinnten Proben waren die
Lactosewerte nicht zuverlassig. Die Ubrigen Inhaltstoffe wurden zuverlassig
bestimmt. [21]

1.5.2 Individuelle Supplementierung mit Hilfe von Metaboliten

Arslanoglu et al. entwickelten eine weitere Methode der individuellen
Supplementierung. Der Ansatz dieser Studie basierte nicht auf der
Milchanalyse, die Supplementierung orientierte sich an der metabolischen
Antwort des Kindes. Diese Methode funktioniert Uber die Messung von
Harnstoff im kindlichen Blut. Die Blutenthahmen erfolgten in dieser Studie
zweimal pro Woche, verglichen wurde eine standardisiert ernahrte Gruppe mit
einer Gruppe die eine hohere Proteinzufuhr erhielt. Voraussetzung war dabei
eine physiologische Nierenfunktion. [22] Die Studie konnte zeigen, dass diese
harnstoffbasierte Methode der individuellen Supplementierung durchfthrbar und
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wahrscheinlich sicher ist. Darliber hinaus hatten die Frilhgeborenen die nach
dieser individuellen Supplementierungsmethode ernéhrt wurden im Vergleich
mit der standardisiert erndhrten Gruppe eine signifikant hohere
Gewichtszunahme und eine signifikant héhere Zunahme beziglich des
Kopfumfangs. [22] Da Kopfumfangwachstum unter anderem ein Ausdruck des
Gehirnwachstums  ist, konnte dies darauf hindeuten, dass die

Nahrungsintervention auch das Gehirnwachstum verbessert hat.

1.6 Proteine und ihr Stellenwert fir das Wachstum

Proteine nehmen bei der Erndhrung des Frihgeborenen eine besondere
Stellung ein. Neben einem physiologischen Wachstum haben Proteine eine
grof3e Bedeutung fir die magere/fettfreie Kérpermasse, beispielsweise konnte
ein Zusammenhang zwischen dem Wachstum von Organen, wie dem Gehirn
mit der Proteinzufuhr beobachtet werden. [23] Intrauterin erhalten Feten
diaplazentar ca. 4 g/kg/d Aminosduren. Studien haben gezeigt, dass
Frihgeborene haufig weniger Proteine erhalten als fur eine adéaquate
Entwicklung notwendig sind. [2] Die Zurickhaltung in der Proteinzufuhr bei
Frihgeborenen in der Vergangenheit beruhte unter anderem auf der
Beflirchtung, mit héherer Zufuhr die oft aufgrund der Unreife bei Friihgeborenen
bestehende metabolische Azidose zu aggravieren oder Uberhdhte
Ammoniakkonzentrationen bzw. eine Uramie zu verursachen. [20] Diese
Befurchtungen, beruhen auf A&lteren Studien, die unter anderen
Voraussetzungen durchgefuhrt wurden und mit den heutigen Gegebenheiten
nicht vergleichbar sind: Zunachst haben sich die Proteinzusatze fur parenterale
und enterale Erndhrung in ihrer Qualitdt und Zusammensetzung der
Aminosauren deutlich verbessert. Darlber hinaus tragt der allgemeine
medizinische Fortschritt zu einer besseren physiologischen Verfassung von

Frihgeborenen in der heutigen Zeit bei. Dies macht einen Vergleich mit den
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alten  Beobachtungen schwierig. Diese nicht mehr zeitgemalien
Beobachtungen, die durch neuere Studien auch nicht bestatigt wurden, sollten
nicht dazu fihren, dass Frihgeborene zu wenige Aminosauren zugefuhrt
bekommen. Sie kdnnen nur noch darstellen, was bei einer deutlich zu hohen
Dosierung die Folge sein konnte. Daher ist es von entscheidender Bedeutung,
zu jeder Zeit eine an den Bedarf des Kindes angepasste Menge an Proteinen

zu verabreichen und so einen Mangel oder eine Uberdosierung zu vermeiden.

1.7 Aktuelle Empfehlungen zur Proteinzufuhr

Der Bedarf an Aminosauren eines frilhgeborenen Kindes fiur eine ausreichende
Proteinbiosynthese und eine gute Proteinbilanz, sowie ein adaquates
Wachstum betragt zwischen der 24. und 30. Schwangerschaftswoche 3,6-4,8
g/kg/d. Zwischen der 30. und 36. Schwangerschaftswoche geht der Bedarf auf
2-3 g/kg/d zurick und am errechneten Geburtstermin hat das Kind einen
Proteinbedarf von 1,5-2 g/kg/d. Das entspricht dem eines am Termin geborenen
Kindes. [6] Die American Academy of Pediatrics empfiehlt eine enterale
EiweiRzufuhr von 3,5 bis 4 g/kg/d fur Frihgeborene. [19] Eine &ahnliche
Empfehlung gibt die European Society for Paediatric Grastroenterology,
Hepatology and Nutrition (ESPGHAN). Sie empfiehlt ein Ziel von 4,0-4,5 g/kg/d
fur Frihgeborene bis 1000 g und 3,5-4,0 g/kg/d von 1000-1800 g. [24]

1.8 Der Einfluss hormoneller Wachstumsfaktoren

Das fetale und postnatale Wachstum wird nicht nur durch die N&hrstoffzufuhr
bestimmt, sondern auch durch verschiedene endogene Wachstumsfaktoren.
Die Regulation des postnatalen Wachstums findet unter anderem Utber Insulin
und Insulin-like-growth Faktor-1 (IGF-1) statt. [25] Einflussfaktoren auf die
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Produktion vom Wachstumsfaktor IGF-I sind wiederum eine ausreichende
N&ahrstoffzufuhr, sowie eine adaquate Insulinwirkung. [26],[27]. Neben den
beschriebenen Faktoren spielt das Wachstumshormon, weitere Insulin like
growth Faktoren und ihre Bindungsproteine eine Rolle bei der hormonellen

Steuerung des Wachstums.

1.9 Die Bedeutung von Insulin like growth factor-I (IGF-I)

Das Polypeptid IGF-I, welches Uberwiegend in der Leber synthetisiert wird,
stimuliert die Zellproliferation, die Reifung und Differenzierung der Zellen und
reduziert die Apoptose innerhalb des zentralen Nervensystems, der Netzhaut
und der Bauchspeicheldrise. [28] Niedrige IGF-I Plasmakonzentrationen bei
Frihgeborenen gehen mit einem hoheren Risiko fir eine Frihgeborenen
Retinopathie (ROP), einer langsameren Gewichtszunahme, sowie einem
schlechteren Kopfwachstum und niedrigerem Gehirnvolumen einher. [29]
Unmittelbar nach der Geburt verringert sich die IGF-I Konzentration schnell.
Diese, im Vergleich zu intrauterinen Konzentrationen, niedrigen IGF-I Spiegel
bleiben bei Frihgeborenen Uber mehrere Wochen bestehen. [30], [31] Die
Aktivitat von IGF-1 wird auch Uber die Bindungsproteine reguliert, diese
verandern sich in der perinatalen Periode. In der intrauterinen Umgebung
dominieren Insulin like growth Faktor Bindungsprotein-1 (IGFBP- 1) und IGFBP-
2, wahrend IGFBP-3 die Hauptrolle im spéateren Leben spielt. [32] IGF-I hat

auch eine Bedeutung bei der postnatalen Entstehung von Krankheiten.
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1.9.1 IGF-l und Bronchopulmonale Dysplasie (BPD)
(Definition siehe 2.6.4)

Bei Frihgeborenen, die an einer Bronchopulmonalen Dysplasie erkrankt waren,
zeigten sich niedrige IGF-I Konzentrationen, verglichen mit Frihgeborenen die
nicht erkrankt waren. Dies konnte fur den IGF-I1 Spiegel in den ersten drei
Lebenswochen gezeigt werden. [32]

1.9.2 IGF- l und Frihgeborenen Retinopathie (ROP)

Auch bei anderen Erkrankungen konnte ein Zusammenhang mit niedrigen IGF-I
Konzentrationen festgestellt werden. Hellstrom et al. fanden heraus, dass
neben den grof3ten bekannten Risikofaktoren fiur eine Frihgeborenen
Retinopathie (ROP), dem niedrigen Geburtsgewicht und dem Gestationsalter,
die IGF-I Serumkonzentration im postmenstruellen Alter von der 30. bis zu der
33. Woche ein mindestens genauso wichtiger pradiktiver Faktor ist. [31]
Geringe Konzentration an IGF-I im Serum bei Frihgeborenen scheinen mit
einem erhdhten Risiko fir eine ROP in Verbindung zu stehen, sowie fiir andere
schwere perinatale Morbiditaten unter anderem fir die bereits beschriebene
BPD. [31]

1.9.3 IGF-I und kognitive Entwicklung

Hansen-Pupp et al. untersuchten in einer Studie den Zusammenhang zwischen
Serum IGF-I, dem Gehirnvolumen und der neurologischen Entwicklung. Das

wichtigste Ergebnis dieser Studie war, dass eine hdhere Steigerungsrate der
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IGF-1 Konzentration im Blut von der Geburt bis zu einem postmenstruellen Alter
von 35 Wochen bei sehr kleinen Frihgeborenen mit einem geringeren Risiko
fur einen erniedrigten Mental Development Index (MDI) im Alter von zwei
Jahren verbunden war. [33] AulRerdem waren mit der erhdhten Steigerungsrate
der IFG-I Konzentration ein hoheres Kleinhirnvolumen, sowie ein grof3ere
Volumen der weif3en Substanz und eine verbesserte Entwicklung im Alter von

zwei Jahren assoziiert. [33]

1.9.4 IGF-1 und Wachstum

In Studien konnte gezeigt werden, dass es eine Verbindung zwischen dem IGF-
| Spiegel bei Frihgeborenen und ihrem Geburtsgewicht gibt. [34] Es wurde
festgestellt, dass am errechneten Entbindungstermin eine Assoziation des IGF-I
Spiegels mit der Gewichtszunahme vor dem errechneten Entbindungstermin
und auch nach dem errechneten Entbindungstermin besteht. Hohere IGF-I
Spiegel zeigen hohere Wachstumsraten sowohl vor, als auch nach dem
errechneten Entbindungstermin. [30] Bei am Termin geborenen Kindern konnte
keine Korrelation zwischen der IGF-I Konzentration und der anschlieBenden
Gewichtszunahme gefunden werden, wéhrend es aber eine Assoziation mit der
Langenzunahme gab. Es wurde dartber hinaus eine Assoziation zwischen
hohen IGF-I Spiegel im Alter von 3 und 12 Monaten und niedrigen BMI-Werten
zur Zeit der Messung gefunden. [35], Daraus konnte man ableiten, dass hohe
IGF-1 Spiegel vor Adipositas schitzen. Frihgeborene und Kinder mit
Wachstumsrestriktion hatten im Umkehrschluss ein erhéhtes Risiko fur
Fettleibigkeit aufgrund der niedrigen IGF-I Spiegel. [36] Studien belegen diese
Vermutung. Ehemalige Frihgeborene weisen in der Kindheit eine erhohte
Fettmasse und verringerte Muskelmasse auf. Dieser Trend kann sich bis ins

Erwachsenenalter fortsetzten. [37]
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1.9.5 IGF-1 und Nahrstoffzufuhr

Beziglich der Beeinflussung des IGF-I Spiegels durch die Proteinzufuhr findet
man in Studien unterschiedliche Ergebnisse. Es wurde beobachtet, dass eine
niedrige Proteinzufuhr mit niedrigen IGF-1 Spiegeln verbunden ist. [38], was
wiederum zu einer erh6hten Korperfettmasse in der spateren Kindheit fihrt. [36]
Eine weitere Studie hatte zum Ergebnis, dass Kinder die Folgemilch mit hohem
Proteinanteil erhielten, hohere IGF-Spiegel aufwiesen, als solche die mit
Folgemilch mit niedrigerem Proteinanteil ernéhrt wurden. [39] Hansen-Pupp et
al. konnten zeigen, dass die IGF-I Konzentration und die Nahrungsaufnahme
erst 30 Wochen postnatal korrelieren. [30] Im Gegensatz zu den beschriebenen
Studien, haben andere Forschungsgruppen das Gegenteil herausgefunden.
Van de Lagemaat et al. konnten keine Assoziation zwischen der
Nahrstoffzufuhr und dem IGF-I Spiegel bei Frihgeborenen am errechneten
Entbindungstermin feststellen. Sie vermuten, dass der IGF-I Spiegel
unabhangig von der Nahrstoffzufuhr ist, und auch genetisch bestimmt sein
kann. [25] Sie schranken jedoch ein, dass der fehlende Zusammenhang
zwischen IGF-I Spiegel und Nahrstoffzufuhr in dieser Studie, auch durch die
unzureichenden Kenntnisse uber die exakte Zusammensetzung der Muttermilch

bei gestillten Kindern bedingt sein konnte. [25]

1.10 Weitere hormonelle Faktoren die Einfluss auf das Wachstum haben

IGFBP-1, IGFBP-3, IGF-Il und das Wachstumshormon (GH) spielen in der
Steuerung des Wachstums ebenfalls eine Rolle, sie sind in Studien aber l&angst
nicht so gut untersucht wie IGF-I. Steigende IGFBP-3 Spiegel werden als guter
Marker fur ein adaquates Erndhrungsmanagement beschrieben, wodurch das
Aufholwachstum in den ersten Lebenswochen gesteigert und das Risiko fur

Komplikationen im spateren Leben verringert wird. [40]
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IGF-II ist ein Polypeptid, dass in der fetalen Phase fur die friilhe Zellentwicklung
eine wichtige Rolle spielt, aber bis jetzt in Zusammenhang mit dem Wachstum
von  Frihgeborenen und den Verdnderung durch verschiedene

Ernahrungsregime wenig untersucht ist.

GH scheint sowohl pranatal als auch nach der Geburt eine geringere
wachstumsfordernde Wirkung zuhaben als die IGF’s, insbesondere eine
geringere Wirkung als IGF-I. In einer Studie mit Knock-out Mausen konnte
gezeigt werden, dass S&auglinge mit einem angeborenen GH-Mangel oder
einem Defekt am GH-Rezeptor- Gen nur leichte Verzégerungen im Wachstum
zeigten, wahrend Defekte am IGF-I1-Gen schwere embryonale und postnatale

Wachstumsverzégerungen zur Folge hatten. [41]

1.11 Zusammenfassende Betrachtung der bisherigen Erkenntnisse Uber
den Zusammenhang zwischen der N&hrstoffzufuhr und dem Wachstum

von Frihgeborenen

Trotz einer verbesserten Versorgung von sehr unreifen Friihgeborenen, leiden
diese auch heute noch unter einem verzdgerten postnatalen Wachstum
verglichen mit der intrauterinen Wachstumsrate. Er wird vermutet, dass diese
postnatale Wachstumsstérung der Frihgeborenen durch eine optimierte
Ernahrung verbessert werden kann. Mdgliche Strategien sind unter anderem 1.)
die Verabreichung von hdheren Proteindosen 2.) die individualisierte Zufuhr auf
Grundlage der tatséchlichen Konzentration der Nahrstoffe in Frauenmilch

Hormonelle Wachstumsfaktoren spielen nicht nur fir das Wachstum von
Frihgeborenen, sondern auch bei der Entstehung von Krankheiten wie der
ROP, eine Rolle. Es besteht wahrscheinlich ein Zusammenhang zwischen der

Néahrstoffzufuhr und Konzentrationen der Wachstumsfaktoren.
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1.12 Fragestellung

A priori geplant und Grundlage der vorliegenden Dissertation:

Frage A: Fihrt eine an den neusten, noch nicht auf randomisierten Studien
beruhenden Empfehlungen der ESPGHAN orientierte Eiweil3zufuhr von ca.
4,5g/kg/d im Vergleich zu einer Standarderndhrung mit ca. 3,5-4,0 g/kg/d
Eiweil3 zu hoheren IGF-I, IGF-II, IGFBP-1, IGFBP-3 und Wachstumshormon-

Konzentrationen im Blut der Frihgeborenen?

Frage B: Fuhrt eine individualisierte, am tatsachlichen Eiwei3gehalt der
Frauenmilch ausgerichtete Supplementierung im Vergleich zur standardisierten
Verwendung eines neuen, proteinreicheren Frauenmilchsupplements bei im
Mittel &hnlicher Eiweil3zufuhr zu héheren IGF-I, IGF-II, IGFBP-1, IGFBP-3 und

Wachstumshormon- Konzentrationen im Blut der Friihgeborenen?
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2. Patienten und Methoden

2.1 Studiendesign

Bei der vorliegenden Interventionsstudie handelt es sich um eine prospektive,
monozentrische, randomisiert kontrollierte und partiell verblindete Studie, bei
der drei Parallelgruppen untersucht wurden.

Frithgeborene
Mit GG < 1500g

Mit GA < 32 S5W

Gruppe 2:

Erh&hte Eiweizufuhr
nach aktuellen, nicht

@gpe_l: (n=30) gepriiften Empfehlungen

Standardisierte

Supplementierung mit

herkémmlichem

Frauenmilchsupplement

und ggf. Zusatz bei Individualisierte Standardisierte
schlechtem Gedeihen Supplementierung mit Supplementierung mit
(gegenwartiger Eiweil und Fett je nach neuem eiweilreicherem
\ Erndhrungsstanda rdj/ Muttermilchgehalt Frauenmilchsupplement

Abbildung 1: Studiendesign

2.2 Priméares Ubergeordnetes Ziel der Studie

Ubergeordnetes Ziel der Studie ,Protein for Preemies* war die Priifung der

folgenden a priori hierarchisch geordneten Fragestellungen:
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Frage A): Fuhrt eine an den neusten, noch nicht auf randomisierten Studien
beruhenden Empfehlungen der ESPGHAN orientierte Eiwei3zufuhr von ca. 4,5
g/kg/d im Vergleich zu einer Standardernahrung mit ca. 3,5-4,0 g/kg/d Eiweil3

zu einer Verbesserung des Wachstums der Friihgeborenen?

Frage B): Fuhrt eine individualisierte, am tatsachlichen Eiweil3gehalt der
Frauenmilch ausgerichtete Supplementierung im Vergleich zur standardisierten
Verwendung eines neuen, proteinreicheren Frauenmilchsupplements bei im
Mittel &ahnlicher Eiweil3zufuhr zu einer Verbesserung des Wachstums der

Frihgeborenen?

Das Ubergeordnete Ziel dieser Studie war es, das Wachstum der
Frihgeborenen (Gewichtszunahme, Kopfumfang und Unterschenkellange) in
Abhangigkeit von der Eiweilzufuhr zu untersuchen. Uber die Auswertung
dieser Daten wurde eine separate Dissertation von Frau Michaela Mathes
angefertigt. Das Ergebnis dieser Untersuchung zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwischen den zwei Studiengruppen in Bezug auf das Wachstum

der Frihgeborenen.

2.3 Votum der Ethik-Kommission

Die Studie wurde bei der Ethik-Kommission der medizinischen Fakultat der
Eberhard Karls Universitat Tubingen eingereicht und genehmigt. Mit dem
klinischen Teil der Studie konnte begonnen werden, als das positive Ethikvotum
(Projektnummer: 038/2012BO1) vorlag. (s. Anhang) Die aus dieser Studie

gewonnen Daten bilden die Grundlage der vorliegenden Dissertation.
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2.4 Probanden (Ein- und Ausschlusskriterien)

Im Zeitraum zwischen September 2012 und Dezember 2014 wurden 60
Probanden in die Studie eingeschlossen. Die Einschlusskriterien der Studie
waren: ein Geburtsgewicht von weniger als 1500 g, ein Gestationsalter von
kleiner 32 Schwangerschaftswochen, eine enterale Nahrungszufuhr von mehr
als 100 ml/kg/d, sowie ein postnatales Alter von weniger als acht Tagen. Zu den
Ausschlusskriterien zahlten fehlendes Einverstandnis der Eltern, priméares

Abstillen der Mutter oder schwerwiegende Fehlbildungen des Kindes.

2.5 Ablauf der Studie

Die Eltern der potentiellen Probanden, die laut Einschlusskriterien fur die Studie
in Frage kamen, wurden vor dem 8. Lebenstag ihres Kindes auf der
neonatologischen Station der Universitatsklinik Tubingen Uber die Studie
aufgeklart. Bei der Zustimmung zur Teilnahme an der Studie wurden die
Frihgeborenen in die Studie eingeschlossen. Fur die Randomisierung wurde
zunachst von einem unabh&ngigen Statistiker ein computergeneriertes System
erstellt, mit dem die Probanden den Studiengruppen im Verhdltnis 2:1:1 zu
geteilt wurden. Mithilfe versiegelter Briefumschlage, die fortlaufend nummeriert
waren, erfolgte die randomisiert kontrollierte Zuteilung in eine der drei
Parallelgruppen. Drei8ig Probanden wurden der Gruppe 1, und jeweils 15 der
Gruppe 2a und 2b zugeteilt. Die Gruppenzuteilung war den behandelnden
Arzten und Pflegekraften nicht bekannt. Der Beginn der Studienintervention war
der Tag der Randomisierung. Sie endete mit der Planung der Entlassung des
Probanden ca. eine Woche vor dem entgiltigen Entlassungstermin. Zu diesem
Zeitpunkt wurde die Erndhrung auf die im hauslichen Umfeld geplante
Ernahrung umgestellt, in den meisten Fallen entsprach das der standardisierten
Supplementierung mit FM 85 der Firma Nestlé. Wenn notwendig wurde die

Muttermilchernahrung mit Beba Frihgeborennahrung Stufe 2 erganzt.
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Zweimal wochentlich  erfolgte eine Analyse der Muttermilch. Die
Analysenergebnisse, sowie das Gedeihen, bildeten die Grundlage fur die
Verordnung der Supplementdosis. Wahrend der Studienintervention wurde zu
drei Zeitpunkten, im Rahmen Klinisch notwendiger Blutentnahmen, bei den
Probanden eine Blutprobe entnommen. Aus diesen Blutproben erfolgte unter
anderem die Messung der dieser Dissertation zugrunde liegenden Prameter.
Einmal wdchentlich wurde die Unterschenkellange der Probanden mit Hilfe
eines Mini-Knemometer (Hermanussen) bestimmt. Die anthropometrischen
Daten, wie zum Beispiel der Kopfumfang und die Lange, wurden durch das
Pflegepersonal einmal wdchentlich gemessen. Die tagliche Bestimmung des
Gewichts erfolgte ebenfalls durch das Pflegepersonal. Alle zehn Tage wurde
eine Gewichtsanalyse durchgeftihrt, um einem perzentielenfliichtigen Gedeihen
zeitnah entgegen zu wirken. Alle Mal3nahmen, die an den Kindern durchgefuhrt
wurden, fanden im Rahmen der Pflegerunde in Absprache mit dem
Pflegepersonal statt, um den Probanden moglichst wenig zusatzlichen Stress

Zuzumuten.

2.6 Erhobene Daten

2.6.1 Einmalig erhobene Daten

Tabelle 1: Einmalig erhobene Daten

Bei Geburt erhobene Daten: Bei Entlassung erhobene Daten:
Geburtsdatum Kopfumfang

Geschlecht Lange im Stadiometer
Gestationsalter Hautfaltendicke am M. triceps brachii
Geburtsgewicht Hautfaltendicke unterhalt der Scapula

26



http://de.wikipedia.org/wiki/Michael_Hermanussen

Korperlange bei Geburt

Kopfumfang bei Geburt

Geburtsmodus

Lebenstag der spatesten Mekonium-
ausscheidung

Nahrungsaufbau  vollstandig: 140

ml/kg/d Uber 48 Stunden

2.6.2 Taglich erhobene Daten

Tabelle 2: Taglich erhobene Daten

Bei allen Probanden:

Bei Probanden der Gruppe 2a:

Korpergewicht (kg)

Verabreichte Menge Aptamil Eiweil3
Plus (g)

Verabreichte Muttermilchmenge in 24h

(ml)

Verabreichte Menge MCT-OI (ml)

Verabreichte Menge Formula (ml)

Verabreichte Menge Duocal (g)

Menge an Studiensupplement (g)

Magenrest (ml)

Verworfener Magenrest (ml)
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2.6.3 Wochentlich erhobene Daten

Tabelle 3: Wochentlich erhobene Daten

Anthropometrische Daten: Urinanalyse:
Lange Calcium
Kopfumfang Kreatinin
Unterschenkellange mittels Harnstoff
Knemometrie
Anorganisches Phosphat

2.6.4 Erfasste Diagnosen einschlief3lich maximaler Auspragung/ Schwere-

grad

Tabelle 4: Erfasste Diagnosen

Bronchopulmonale Dysplasie Retinopathie

Persistierender Ductus Arteriosus (mit | Nekrotisierende Enterokolitis
erfolgter Therapie)

Fokal intestinale Perforation Hirnblutung

Definition: Bronchopulmonale Dysplasie (BPD):

Die Bronchopulmonale Dysplasie ist eine chronisch inflammatorische
Atemwegserkrankung mit typischen Roéntgenzeichen und Abhéngigkeit von
Sauerstoff und/oder kunstlicher Beatmung noch nach dem 28. Lebenstag. Es
wird zwischen einer leichten (GA <32 SSW Spontanatmung mit 21% O, mit 36

SSW oder bei Entlassung oder GA >32 SSW Spontanatmung mit 21% O, mit
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56 Tagen oder bei Entlassung), mittelschweren (GA < 32 SSW Spontanatmung
mit >21% aber <30% O, mit 36 Wochen oder bei Entlassung oder GA >32
SSW Spontanatmung mit < 30% O, mit 56 Tagen oder bei Entlassung) und
schweren BPD (GA <32 SSW Spontanatmung mit >30% O, und/oder
IPPV/ICPAP mit 36 Wochen oder bei Entlassung oder GA >32 SSW
Spontanatmung mit >30% O, und oder IPPV/CPAP mit 56 Tagen oder bei

Entlassung) unterschieden. [42]

2.6.5 Medikamente

Folgende Medikamente wurden mit Dauer der Einnahme dokumentiert: Coffein,
Doxapram, Furosemid, Hydrochlorothiazid, Spironolacton, Dexamethason,

Budesonid und Hydrocortison

Im Weiteren werden ausschlieBlich die Methoden und erhobenen Daten
ausfuhrlich beschrieben, die fir das Thema der vorliegenden Dissertation von

Bedeutung sind.

2.7 Blutentnahmen

Im Rahmen der klinisch indizierten Blutentnahmen wahrend des stationaren
Aufenthaltes wurde zu drei Zeitpunkten eine EDTA-Blutprobe von 350 ul
abgenommen. Das Blut wurde durch eine vendse Punktion gewonnen. Die
Blutentnahmen waren an den Lebenstagen 21 (+/-2), 35 (+/-4) und 49 (+/-7)
geplant, die Entnahmezeitpunkte mussten aber an die Klinisch indizierten

Blutentnahmen angepasst werden. Die Blutproben wurden ausschliel3lich
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praprandial abgenommen. Das EDTA-Blut wurde unmittelbar weiter versorgt,
oder fur nicht langer als eine Stunde im Kiuhlschrank gelagert und dann
zentrifugiert. Die gewonnene Probe wurde in den EDTA-Blutréhrchen in einer
Zentrifuge von Heraeus (Biofuge fresco) fir zehn Minuten bei 3000 rpm
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand an Blutplasma mit einer
manuellen Mikroliterpipette in drei Aliquots zu 100 pl (Metabolom-Analyse), 50
pl (Wachstumsfaktorenanalyse) und 30 (Bestimmung  von
Plasmaphospholipiden, Cholin und seinen Metaboliten) in Eppendorfcups
(Mikroreaktionsgefald) pipettiert. Die drei gewonnen Aliquots wurden unmittelbar
bei -30 Grad Celsius tiefgefroren. Zuvor erfolgte die Beschriftung der Eppendorf
GefaBe mit dem Datum und der Uhrzeit der Probeentnahme und der

Studiennummer des Probanden auf einheitlichen Klebeetiketten.

Nach Abschluss der Studie und Entnahme aller Blutproben wurden die Proben
gesammelt auf Eis an die jeweiligen Labore fir die Analysen verschickt. Die
Proben wurden fir den Transport auf Trockeneis gelagert. Aufgrund von
Entlassung vor dem 42. Lebenstag oder Schwierigkeiten bei der Blutgewinnung

waren nicht bei allen Probanden drei Blutentnahmen mdglich.

Nach Abschluss der Studie wurden die Proben mit 50 pl Blutplasma an das
Hormonlabor der Kinderklinik Tibingen versandt. Hier erfolgte die Bestimmung
der Wachstumsfaktoren IGF-I, IGF-ll, IGFBP-3, IGFBP-1 und GH. Die
Beschreibung der analytischen Methode erfolgt im Detaill in Kapitel 2.12- 2.16.

2.8 Frauenmilchanalysen

Um bestimmen zu kdnnen, wie viel Protein und Fett ein Proband tatsachlich
erhalten hat, wurden zweimal wéchentlich (Dienstag und Freitag) Analysen der
Muttermilch durchgefuhrt. Die Muttermilchproben fir die Analyse wurden aus
einer abgepumpten im Kihlschrank gelagerten Mahlzeit entnommen. Bevor die

Probe von 5 ml aus der Nahrungsportion entnommen wurde, erfolgte die
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manuelle Homogenisierung der Muttermilch, sodass sich abgesetzte
Bestandteile wieder in Emulsion tbergingen. Eine Probe wurde in einer Spritze
aufgezogen und in einem Flaschenwarmer auf 37 Grad erwarmt. Die
Inhaltstoffe der erwarmten Probe wurden mit dem Human Milk Analyser (HMA)
der Firma Miris bestimmt. Vor der Messung wurde das Gerét zunachst mit einer
speziellen Losung der Firma Miris gereinigt und anschlieBend mit Hilfe einer
Eichlosung kalibriert. Bevor die Muttermilch in den HMA geflllt wurde, wurde
sie in der Spritze erneut manuell homogenisiert. Der HMA bestimmt den
Fettgehalt (g/100ml), den Proteingehalt (g/100ml), den Lactosegehalt (g/100ml)
und den Energiegehalt (kcal/200ml) in der Muttermilch. Die Messung erfolgte
bei 40 Grad Celsius mittels Infrarotspektroskopie. Fir eine Messung wurden 1-
1,5 ml Muttermilch benétigt. Aus der 5ml-Probe wurden drei Einzelmessungen
durchgefuhrt, anschlielend wurde der arithmetische Mittelwert der Ergebnisse
berechnet. Der Mittelwert der drei Messungen bildete die Grundlage fur die
Verordnung der zusatzlichen Makrondhrstoffe bei der Gruppe 2a. Die
Ergebnisse der Muttermilchanalysen wurden in der Datenmappe des

Probanden und im Laborbuch dokumentiert.

2.9 Intervention

2.9.1 Gruppe 1: gegenwartige standardisierte Frauenmilch-

supplementierung

Die Probanden der Standardeiweil3gruppe erhielten als Supplement FM 85 der
Firma Nestle. Die Dosierung lag bei 5 g/100ml Frauenmilch. Bei einer
Nahrungszufuhr von 150 ml/kg erhielt das Frihgeborene durch den
Frauenmilch-Fortifier also 1,5 g/kg/d Eiweil3. Unter dieser Zufuhr erhielt der
Proband eine Gesamteiweil3zufuhr von 4,5 beziehungsweise 3,0 g/kg/d, wenn

der Eiweil3gehalt der Frauenmilch bei 2,0 beziehungsweise 1,0 g/100ml lag.
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2.9.2 Gruppe 2A: individualisierte Frauenmilchsupplementierung

In der individuell supplementierten Gruppe erhielten die Probanden als
Basissupplement ebenfalls FM 85 der Firma Nestle in der Dosierung 5 g/100ml
Frauenmilch. In Abhangigkeit von den Ergebnissen der Muttermilchanalyse
erhielten sie zusatzlich bei Bedarf Aptamil Eiweif3 Plus der Firma Milupa und
MCT-OI, um Zielwerte entsprechend der Empfehlung des Committee on
Nutrition der European Society for Paediatric Gastroenterology, Hepatology and

Nutrition aus dem Jahr 2010 zu erreichen. (siehe 1.7)

Tabelle 5: Schema der individualisierten Supplementierung

Proteinzufuhr in g/kg/d

Bei < 1,5 kg Korpergewicht Bei > 1,5 kg Korpergewicht
(4,0)- 4,5 (3,5)- 4,0
Fettzufuhr in g/kg/d 4,8-6,6

In die Berechnung der zusatzlich zu verabreichenden Makronéhrstoffe ging der
Anteil an Flussigkeit pro Tag (ml) ein, sowie der Anteil an Muttermilch (%) an
der Gesamtnahrungsmenge, sowie ggf. Uber Formula-Nahrung verabreichte
Nahrstoffe und die Ergebnisse der Muttermilchanalyse fir den Proteingehalt
und den Fettgehalt der Frauenmilch. Die Berechnung erfolgte mit Hilfe einer
Excel-Tabelle. Die daraus resultierende Verordnung war jeweils bis zur

nachsten Muttermilchanalyse guiltig.
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2.9.3 Gruppe 2B: standardisierte Frauenmilchsupplementierung mit einem

neuen Frauenmilchsupplement mit erh6htem Eiweil3gehalt und Fett

Die Probanden der Gruppe 2b erhielten ein neues Supplement der Firma
Nestlé, das einen im Vergleich zu FM 85, hoheren Proteinanteil und zusatzlich
Fette enthielt. Auch dieses Frauenmilchsupplement wurde mit 5g/100ml
Frauenmilch dosiert. Bei dieser Dosierung erhielten die Probanden durch den
Frauenmilch-Fortifier 2,7 g/kg/d Eiweil3 und 0,9 g/kg/d Fett bei einer
Frauenmilchzufuhr von 150ml/kg/d. Lag der Eiweil3gehalt der Frauenmilch bei
2,0 beziehungsweise bei 1,0 ¢/100ml, erhielt der Proband also eine
Gesamteiweillmenge von 5,7 beziehungsweise 4,2 g/kg/d. Ausgehend von
einem mittleren Fettgehalt der Muttermilch von 4g9/100ml, erhielt der Proband
mit dem ,FMneu“ also eine Gesamtfettzufuhr von ca. 6,9 g/kg/d bei 150 ml/kg/d

Muttermilchzufuhr.

2.9.4 Verordnung der Gesamtnahrungsmenge (ml/kg/d) und Vorgehen bei

unzureichender Verfugbarkeit von Muttermilch

In allen Gruppen wurden die Nahrungsmenge und die Steigerung der
Nahrungsmenge von den behandelnden Arzten auf den Stationen bestimmt.
Der Frauenmilch-Fortifier wurde fur alle Gruppen in einheitlichen Dosen

bereitgestellt, so dass die Verblindung gewéhrleistet war.

War nicht ausreichend Muttermilch vorhanden, wurden die Probanden

zusatzlich mit Beba Frihgeborennahrung Stufe 2 ernéhrt.
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2.9.5 MalRnahmen bei unzureichendem Gedeihen

Um ein unzureichendes Gedeihen zu erkennen, wurde alle 10 Tage die
Gewichtszunahme in g/kg/d (Uber 10 Tage berechnet. Bei einer
Gewichtszunahme von weniger als 10 g/kg/d nach dem zehnten Lebenstag
uber einen Zeitraum von mehr als zehn Tagen und einer Harnstoff-
Konzentration von weniger als 20mg/dl im Serum sowie einem Eiweil3gehalt
unter 1,5 g/200ml in der Muttermilch wurde der Frauenmilch-Fortifier auf 7,5 g/
100 ml Muttermilch erhoht. Diese Erhdhung ist fir die Standardeiwei3gruppe
und fur die individuell supplementierte Gruppe wirksam, bei denen FM 85
eingesetzt wurde. In der Gruppe die das neu Supplement erhielt, wurde der
Fortifier auf 6 g/100ml erhoht.

2.10 Inhaltsstoffe der Frauenmilchsupplemente pro 5 g Pulver

Tabelle 6: Vergleich der beiden Frauenmilchsupplemente

Komponenten Kommerzielles Studien
Frauenmilchsupplement | Frauenmilchsupplement
(FM 85, Nestlé) (10.01.DE.INF, Nestlg)

Brennwert 74 kJ /18 kcal 90 kJ/ 22 kcal

Eiweil 10g 184¢g

Kohlenhydrate 3,39 18¢g

Davon Laktose 0Og Og

Davon Maltodextrin 3,20 1,89

Andere KH 0,19 Og
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Fett 0,02 g 0,87 g
Davon DHA 0,0075 g
Davon AA 0,0006 g
Natrium 20 mg 33 mg
Kalium 42 mg 83 mg
Chlorid 17 mg 29 mg
Calcium 75 mg 94 mg
Phosphor 45 mg 56 mg
Magnesium 2 mg 5 mg
Eisen 1,3 mg 0,94 mg
Kupfer 0,04 mg 0 mg
Zink 0,8 mg 0 mg
Jod 15 ug 19 ug
Selen 1,5 ug 4,25 ug
Vitamin A 0,15 mg 0,5mg
Vitamin D 2,5 ug 5ug
Vitamin E 2,0 mg 5mg
Vitamin K 4,0 ug 10 pg
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Vitamin C 10 mg 25 mg
Vitamin B1 0,05 mg 0,19 mg
Vitamin B2 0,10 mg 0,25 mg
Vitamin B6 0,05 mg 0,16 mg
Folsaure 40 ug 50 ug
Pantothensaure 0,4 mg 0,88 mg
Vitamin B12 0,1pg 0,25ug
Biotin 3ug 4 ug

Quelle: Studiensupplement: Dr. Mike Possner, Firma Nestlé Nutrition, Frankfurt am Main

Quelle: FM 85: Angaben des Herstellers auf der Verpackung

2.11 Dokumentation

Fur jeden Probanden wurde bei der Aufnahme in die Studie eine Datenmappe
angelegt. Sie diente als Hilfsmittel fir die Dokumentation der Daten, bevor
diese in regelmaRigen Absténden in eine Excel-Tabelle tbertragen wurden. Alle

Messergebnisse wurden zusatzlich im Laborbuch dokumentiert.
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2.12 Bestimmung von Insulin-like-growth-factor-1 (IGF-1) im Plasma

2.12.1 Quantitativer Nachweis von IGF-I mit Hilfe eines spezifischen

kompetitiven Radioimmunoassays

Fur die Bestimmung von IGF-1 wurde ein quantitativer Nachweis mit Hilfe eines
spezifischen Radioimmunoassays aus dem hauseigenen Hormonlabor der
Universitatskinderklinik Tubingen verwendet. Bei dieser Methode handelt es
sich um einen kompetitiven Radioimmunoassay (RIA), mit welchem IGF-I in
verdinntem Plasma bestimmt werden kann. Fir die Bestimmung von IGF-I
musste zunachst der Analyt von IGF-Bindungsproteinen freigesetzt werden,
dies wurde dadurch erreicht, dass die Analysenproben mit einem sauren Puffer
verdunnt wurden. Die Neutralisierung der Probe wurde durch die Zugabe von
radioaktiv markiertem IGF-1 (IGF-1 Tracer) und einem spezifischen polyklonalen
Antikdrper erreicht. Die Antikorperldsung enthielt aulBerdem einen IGF-I
Uberschuss um noch vorhandene Bindungsproteine mit Liganden abzuséttigen
und ein erneutes binden des Analyten zu verhindern. Bei diesem Verfahren
verdrangt der Analyt in der Probe den IGF-I- Tracer. Im darauf folgenden Schritt
wurde der IGF-I Tracer mit dem IGF-lI spezifischen Antikdrper und einen
Zweitantikorper geféllt. Letztendlich wurde die geféllte Radioaktivitat im
Prazipitat bestimmt und diente als Mal3 fur die eingesetzte Menge an Analyten.

2.12.2 Einheiten und Messbereich

Analytische Sensitivitat: Verdiinnung 1:51 Serum
Minimal: 8 ng/ml

Maximal: 500 ng/ml
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Die Plasmaproben wurden vor dem Test zunachst aufgetaut und mit Hilfe eines
Dilutors 1:51 mit Puffer-A verdinnt. Das entsprach 5ul Plasma + 250 ul Puffer-
A.

2.12.3 Testspezifische Materialen

Zur Durchfihrung des IGF-I RIAs wurden folgende Lésungen benotigt

Puffer A

Puffer B
IGF-I-Antikorper-Lésung
IGF-1 Standard 7

IGF-I Tracer

Interner Serumpool (Kblau)
Interner Serumpool (Krot)
Interner Serumpool (Kgriin)
Zweit-Antikorperlésung
PEG-Ldsung

Deionisiertes Wasser

2.12.4 Testdurchfiihrung

Der RIA wurde in konischen Polystyrolrdhrchen (Greiner 1 x 7,5 cm) als
Doppelbestimmung durchgefihrt. Nach der Markierung der Réhrchen wurden
die Reagenzien nach dem Schema des Labors entsprechend
zusammenpipettiert (Hamilton Pipettierautomat Microlab 2200 und Microlab
500). Die verdunnte Probe, die Standards oder die Kontrolle wurden mit der

IGF-I-Antikorperlésung versetzt. Im Anschluss wurde der Tracer zugefugt und
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die Probe auf einem Vortexmixer gemischt. Darauf folgend wurde die Probe fir
zwei Tage bei 4°C inkubiert. Die Probe wurde mit Prazipitationsreagenz
versetzt, gemischt und anschlieBend fir eine weitere Stunde bei 4°C inkubiert.
Im Anschluss wurden die Immunkomplexe durch Zentrifugation ((Zentrifuge
Rotixa)15min, 4°C, 3400 x @) prazipitiert. Der Uberstand wurde mit einer
Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Es folgte eine erneute Zentrifugation (5min,
4°C bei 3400 x g) nach dem das Sediment zuvor mit 1ml kaltem deionisiertem
Wasser gewaschen wurde. Uber dem pelletierten Sediment wurde der
Uberstand abgesaugt und die Radioaktivitat der Prazipitate mit Hilfe eines
Gammazéhlers (Gammacounters LB 2111 im Programm 1) fur die Dauer von

einer Minute gezahlt.

2.12.5 Auswertung

Die gewonnen Daten wurden mit dem Programm 1 des Gammercounters
ausgewertet. Es wurde an Hand der Standardreihe ein logarithmischer-linearer
Fit durchgefihrt und mit dem bekannten Verdinnungsfaktor aus dieser
Standardkurve die Probenkonzentration berechnet. Dafir wurde bei der
Inbetriebnahme des Gerates immer die Einstellung der Parameter
Verdinnungsfaktor und Konzentration der Standards kontrolliert.
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2.13 Bestimmung von Insulin-like growth factor Il (IGF-II) im Plasma

2.13.1 Quantitativer Nachweis von IGF-Il mit Hilfe eines spezifischen

kompetitiven Radioimmunoassays

Fur die Bestimmung von IGF-1l wurde ein quantitativer Nachweis mit Hilfe eines
spezifischen Radioimmunoassays aus dem hauseigenen Hormonlabor der
Universitatskinderklinik Tubingen verwendet. Bei dieser Methode handelt es
sich um einen kompetitiven Radioimmunoassay (RIA), mit welchem IGF-Il in
verdiinntem Plasma bestimmt werden kann. Als Vorbereitung fiir diesen Test
mussten zunachst stérende IGF-Bildungsproteine abgetrennt werden, dazu
wurde die Probe extrahiert. Anschliel3end wurde die Probe nach einer weiteren
Verdinnung mit radioaktivem IGF-II (IGF-II Tracer) und einem spezischen
polyklonalen Antikdrper inkubiert. Die Antikdrperlésung enthielt au3erdem einen
IGF-Il Uberschuss um noch vorhandene Bindungsproteine mit Liganden
abzusattigen. Bei diesem Verfahren verdrangt der Analyt in der Probe den IGF-
[I- Tracer. Im darauf folgenden Schritt wurde der IGF-II Tracer mit dem IGF-II
spezifischen Antikorper und eines Zweitantikdrpers gefallt. Letztendlich wurde
die gefallte Radioaktivitat im Prazipitat bestimmt und diente als Mal3 fir die

eingesetzte Menge an Analyten.

2.13.2 Einheiten und Messbereiche

Analytische Sensitivitat: 1: 119 extrahierte und verdinnte Serumprobe
Minimal: 37 ng/ml
Maximal: 4760 ng/ml
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2.13.3 Probenextraktion

Vor dem Test wurden 10ul der Serumprobe in Polysterolréhrchen (Greiner; 1cm
X 7,5cm) mit 40ul Extraktionspuffer versetzt. Die Probe wurde geschittelt und
30 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend 15 min bei 3800 rpm
zentrifugiert (Rotixa 50 RS; Programm 1). Im Anschluss wurden 25pul des
Uberstandes in ein neues Polystyrolréhrchen tberfiihrt und mit 10ul Tris-Puffer
zur Neutralisierung versetzt und gemischt. 25 ul der so entstandenen
Probenlésung wurden nun in ein neues Polystyrolréhrchen tberflihrt und mit
400 ul RIA-Puffer versetzt. Die so entstandene 1:119 Verdiunnung wurde Uber
Nacht bei -20°C eingefroren. Das gleiche Verfahren durchliefen alle Kontrollen
vor dem Test. Von dem Extrakt wurden 100p! eingesetzt.

2.13.4 Testspezifische Materialien

Zur Durchfuhrung des IGF-1I Radioimmunoassays wurden folgende Losungen
bendotigt:

RIA-Puffer

Extraktionspuffer

Tris-Puffer

IGF-II-Tracer
IGF-11-Antikorperldésung

IGF-1I Standard8

Interner Serumpool Kblau und Kgrin
Zweit-Antikorperlésung

PEG-LOsung 4%

Deionisiertes Wasser
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2.13.5 Testdurchfiihrung

Der RIA wurde in konischen Polystyrolrohrchen (Greiner 1 x 7,5 cm) als
Doppelbestimmung durchgefihrt. Nach der Markierung der Réhrchen wurden
die Reagenzien nach dem Schema des Labors entsprechend
zusammenpipettiert (Hamilton Pipettierautomat Microlab 2200 und Microlab
500). Der Extrakt der Probe, die Standards oder die Kontrolle wurden mit der
IGF-1I-Antikorperlosung versetzt. Im Anschluss wurde der Tracer zugefugt und
die Probe auf einem Vortexmixer gemischt. Darauf folgend wurde die Probe fir
zwei Tage bei 4°C inkubiert. Die Probe wurde mit Prazipitationsreagenz
versetzt, gemischt und anschlie3end fur eine weitere Stunde bei 4°C inkubiert.
Im Anschluss wurden die Immunkomplexe durch Zentrifugation ((Zentrifuge
Rotixa) 15min, 4°C, 3400 x g) préazipitiert. Der Uberstand wurde mit einer
Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Es folgte eine erneute Zentrifugation (5min,
4°C bei 3400 x g) nach dem das Sediment zuvor mit 1ml kaltem deionisiertem
Wasser gewaschen wurde. Uber dem pelletierten Sediment wurde der
Uberstand abgesaugt und die Radioaktivitat der Prazipitate mit Hilfe eines
Gammazahlers (Gammacounters LB 2111 im Programm 2) fur die Dauer von

einer Minute gezahlt.

2.13.6 Auswertung

Die gewonnen Daten wurden mit dem Programm 2 des Gammercounters
ausgewertet. Es wurde an Hand der Standardreihe ein logarithmischer-linearer
Fit durchgefuhrt und mit dem bekannten Verdinnungsfaktor aus dieser
Standardkurve nach Mittelung der Doppelwerte die Probenkonzentration
berechnet. Dafur wurde bei der Inbetriebnahme des Gerates immer die
Einstellung der Parameter Verdinnungsfaktor und Konzentration der Standards

kontrolliert.
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2.14 Bestimmung von Insulin-like growth Factor Bindungsprotein-3
(IGFBP-3) im Plasma

2.14.1 Quantitativer Nachweis mit Hilfe eines spezifischen kompetitiven

Radioimmunoassays (RIA)

Fir die Bestimmung von Insulin-like growth factor Bindungsprotein-3 (IGFBP-3)
wurde ein quantitativer Nachweis mit Hilfe eines spezifischen
Radioimmunoassays aus dem hauseigenen Hormonlabor der
Universitatskinderklinik Tubingen verwendet. Bei dieser Methode handelt es
sich um einen kompetitiven Radioimmunoassay (RIA), mit welchem IGFBP-3 in
verdinntem Plasma bestimmt werden kann. Dafur wurde radioaktiv markiertes
IGFBP-3 (IGFBP-3 Tracer der Firma Mediagnost) zusammen mit dem Plasma
und einem IGFBP-3 spezifischen polyklonalen Antikorper inkubiert. Der Analyt
in der Probe verdrangt kompetitiv den IGFBP-3 Tracer. Im folgenden Schritt
wurde der IGFBP-3 spezifische Antikorper unter zu Hilfenahme eines zweiten
Antikorpers gefallt. Die geféallte Radioaktivitdt im Préazipitat wurde gemessen

und dient als Mal fir die eingesetzte Menge an Analyten.

2.14.2 Einheiten und Messbereiche

Analytische Sensitivitat: Serum 1:151 verdinnt
Minimal: 131 ng/ml
Maximal: 8380 ng/ml

Die Plasmaproben wurden vor dem Test zunachst aufgetaut und mit Hilfe eines
Dilutors 1:151 mit RIA-Puffer verdinnt. Das entsprach 5 pl Plasma + 750 ul RIA
Puffer.
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2.14.3 Testspezifische Materialien

Fur die Durchfihrung des IGFBP-3 RIAs wurden folgende Losungen

verwendet:

RIA-Puffer

IGFBP-3 —Tracer
IGFBP-3- Antikorperldsung
IGFBP-3 Standard7
Interner Serumpool Kblau
Interner Serumpool Krot
Interner Serumpool Kgriin
Zweit-Antikorperlésung
PEG-LGsung 4%

Deionisiertes Wasser

2.14.4 Testdurchfihrung

Der RIA wurde in konischen Polystyrolrdhrchen (Greiner 1 x 7,5 cm) als
Doppelbestimmung durchgefuhrt. Nach der Markierung der Réhrchen wurden
die Reagenzien nach dem Schema des Labors zusammenpipettiert (Hamilton
Pipettierautomat Microlab 2200 und Microlab 500). Die verdinnte Probe, die
Standards oder die Kontrolle wurden mit der IGFBP-3-Antikdrperlésung
versetzt. Anschlieend wurde der Tracer hinzugegeben und die Rohrchen
wurden mit Hilfe eines Vortexmixers gemischt. Die Proben wurden dann in
einem Kuhlraum bei 4°C fur zwei Tage inkubiert. Im Anschluss wurde das

Préazipitationsreagenz hinzupipettiert, wiederum gemischt und fur eine Stunde
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bei 4°C inkubiert. Darauf folgend wurden die Immunkomplexe durch
Zentrifugation ((Zentrifuge Rotixa)15min, 4°C, 3400 x g) prazipitiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt. Es folgte eine erneute Zentrifugation (5min, 4°C
bei 3400 x g) nach dem das Sediment zuvor mit 1ml kaltem deionisiertem
Wasser gewaschen wurde. Uber dem pelletierten Sediment wurde der
Uberstand abgesaugt und die Radioaktivitit der Prazipitate mit Hilfe eines
Gammazahlers (Gammacounters LB 2111 im Programm 3) fur die Dauer von

einer Minute gezahlt.

2.14.5 Auswertung

Die gewonnen Daten wurden mit dem Programm 3 des Gammercounters
ausgewertet. Es wurde an Hand der Standardreihe ein logarithmischer-linearer
Fit durchgefihrt und mit dem bekannten Verdinnungsfaktor aus dieser
Standardkurve die Probenkonzentration berechnet. Dafir wurde bei der
Inbetriebnahme des Gerates immer die Einstellung der Parameter

Verdinnungsfaktor und Konzentration der Standards kontrolliert.

2.15 Bestimmung von Insulin-like Growth Factor Bindungsprotein 1
(IGFBP-1) im Plasma

2.15.1 Quantitativer Nachweis von IGFBP-1 mit Hilfe eines kommerziellen

Enzymimmunoassays

Fur die Messung von IGFBP-1 wurde ein quantitativer Enzymimmunoassay der
Firma Mediagnost mit der Referenznummer EO1 verwendet. Der kommerziell

erhaltliche Test wird auch als sogenannter Sandwich-Assay bezeichnet. Nach
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Zugabe der Probe oder des Standards bindet das IGFBP-1 an den Antikorper,
darauf folgte ein Waschschritt. Danach wurde ein enzymgekoppelter anti-
IGFBP-1 Antikdrper hinzugegeben. Es bildete sich ein Sandwich. Dann erfolgte
erneut ein Waschschritt, an den sich die Farbreaktion anschloss. Die
entstandene Farbintensitat ist proportional zur Menge an IGFBP-1 in der Probe.
Die Farbintensitat wird photometrisch bestimmt, mit Hilfe eines Microplatten-

Reader bei einer Wellenlange von 450 nm (Referenzwellenlange 650 nm)

Die Plasmaproben wurden 1:16 verdunnt. 10 pl Plasma wurden mit 150 pl

Probenpuffer verdinnt.

2.15.2 Testdurchfiihrung

Der Test wurde nach den Angaben des Herstellers gemaR dem Kitprotokoll
durchgefiihrt. Die Messung wurde hierbei als Doppelbestimmung durchgefihrt.
Es wurden 50 pl Antikbperkonjugat in die verwendeten Kavitaten pipettiert.
Danach erfolgte die Zugabe von 50 pl Standard bzw. verdiinnter Probenldsung
und den entsprechenden Kontrollen. AnschlieBend wurde die Platte eine
Stunde ohne schitteln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die Losungen abgesaugt und die Platte mit 300 pl verdinntem
Waschpuffer pro Kavitat 5mal gewaschen und danach wurde in jede Kavitat
100 pl Enzymldsung pipettiert. Es folgte eine erneute Inkubation von 30 Minuten
bei Raumtemperatur, darauf folgte ein weiterer Waschgang wie oben
beschrieben. Im Anschluss wurden 100 ul Substratldsung dazu gegeben und
die Platte fur 15 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Reaktion wurde dann durch die Zugabe von einer Stopplosung beendet.
Innerhalb von 30 Minuten nach dem Abstoppen der Reaktion erfolgte die

Auswertung der Farbreaktion mit Hilfe des Mikroplate Reader bei 450 nm.
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2.15.3 Auswertung

Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Software Revelation, Program
IGFBP1 beim Dynex MRX-II Reader. Ersatzweise war auch eine Auswertung
mit DPC Milenia mit der Software Softmax Pro3.0 und dem gleichen Programm
moglich. Es wurde hierbei anhand der Extinktion der Standardreihe ein
logarithmischer-linearer 4-Parameter-Fit durchgefuhrt und anschlieRend aus
den Extiktionswerten der Proben die Konzentration, unter Beriicksichtigung der

Verdinnung, bestimmt.

2.16 Bestimmung von humanem Wachstumshormon (hGH) im Plasma

2.16.1 Quantitativer Nachweis des Wachstumshormon (GH) mit Hilfe eines

kommerziellen Enzymimmunoassays

Fur die Messung der humanen Wachstumsfaktoren wurde ein quantitativer
Enzymimmunoassay der Firma Mediagnost mit der Referenznummer E022
verwendet. Der kommerziell erhaltliche Test wurde auch als sogenannter
Sandwich-Assay bezeichnet. Die im Kit mitgelieferten Mikrotiterplatten waren
mit einem spezifischen, hochaffinen, polyklonalen Kaninchen-anti-hGH-
Antikorper beschichtet. Die Probe oder der Standard wurde auf die Platte
pipettiert, dadurch bindet das Wachstumshormon an den gecoateten
Antikorper. Darauf folgte ein Waschschritt, anschlieRend wurde ein zweiter
biotinylierter anti- GH- Antikdrper hinzupipittiert, es bildete sich ein Sandwich.
Der Farbumschlag wurde letztendlich durch die abschlieRende Substratreaktion
verursacht, bei der Streptavidin-Peroxidase-Enzymkonjugat am Biotin des anti-
GH-Antiserums gebunden hat und die Reaktion katalysierte. Der Farbumschlag
ist quantitativ abh&ngig vom GH-Gehalt der Probe. Die Farbintensitat wurde
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photometrisch bei einer Wellenlange von 450 nm (Referenzwellenlange >
590nm) mit einem Microplatten-Reader bestimmit.

2.16.2 Einheiten und Messbereich

Analytische Sensitivitat: Verdiinnung 1:51 Serum
Minimal: 0,08 ng/ml
Maximal: 51 ng/ml

Die Serumproben wurden vor dem Test 1:51 mit Verdinnungspuffer verdinnt.

5 ul Serum wurden mit 250 pl Verdiinnungspuffer gemischt.

2.16.3 Testdurchfiihrung

Der Test wurde nach den Angaben des Herstellers gemaR dem Kitprotokoll
durchgeftihrt. Die  Messung wurde hierbei als Doppelwert in
nebeneinanderliegenden Spalten mit der geeigneten Menge, an vom Hersteller

zur Verfigung gestellten, beschichteten 8-Well Streifen durchgefihrt.

In das entsprechende Well der Mikrotiterplatte wurden 100 pl der
Probenverdinnung, Standard und Kontrolle pipettiert. Im Anschluss wurde die
Platte mit einer Klebefolie dicht abgedeckt und unter schatteln (=350 upm) bei
Raumtemperatur zwei Studen inkubiert. Danach wurde die Reaktionslésung
ausgeklopft und die Platte 5mal mit 300 pl Waschpuffer gewaschen.
Anschlielend wurden 100 pl des Antikdrperkonjugates dazu pipettiert und
erneut fur 30 Minuten bei Raumtemperatur unter schatteln (=350 upm)
inkubiert. Dann wurden 100 pl des Enzymkonjugates hinzugefligt und ohne
schitteln 30 min inkubiert. Nun wurde die Platte erneut 5mal mit Waschpuffer
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gewaschen und danach 100 pl Substratiosung in jede Vertiefung pipettiert.
Abschliel3end wurde die Platte fur 15 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurde die Reaktion abgestoppt indem 100 pl Stopplésung
hinzugeflgt wurde. Die Farbreaktion wurde innerhalb von 30 min mit dem

Photometer (Mikroplate Reader) mit dem Program hGHE022 gemessen.

2.16.4 Auswertung

Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Software Revelation, Program
hGHEO022 beim Dynex MRX-II Reader. Ersatzweise war auch eine Auswertung
mit DPC Milenia mit der Software Softmax Pro3.0 und dem gleichen Programm
moglich. Die Berechnung der Standardkurve erfolgte an Hand der Extinktion der
Standardreihe mit einer 4-Parameter-Anpassung und danach wurde aus den

Extinktionsdaten der Proben die Probenkonzentration bestimmt.
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2.17 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm JMP 11.2.0 (SAS
Institute Inc., USA). Zunachst wurden die Daten mittels Betrachtung von Séaulen
durch Darstellung der Haufigkeiten auf ihre Normalverteilung gepruft. Bei nicht
offensichtlich normal verteilten Daten wurde zusétzlich ein Shapiro-Wilk-Test
durchgefuhrt. Alle normal verteilten Daten wurden als Mittelwert und
Standardabweichung angegeben, alle nicht normal verteilten Daten als Median
und Interquartilbereich. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden folgende Daten
trotz Normalverteilung mit Median und Interquartilbereich angegeben: IGF-I
zum  Blutentnahmezeitpunkt 1 und 2, |IGFBP-3 zu allen drei
Blutentnahmezeitpunkten, IGF-1l zum Blutentnahmezeitpunkt 1und 2, sowie GH

zum Zeitpunkt der 3. Blutentnahme.

Zum Vergleich der Gruppen wurde bei normal verteilten Daten der zweiseitige
nicht verbundene t-Test durchgefuhrt, bei nicht normal verteilten Daten der
Wilcoxon/Kruskal-Wallis-Test. Mit Ausnahme der bereits oben beschriebenen
Parameter, hier wurde trotz Normalverteilung der Wilcoxon/Kruskal-Wallis-Test

durchgefuhrt.

In den dargestellten Box-Whisker Plots zeigen die Boxen, den Median
(Querlinie) sowie 25%- & 75% Quantile an. Die Whiskers sind als Minimum und

Maximum definiert. Dies gilt fur alle dargestellten Box-Whisker-Plots.

Die Korrelationsanalysen wurden bei den normalverteilten Daten nach Pearson
durchgefuhrt. Bei den nicht normalverteilten Daten erfolgte die

Korrelationsanalyse nach Spearman.
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3. Ergebnisse

3.1 Charakteristika der Probanden

Die Studie Protein for Preemies wurde in der Universitatskinderklinik Tibingen
in der Abteilung fir Neonatologie durchgefiihrt. Zwischen September 2012 und
Dezember 2014 wurden wie a priori geplant, insgesamt 60 Frihgeborene mit
einem Gestationsalter <32 SSW bei Geburt und einem Geburtsgewicht <1500 g
in die Studie eingeschlossen. 60 Probanden konnten fir die Studie gewonnen
werden. Die Probanden wurden wie a priori geplant mittels versiegelter,
nummerierter Umschlage den jeweiligen Gruppen im Verhdaltnis von 2:1:1
(30:15:15) zugeordnet. 25 Probanden waren mannlich und 35 Probanden
weiblichen Geschlechts. Das Geburtsgewicht der Probanden in der
Standardeiweil3gruppe (1) lag zwischen 580 g und 1495 g, in der
Hocheiweil3gruppe (2) zwischen 490 g wund 1470 g. In der
Standardeiweil3gruppe hatten sechs Probanden ein Geburtsgewicht unter 1000
g in der Hocheiweil3gruppe wogen acht Probanden bei der Geburt weniger als
1000 g. Das Geburtsgewicht in der Standardeiweil3gruppe betrug im Median
1215 (1065- 1393)g in der HocheiweilRgruppe 1193 (984- 1326)g und

unterschied sich damit nicht signifikant (Tabelle 7).

Das Gestationsalter lag in der Standardeiwei3gruppe bei 30,0 (29,0-31,1)
Schwangerschaftswochen (SSW), in der Hocheiweil3gruppe bei 29,7 (27,9-
31,0) SSW. Die Interventionsperiode dauerte in der Standardeiweil3gruppe 43
(32-51) Tage, in der Hocheiweil3gruppe 40 (30-58) Tage. Die Dauer des
stationdren Aufenthaltes lag bei der Standardeiweil3gruppe bei 52 (42-65)
Tagen. In der Hocheiweil3gruppe lag die Dauer des stationaren Aufenthalts bei
52 (37-70) Tagen. Der kumulative Muttermilchanteil am gesamt enteralen
Nahrungsvolumen betrug in der Standardeiweil3gruppe 92,9 (79,1 -97,9)%, in

der Hocheiweil3gruppe lag der kumulative Muttermilchanteil an dem gesamt
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Nahrungsvolumen (von Geburt bis Interventionsende) bei 94,3 (61,8- 99,0)%.

Kein Proband verstarb wahrend der Studienintervention.

Der Vergleich der

Unterschiede.

Tabelle 7: Charakteristika der Studienprobanden

Studiengruppen ergab keine statistisch signifikanten

Standardgruppe | Hocheiweil3gruppe | p-Wert
(1) (2a +2b)
Anzahl der 30 30
Probanden
Geschlecht w=19 w =14 p=0,29 ¥
(63%) (47%)
Geburtsgewicht (g) | 1215 1208 p=0,46 ¥
(1115-1393) (984-1326)
Gestationsalter bei | 30,0 29,7 p=0,20Y
Geburt (SSW)
(29,0-31,1) (27,9-31,0)
Alter bei 7 7 p=0,75Y
Studienbeginn (d)
(6-7) (6-8)
Interventionsdauer |52 52 p=0,59Y
(d)
(42-65) (37-70)

Alle Parameter sind als Median und IQR angegeben.

® Fishers exakter Test, zwei seitig

" wilcoxon Test
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3.2 Morbiditat der Probanden

Zur besseren Vergleichbarkeit der Studiengruppen wurden folgende
Erkrankungen bei den Probanden erfasst. Eine intraventrikulare Blutung trat bei
drei Probanden in der Standardeiweil3gruppe auf, in der Hocheiweil3gruppe
hatte kein Proband eine intraventrikulare Blutung (p = 0,24). Eine Retinopathie
kam nur bei einem Proband in der Hocheiweil3gruppe vor (p= 1,0). Eine
nekrotisierende Enterocolitis und eine fokal intestinale Perforation betraf kein
Kind in der gesamten Studie. Ebenso hatte kein Proband eine periventrikulare
Leukomalazie. Eine Bronchopulmonale Dysplasie hatten zwei Probanden in der
Standardeiweil3gruppe und funf Probanden in der Hocheiweil3gruppe (p= 0,70).
Bezlglich der Morbiditat lie3 sich kein signifikanter Unterschied zwischen den

Gruppen feststellen.

3.3 Blutentnahmen

In der Standardeiweil3gruppe konnte bei 14 Probanden an 3 Zeitpunkten Blut
gewonnen werden, bei 11 Probanden wurde an zwei Zeitpunkten Blut
entnommen, bei funf Probanden konnte nur eine Blutprobe gewonnen werden.
In der HocheiweiRgruppe wurde bei 16 Probanden zu drei Zeitpunkten
Blutproben fur die Studie abgenommen, bei 11 Probanden konnte zu zwei
Zeitpunkten eine Blutprobe entnommen werden, bei drei Probanden war nur
eine Blutentnahme mdglich. Da bei einigen Probanden nicht ausreichend Blut
gewonnen wurde, standen bei der 3. Blutentnahme in der
Standardeiweil3gruppe nur 12 Proben zur Verfiigung, in der Hocheiweil3gruppe
waren es 13. In der Standardeiweil3gruppe erfolgte die erste Blutentnahme am
Lebenstag 15 (14- 16) ebenso in der Hocheiweil3gruppe 15 (14- 17) (p = 0,57),
die zweite Blutentnahme erfolgte am Lebenstag 35 (31- 39) in der

Standardeiweil3gruppe, am Lebenstag 35 (32- 41) in der Hocheiweil3gruppe (p=
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0,54). Die dritte Blutentnahme erfolgte am Lebenstag 54 (50,75- 58,5) bei der
Standardeiweil3gruppe beziehungsweise an Lebenstag 53 (46,5- 62) bei
Hocheiweil3gruppe (p= 0,72).

3.4 Proteinzufuhr jeweils funf Tage vor den einzelnen Blutentnahmen

Die StandardeiweiRgruppe erhielt in den finf Tagen vor der ersten
Blutentnahme 4,1 (3,5- 4,4) g/kg/d Protein (Gesamtproteinmenge aus
Muttermilch + Supplement), bei der Hocheiweil3gruppe waren es 4,7 (4,2- 5,0)
g/kg/d. Der Vergleich beider Gruppen zeigt einen signifikanten Unterschied (p=
<0,001)

In den funf Tagen vor der zweiten Blutentnahme erhielt die
Standardeiweil3gruppe 3,5 (3,3- 3,9) g/kg/d Protein. In der Hocheiweil3gruppe
waren es 4,2 (3,8- 4,4) g/kg/d. Vergleicht man die Proteinzufuhr vor der 2.

Blutentnahme, findet man einen signifikanten Unterschied (p= <0,001).

Alle Probanden der Standardeiweil3gruppe erhielten in den fiinf Tagen vor der
dritten Blutentnahme 3,3 (3,1-3,8) g/kg/d Protein, bei den Probanden der
Hocheiweil3gruppe waren es 4,1 (3,2-4,6) g/kg/d Protein. Beim Vergleich der

Proteinzufuhr zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p=0,11).
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Abbildung 2: Proteinzufuhr art. Mittelwert 5 Tagen jeweils vor Blutentnahme 1, 2 und 3.

Vergleicht man die beiden Hocheiweil3gruppen miteinander, ergibt sich fur die
Proteinzufuhr fanf Tage vor der ersten Blutentnahme fur die individuell
supplementierte Probandengruppe (2a) eine Zufuhr von 4,5 (4,3- 4,7) g/kg/d,
die Gruppe, die FM neu erhielt (2b), hat 4,9 (4,7- 5,1) g/kg/d Protein erhalten.
Es ergab sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
(p=0,003).

Die verabreichte Proteinmenge vor der zweiten Blutentnahme lagt bei 3,9 (3,8-
4,2) g/kg/d bei der individuell supplementierten Gruppe und 4,4 (4,2- 4,6) g/kg/d
bei der Gruppe die FM neu erhielt. Im Vergleich beider Gruppen ergab sich

auch hier ein statistisch signifikanter Unterschied (p =0,006).

Funf Tage vor der dritten Blutentnahme erhielt die individuell supplementierte
Gruppe 3,8 (3,3- 4,4) g/kg/d und die Gruppe, die das FM neu erhielt, 4,2 (3,1-
4,6) g/kg/d Protein. Es lie3 sich kein statistisch signifikanter Unterschied
feststellen (p=0,67).
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3.5 Wachstumsfaktoren: Standardeiweil3gruppe (1) verglichen mit der

Hocheiweil3gruppe (2)

3.5.1 IGF-I

Die Ergebnisse der Bestimmung der IGF-I Konzentration bei der ersten
Blutentnahme lagen in der Standardeiweil3gruppe bei 37,0 (23,0- 47,5) ng/ml,
bei der Hocheiweil3gruppe bei 31,5 (23,0- 42,0) ng/ml. Bei der Bestimmung aus
der zweiten Blutprobe lag der Wert bei der Standardeiweil3gruppe bei 42,5
(33,5- 55,0) ng/ml bei der Hocheiweil3gruppe bei 43,0 (35,0- 47,0) ng/ml. Die
Ergebnisse der dritten Blutproben ergaben einen Wert von 44,0 (43,0- 50,5)
ng/ml fur die Standardeiwei3gruppe und 47,0 (41,5- 58,0) ng/ml fur die
Hocheiweil3gruppe. Zu allen drei Zeitpunkten ergaben sich jeweils keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (p =0,42; p= 0,64; p= 0,78).

Vergleicht man den Anstieg der IGF-I Konzentrationen zwischen den
Interventionsgruppen zeigte sich ebenfalls kein statistisch signifikanter
Unterschied (p = 0,52). Der Anstieg der IGF-I Konzentrationen zwischen der
ersten und zweiten Blutentnahme lag bei der Standardeiweil3gruppe im Median
bei 6,5 (-0,3- +18,3) ng/ml, bei der HocheiweilRgruppe bei 12,5 (1,3- 16,8)
ng/ml. Auch der Anstieg der IGF-I Werte zwischen der ersten und dritten
Blutentnahme zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied (p= 1,00). In
der Standardeiweil3gruppe stieg die IGF-I Konzentration im Mittel um 24,0
(12,0- 25,5) ng/ml und in der Hocheiweil3gruppe um 21,0 (10,5- 29,5) ng/ml.
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Abbildung 3: Vergleich IGF-I zwischen Standardeiweil3- versus Hocheiwei3gruppe zum
Zeitpunkt 1, 2 und 3.

3.5.2 IGF-II

Bei der Standardeiwei3gruppe wurde bei der ersten Blutprobe eine IGF-II-
Konzentration von 209,0 (187,3- 240,8) ng/ml gemessen. Bei der
Hocheiweil3gruppe lag das Ergebnis der ersten Blutprobe bei 221,0 (196,5 —
247,0) ng/ml. Die Analyse der zweite Blutprobe brachte folgende Ergebnisse,
fur die Standardeiweil3gruppe 243,0 (198,3- 267,3) ng/ml und fur die
Hocheiweil3gruppe 225,5 (202,0- 252,3) ng/ml. Die Messung der dritten
Blutprobe ergab 228,0 (199,0- 260,5) ng/ml fur die Standardeiwei3gruppe und
241,0 (214,0- 254,5) ng/ml fur die Hocheiwei3gruppe. Auch fir diesen
Wachstumsfaktor zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der
Standardeiweil3- und der Hocheiweil3gruppe (p= 0,47; p= 0,50; p=0,56).

Beziglich des Anstiegs der IGF-1I Konzentrationen zwischen der ersten und
zweiten Blutentnahme konnte zwischen den Studiengruppen kein statistisch
signifikanter Unterschied gefunden werden (p= 0,18). Ebenso flr den Anstieg
der Mittelwerte der IGF-II Konzentration zwischen der ersten und dritten
Blutentnahme war kein signifikanter Unterschied festzustellen (p= 0,59). In der
Standardeiweil3gruppe lag der Anstieg zwischen der ersten und zweiten

Blutentnahme bei 26 (-5- +50,5) ng/ml und bei der Hocheiweil3gruppe zeigte
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sich ein Unterschied von -2,0 (-23,0- +42,5) ng/ml. Der Anstieg der IGF-II
Konzentration zwischen der ersten und dritten Blutentnahme lag in
Standardeiweil3gruppe bei 33,0 (11,0- 58,5) ng/ml und in Hocheiweil3gruppe bei
28,0 (-23,5- +44,8) ng/ml. Es besteht kein statistisch signifikanter Unterschied

im Konzentrationsanstieg.
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Abbildung 4: Vergleich IGF-II zwischen Standardeiweil3- versus Hocheiweil3gruppe zum
Zeitpunkt 1, 2 und 3.

3.5.3 IGFBP-3

Die erste Blutprobe der Standardeiweil3gruppe ergab bei der Messung des
IGFBP-3 Wertes 725 (634- 904) ng/ml, bei der Hocheiweil3gruppe lag der Wert
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bei 666 (547- 922) ng/ml. Fur die zweite Blutprobe wurde bei der
Standardeiweil3gruppe ein Wert von 819 (684- 1042) ng/ml gemessen und bei
der Hocheiweil3gruppe von 865 (719- 1024) ng/ml. Aus dem Blutplasma der
dritten Blutentnahme wurde fur die Standardeiweil3gruppe ein Wert von 860
(777- 1117) ng/ml gemessen. Bei der Hocheiweil3gruppe lag das Ergebnis der
Messung bei 932 (772- 1129) ng/ml. Fur IGFBP-3 konnte ebenfalls zu allen drei
Messzeitpunkten kein statistisch signifikanter Unterschied gefunden werden (p=
0,52; p=0,83; p=0,72).

Der Anstieg der arithmetischen Mittelwerte der IGFBP-3 Konzentration
zwischen der ersten und zweiten Blutentnahme lag in der
Standardeiweil3gruppe bei 160 ng/ml (-32- +270) ng/ml in der
Hocheiweil3gruppe bei 157 (-30- +249) ng/ml. Der Anstieg zwischen der ersten
und der dritten Blutentnahme lag in der Standardeiweil3gruppe bei 254 (169-
489) ng/ml und in der Hocheiweil3gruppe bei 226 (41- 355) ng/ml. Sowohl fur
den Konzentrationsanstieg zwischen der ersten und zweiten (p = 0,89), als
auch zwischen der ersten und dritten Blutentnahme (p= 0,38) liel3 sich kein

statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen ermitteln.
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Abbildung 5: Vergleich IGFBP-3 zwischen Standardeiweil3- versus Hocheiweil3gruppe zum
Zeitpunkt 1, 2 und 3.

3.5.4 IGFBP-1

Bei der Bestimmung der IGFBP-1 Konzentration gab es bei einem Probanden
eine Besonderheit. Dieser Probanden aus der Hocheiweil3gruppe, genauer aus
der Gruppe mit dem neuen eiweil3reicheren Supplement, zeigte im Vergleich zu
allen anderen Probanden besonders hohe IGFBP-1 Konzentrationen im
Plasma. Die Werte lagen bei allen drei Messungen bei > 128 ng/ml. Da eine
weitere Validierung der Werte aufgrund der zu geringen Plasmamenge nicht
moglich war, ging der Wert von 128 ng/ml in die Berechnung ein. Bei den
anderen bestimmten Wachstumsfaktoren bei diesem Proband zeigten sich

normale Werte, vergleichbar mit denen der anderen Probanden.

Bei der Standardeiweifl3gruppe lag der IGFBP-1 Wert bei der ersten Blutprobe
bei 13,5 (10,3- 40,5) ng/ml, fir die Hocheiwei3gruppe lag der Wert bei 21,0
(9,0-36,0) ng/ml. Fur die zweite Plasmaprobe ergab sich fir die
Standardeiweil3gruppe ein Wert von 115 (8,3- 16,8) ng/ml, bei der
Hocheiweil3gruppe lag das Ergebnis der zweiten Probe bei 10,0 (7,3- 32,2)
ng/ml. Die Ergebnisse der dritten Blutprobe lagen fir die Standardeiweil3gruppe
bei 17,0 (5,0- 40,0) ng/ml und fur die Hocheiwei3gruppe bei 21,0 (10,3- 37,3)

ng/ml. Zu allen drei Zeitpunkten konnte kein signifikanter Unterschied fir den
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Wachstumsfaktor IGFBP-1 zwischen den Interventionsgruppen gefunden
werden (p= 0,72; p= 0,85; p=0,55).

Vergleicht man den Anstieg der IGFBP-1 Konzentration zwischen den Gruppen
zeigte sich in der Standardeiweil3gruppe zwischen der ersten und der zweiten
Blutentnahme ein Unterschied von -12,0 (-48,3- +0,3) ng/ml in der
Hocheiweil3gruppe von -8,0 (-19,5- +1,5) ng/ml. Zwischen der ersten und dritten
Blutentnahme zeigte sich ein Unterschied der IGFBP-1 Konzentration in der
Standardeiweil3gruppe bei -14,0 (-56,0- -2,0) ng/ml und in der
Hocheiweil3gruppe von -8,5 (-34,3- +17,3) ng/ml. Es war kein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den Studiengruppen zwischen der ersten
und zweiten Blutentnahme festzustellen (p = 0,39). Ebenso fur den Anstieg
zwischen der ersten und dritten Blutentnahme (p = 0,18)
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Abbildung 6: Vergleich IGFBP-1 zwischen Standardeiwei3- versus Hocheiwei3gruppe zum
Zeitpunkt 1, 2 und 3.
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3.5.5 Wachstumshormon (GH)

Bei der ersten Blutprobe ergab sich in der Standardeiweil3gruppe ein Wert von
13,4 (8,6- 19,7) ng/ml. Fur die Hocheiweil3gruppe lag das Ergebnis der Analyse
der ersten Plasmaprobe bei 13,0 (8,6- 17,5) ng/ml. Bei der zweiten
Plasmaprobe ergab die Messung 13,7 (9,9- 18,00 ng/ml fur die
Standardeiweil3gruppe und 9,0 (6,0- 16,8) ng/ml fir die Hocheiweil3gruppe. Bei
der Messung der dritten Proben lag das Ergebnis der Standardeiweil3gruppe
bei 10,3 (7,6- 13,0) ng/ml und das der Hocheiwei3gruppe bei 9,6 (6,1- 13,9)
ng/ml. Hier zeigte sich an allen drei Messzeitpunkten ebenfalls kein statistisch
signifikanter Unterschied (p= 0,35; p=0,12; p= 0,87).

Zwischen der ersten und zweiten Blutentnahme zeigte sich ein Unterschied von
-2,8 (-9,5 - +3,1) ng/ml in der Standardeiweil3gruppe. In der Hocheiwei3gruppe
von -0,9 (-7,8- -6,3) ng/ml. Zwischen der ersten und dritten Blutentnahme lag
der Unterschied des Wachstumshormons in der Standardeiwei3gruppe bei -8,9
(-14,3- +0,9) ng/ml und in der Hocheiwei3gruppe bei -2,5 (-3,8- +4,2) ng/ml.
Vergleicht man den Anstieg der Wachstumshormonkonzentration, zeigte sich
zwischen den Gruppen sowohl zwischen der ersten und zweiten Blutentnahme
(p=0,41) als auch zwischen der ersten und dritten Blutentnahme (p= 0,08) kein
statistisch signifikanter Unterschied.

30 30

25 25

20 20

15 15

GH ng/ml BE
GH ng/ml BE

10 10

I
5 5

0 0
1 2 1 2

StandardeiweiBgruppe (1) versus HocheiweiBgruppe (2) StandardeiweiBgruppe (1) versus HocheiweiBgruppe (2)

62



30
25
20
S
10
T

1

2

GH ng/ml BE

StandardeiweiBgruppe (1) versus HocheiweiBgruppe (2)

Abbildung 7: Vergleich GH zwischen Standardeiweil3- versus Hocheiwei3gruppe zum Zeitpunkt
1,2 und 3.

3.6 Korrelationsanalysen zwischen der Eiweil3zufuhr und dem jeweiligen

Wachstumsfaktor

3.6.1 IGF-I

Bei der Korrelationsanalyse zwischen der mittleren taglichen Eiweil3zufuhr funf
Tage vor der Blutentnahme und der IGF-I Konzentration im Blut der
Frihgeborenen zeigte sich bei der ersten Blutentnahme kein statistisch
signifikanter Zusammenhang (r,= 0,093; p= 0,479) (im folgenden wird die
Pearson-Korrelation mit r, und die Spearman-Korrelation mit rs angegeben), flr
die zweite Blutentnahme zeigte sich ebenfalls kein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen der durchschnittlichen Eiweil3zufuhr funf Tage vor
der Blutentnahme und der IGF-I Konzentration. (r, = -0,008; p= 0,954) Bei der
dritten Blutentnahme liel3 sich ebenfalls kein bedeutsamer Zusammenhang
finden. (rs=- 0,062; p=0,792).
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Abbildung 8: Korrelationsanalyse zwischen IGF- | und der Proteinzufuhr 5 Tage vor der

Blutenthahme zum Zeitpunkt 1, 2 und 3.
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3.6.2 IGF-II

Die Korrelationsanalysen der IGF-Il Werte mit der mittleren taglichen
EiweiRzufuhr finf Tage vor der jeweiligen Blutenthahme ergaben an allen drei
Messzeitpunkten keinen statistisch signifikanten Zusammenhang. (r, = 0,159;
p=0,226), (r,=-0,081; p= 0,590), (rs = - 0,087; p= 0,7143).
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Abbildung 9: Korrelationsanalyse zwischen IGF- 1l und der Proteinzufuhr 5 Tage vor der

Blutenthahme zum Zeitpunkt 1, 2 und 3.
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3.6.3 IGFBP-3

Bei der Korrelationsanalyse der IGFBP-3 Konzentrationen mit der Eiweil3zufuhr
in den funf Tagen vor der jeweiligen Blutentnahme ergab sich fur alle
Blutentnahmen kein statistisch signifikanten Zusammenhang (r,= 0,047; p=
0,721), (rp-0,258; p=0,259), (rp, = - 0,158; p= 0,505).
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Abbildung 10: Korrelationsanalyse zwischen IGFBP- 3 und der Proteinzufuhr 5 Tage vor der

Blutentnahme zum Zeitpunkt 1, 2 und 3.
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3.6.4 IGFBP-1

Die Korrelationsanalyse fur die IGFBP-1 Konzentration im Blut der
Frihgeborenen mit der Eiweil3zufuhr jeweils finf Tage vor der Blutentnahme
ergab fur alle drei Zeitpunkte keinen Zusammenhang (rs= -0,083; p= 0,546), (rs=
-0,162; p= 0,283), (rs= 0,105; p=0,669).
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Abbildung 11: Korrelationsanalyse zwischen IGFBP- 1 und der Proteinzufuhr 5 Tage vor der

Blutenthnahme zum Zeitpunkt 1, 2 und 3.
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3.6.5 Wachstumshormon (GH)

Die Korrelation zwischen der EiweiRzufuhr und der Konzentration an
Wachstumshormon im Blut der Probanden ergab fur die erste Blutentnahme
keinen statistisch signifikanten Zusammenhang (rs= - 0,046; p= 0,737). Bei der
zweiten Blutentnahme (rs= - 0,304; p= 0,038) zeigte sich ein schwacher
statistisch signifikanter Zusammenhang allerdings ohne Bedeutung. Die
Korrelationsanalyse der dritten Blutentnahme zeigte keinen statistisch
signifikanter Zusammenhang (r, = 0,209; p= 0,389).
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Abbildung 12: Korrelationsanalyse zwischen GH und der Proteinzufuhr 5 Tage vor der

Blutenthnahme zum Zeitpunkt 1, 2 und 3.
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3.7 Korrelation der mittleren Gewichtszunahme mit dem jeweiligen

Wachstumsfaktor

Die folgenden Daten beschreiben die Korrelationsanalyse zwischen den
verschiedenen Wachstumsfaktoren zu den drei Blutentnahmezeitpunkten und
der mittleren Gewichtszunahme zwischen der Geburt und dem

Interventionsende.

3.7.1 IGF-I

Tabelle 8: Korrelationsanalyse zwischen IGF-I und der mittleren Gewichtszunahme

Wachstumsfaktor und | r, = Pearson, rs= Spearman p-Wert
Zeitpunkt

IGF-I bei der 1.|r,=0,035 p= 0,790
Blutentnahme (BE)

IGF-I bei der 2. BE rh= -0,206 p= 0,152
IGF-I bei der 3. BE rs= -0,338 p= 0,068
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Abbildung 13: Korrelationsanalyse zwischen IGF-1 zum Zeitpunkt 1, 2 und 3 der Blutentnahme

und der Gewichtszunahme im art. Mittel zwischen Geburt und Interventionsende.
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3.7.2 IGF-II

Tabelle 9: Korrelationsanalyse zwischen IGF-II und der mittleren Gewichtszunahme

Wachstumsfaktor und |r, = Pearson, = | p-Wert
Zeitpunkt Spearman
IGF-II bei der 1. BE b= -0,105 p =0,427
IGF-II bei der 2. BE = -0,256 p= 0,073
IGF-II bei der 3. BE r{= -0,399 p = 0,029
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Abbildung 14: Korrelationsanalyse zwischen IGF-Il zum Zeitpunkt 1, 2 und 3 der Blutentnahme

und der Gewichtszunahme im art. Mittel zwischen Geburt und Interventionsende.
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3.7.3 IGFBP-3

Tabelle 10: Korrelationsanalyse zwischen IGFBP-3 und der mittleren Gewichtszunahme

Wachstumsfaktor und |rp,= Pearson, rs =|p-Wert
Zeitpunkt Spearman
IGFBP-3 bei der 1. BE r, =-0,104 p= 0,431
IGFBP-3 bei der 2. BE r,=-0,208 p= 0,146
IGFBP-3 bei der 3. BE rp,=-0,122 p= 0,520
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Abbildung 15: Korrelationsanalyse zwischen IGFBP-3 zum Zeitpunkt 1, 2 und 3 der

Blutentnahme und der Gewichtszunahme im art. Mittel zwischen Geburt und Interventionsende.
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3.7.4 IGFBP-1

Tabelle 11: Korrelationsanalyse zwischen IGFBP-1 und der mittleren Gewichtszunahme

Wachstumsfaktor und |r, = Pearson, rs =|p-Wert
Zeitpunkt Spearman
IGFBP-1 bei der 1. BE rs= -0,028 p= 0,849
IGFBP-1 bei der 2. BE rs= -0,038 p= 0,797
IGFBP-1 bei der 3. BE rs= 0,352 p=0,0613
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Abbildung 16: Korrelationsanalyse zwischen IGFBP-1 zum Zeitpunkt 1, 2 und 3 der

Blutentnahme und der Gewichtszunahme im art. Mittel zwischen Geburt und Interventionsende.
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3.7.5 Wachstumshormon (GH)

Tabelle 12: Korrelationsanalyse zwischen GH und der mittleren Gewichtszunahme

Wachstumsfaktor und |r, = Pearson, rs =|p-Wert
Zeitpunkt Spearman
GH bei der 1. BE r«= 0,181 p=0,182
GH bei der 2. BE rs= -0,156 p = 0,280
GH bei der 3. BE = -0,063 p=0,744
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Abbildung 17: Korrelationsanalyse zwischen GH zum Zeitpunkt 1, 2 und 3 der Blutentnahme

und der Gewichtszunahme im art. Mittel zwischen Geburt und Interventionsende.
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3.8 Wachstumsfaktoren: Vergleich der beiden Hocheiweil3gruppen
miteinander, Individuelle Supplementierung (2a) verglichen mit
Supplementierung mit dem eiweildreicheren neuen

Frauenmilchsupplement (2b).

3.8.1 IGF-I

Bei der individuell supplementierten Gruppe ergab sich bei der Analyse der
ersten Plasmaprobe ein IGF-I Wert von 35,0 (26,0- 44,0) ng/ml, bei der Gruppe,
die FM neu erhielt, wurde ein Wert von 30,0 (23,0- 37,0) ng/ml gemessen. Die
Analyse der zweiten Plasmaprobe ergab 45,0 (39,8- 48,0) ng/ml fir die
individuell supplementierte Gruppe und 39,0 (22,0- 45,0) ng/ml fur die andere
Gruppe. Die Ergebnisse der dritten Blutproben bei der individuell
supplementierten Gruppe lagen bei 46,5 (41,5- 59,8) ng/ml und bei der Gruppe,
die FM neu erhielt, bei 47,0 (39,0- 58,0) ng/ml. Es konnte kein statistisch
signifikanter Unterschied gefunden werden (p= 0,16; p=0,12; p= 0,88)

3.8.2 IGF-II

Der IGF-Il Wert bei der individuell supplementierten Gruppe in der ersten
Blutprobe war 225,0 (197,0- 253,0) ng/ml bei der Gruppe, die FM neu erhielt,
war der Wert 215,0 (195,3- 244,8) ng/ml. Die Ergebnisse der zweiten
Plasmaproben ergaben 233,0 (193,0- 256,3) ng/ml fuar die individuell
supplementierte Gruppe und 218,0 (207,8- 246,8) ng/ml fur die Gruppe, die FM
neu erhielt. Die Analyse der dritten Blutprobe ergab fir die individuell
supplementierte Gruppe 215,5 (212,5- 247,0) ng/ml und fur die andere Gruppe
248,0 (234,0- 276,0) ng/ml. Fur IGF-1l besteht bei allen drei Blutproben kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen (p= 0,53; p= 0,79;
p=0,14).
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3.8.3 IGFBP-3

Die Analyse der ersten Blutprobe ergab eine Konzentration von 745 (575-985)
ng/ml fur die individuell supplementierte Gruppe und 630 (537-838) ng/ml fur
die Gruppe, die FM neu erhielt. Eine Konzentration von 903 (793-1024) ng/ml
IGFBP-3 war das Ergebnis der Analyse der zweiten Blutprobe fur die individuell
supplementierte Gruppe und 763 (708-992) ng/ml fur die Gruppe, die FM neu
erhielt. Die Analyse der dritten Plasmaprobe ergab folgendes Ergebnis, flr die
individuell supplementierte Gruppe 972 (913- 1152) ng/ml und fiur die andere
Gruppe 858 (761-1097) ng/ml. Es bestand zu allen drei Messzeitpunkten kein
statistisch signifikanter Unterschied (p= 0,28; p= 0,23; p=0,41).

3.8.4 IGFBP-1

Die Ergebnisse der IGFBP-1 Messung ergaben bei der individuell
supplementierten Gruppe bei der Analyse der ersten Blutprobe 10,0 (6,0- 25,5)
ng/ml, fur die Gruppe, die FM neu erhielt, 23,5 (9,8- 47,5) ng/ml. Der IGFBP-1
Wert bei der Messung der zweiten Probe lag fur die individuell supplementierte
Gruppe bei 10,0 (8,0- 24,0) ng/ml, fir die andere Gruppe bei 11,5 (4,5- 37,0)
ng/ml. Das Ergebnis der dritten Blutprobe lag fur die individuell supplementierte
Gruppe bei 6,0 (6,0- 10,0) ng/ml und fir die Gruppe die FM neu erhielt bei 13,0
(6,0- 24,0) ng/ml. Es wurde auch fur IGFBP-1 kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den Interventionsgruppen festgestellt (p= 0,28; p= 0,72;
p=0,39)
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3.8.5 Wachstumshormon (GH)

Die GH-Konzentration in der ersten Blutprobe lag fur die individuell
supplementierte Gruppe bei 11,2 (6,7- 14,1) ng/ml, fur die Gruppe, die das FM
neu erhielt bei 13,4 (10,6- 23,4) ng/ml. Bei der Messung der zweiten Blutprobe
ergaben sich folgende Ergebnisse, fur die individuell supplementierte Gruppe
7,5 (5,7- 12,6) ng/ml und fir die andere Gruppe 14,4 (6,3- 18,8) ng/ml. Die
Ergebnisse der Analyse der dritten Blutprobe ergaben fir die individuell
supplementierte Gruppe 8,0 (5,4- 9,1) ng/ml und 12,6 (8,0- 15,7) ng/ml fir die
Gruppe die FM neu erhielt. Es wurde kein statistisch signifikanter Unterschied
fur die GH- Konzentration zwischen den Gruppen gefunden (p= 0,09; p=0,16;
p=0,13).
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4. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, bei Frihgeborenen mit einem Geburtsgewicht
von <1500 g die Effekte verschiedener Eiweil3supplementierungen, gangiger
Eiweil3supplementierung (3,5- 4,0 g/kg/d) verglichen mit einer Hocheiweil3-
Supplementierung (4,5 g/kg/d) auf die Plasmakonzentration verschiedener
Wachstumsfaktoren und ihre Bindungsproteine zu untersuchen. Die hoéhere
Proteindosis wurde zum einen Uber eine individualisierte Supplementierung
entsprechend dem individuellen erhobenen Proteingehalt der Frauenmilch und
zum anderen durch die Verwendung eines neuen Frauenmilchsupplements mit

héherem Proteinanteil erreicht.

Wir konnten in dieser Studie zeigen, dass eine im Mittel tatsachlich um 0,6
g/kg/d hohere Proteinzufuhr in der HocheiweiRgruppe, verglichen mit der
Standardeiweil3gruppe Uber die Interventionsdauer von im Mittel 42 Tagen,
keinen relevanten Einfluss auf die Plasmakonzentration der untersuchten

Wachstumsfaktoren zu haben scheint.

4.1 Wachstumsfaktoren: Standardeiweil3gruppe (1) verglichen mit
Hocheiweil3gruppe (2) sowie Korrelationsanalyse zwischen der
verabreichten Proteinmenge funf Tage vor der Blutentnahme und dem

jeweiligen Wachstumsfaktor

4.1.1 IGF-|

Die IGF-I Konzentrationen im Blut der Frihgeborenen sind in beiden Gruppen
im Laufe der Interventionsperiode angestiegen. Es konnte zu keinem der drei
Blutentnahmezeitpunkte ein  signifikanter ~ Unterschied zwischen der

Hocheiweil3- und der Standardeiweil3gruppe in Bezug auf die IGF -l
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Konzentration nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis steht im Wiederspruch
zu einigen bisher verdéffentlichten Studien, die einen positiven Zusammenhang
zwischen Proteinzufuhr und IGF-I Konzentration festgestellt haben. [43], [39],
[44] Price et al. untersuchten ebenfalls den Zusammenhang von Proteinzufuhr
und IGF-Konzentration bei Frilhgeborenen mit und ohne BPD. Vergleichbar mit
unserer Studie untersuchten sie den Einfluss der Proteinzufuhr in den Tagen
vor der Blutentnahme. Allerdings mit einem anderen Ergebnis, sie konnten
einen Zusammenhang zwischen dem IGF-1 Spiegel und der Proteinzufuhr bei
Frihgeborenen feststellen. In diese Studie wurden Friihgeborene
eingeschlossen die zwischen der 27. und 31. SSW geboren wurden. Die
Bestimmung von IGF-I erfolgte aus Restblut von klinischen Blutenthahmen,
dann wurde die Protein- und Kalorienzufuhr 2, 3, 4 und 7 Tage vor der
Blutentnahme berechnet. Aufgrund der Verwendung von Restblutproben, ist
davon auszugehen, dass die Bestimmung zu unterschiedlichen Zeitpunkten
stattfand, was einen Vergleich mit unserer Studie diesbeziglich schwierig
macht. Die Proteinzufuhr in der Gruppe der Kinder ohne BPD lag im Mittel bei
3,3 g/kg/d in der Gruppe mit BPD bei 2,9 g/kg/d. Die Gruppe mit der hdheren
Proteinzufuhr  erhielt immer noch weniger Proteine als unsere
Standardeiweil3gruppe. Leider wurden in dem verdffentlichten Artikel Uber die
Studie nicht die absoluten IGF-Konzentrationen in den jeweiligen Gruppen
angegeben. Ein Vergleich ware allerdings auch schwierig, da es bei den zur
Bestimmung verwendeten Radioimmunoassays keine internationalen
Standards gibt. [45] Van de Lagemaat et al. wiederum konnten in ihrer Studie
wie auch wir keinen Zusammenhang zwischen der IGF-I Konzentration und der
Nahrstoffzufuhr herstellen. Sie untersuchten Frihgeborene mit ahnlichen
Einschlusskriterien wie in unserer Studie (<1500g Geburtsgewicht und <32
SSW), allerdings ersteckte sich der Beobachtungszeitraum bis 6 Monate
postpartal. Es wurden 152 Probanden in die Studie eingeschlossen. Zwischen
der Geburt und dem errechneten Entbindungstermin wurden die Probanden mit
Frihgeborenen Formula oder supplementierter Muttermilch ernéhrt. Nach dem
errechneten Entbindungstermin bis 6 Monate postpartal erhielten die

Probanden Folgemilch oder supplementierte Muttermilch. Die Messung der

79



IGF-1 Konzentration erfolgte am errechneten Entbindungstermin und mit 3 und 6
Monaten. Es konnte kein Zusammenhang zwischen dem IGF-I Spiegel und der
mittleren Zufuhr an Energie, Eiweil3, Fett und Kohlehydraten zu keinem der drei
Beobachtungszeitpunkte gefunden werden. [25] Auch in Bezug auf den Anstieg
der IGF-1 Spiegel im Blut konnten wir zwischen der ersten und zweiten
Blutentnahme und zwischen der ersten und dritten Blutentnahme keinen
Unterschied zwischen den Studiengruppen finden. Eine erhéhte Proteinzufuhr
fuhrt somit auch nicht zu einem verstarkten Anstieg des IGF-I Spiegels. Darlber
hinaus zeigten die Scatterplots keinen Zusammenhang zwischen der
Proteinzufuhr funf Tage vor der Blutentnahme und der IGF-I- Konzentration im
Blut der Frihgeborenen. Dies konnte fur alle drei Beobachtungszeitpunkte

gezeigt werden.

4.1.2 IGF-I

Die Auswirkung von verschiedenen Proteindosierungen auf die IGF-II
Konzentrationen im Blut von Friihgeborenen ist bisher wenig untersucht. Es gibt
einige Studien die den Zusammenhang zwischen dem Geburtsgewicht und
IGF-Il Konzentrationen im Blut, bei am Termin geborenen Kindern, untersucht
haben. Hier zeigte sich, dass Kinder die zu klein fur ihr Alter (SGA) und Kinder
die zu grof3 fur ihr Alter (LGA) waren, hohere IGF-1I-Spiegel aufwiesen als
normal grofe Kinder. [46] Eine weitere Studiengruppe hat einen
Zusammenhang zwischen der IGF-Il Konzentration und der Gewichtzunahme
bei Frihgeborenen im Alter von 8 Wochen feststellen kdnnen. [36] Ob ein
Zusammenhang mit der Erndhrung besteht, wurde in beiden Studien nicht
untersucht. Bei unseren frihgeborenen Probanden zeigte sich in der
Standardeiweil3gruppe zunachst ein Anstieg der IGF-II- Konzentration von der
ersten zur zweiten Blutentnahme und dann ein Abfall von der zweiten zur dritten
Blutentnahme. In der Hocheiweil3gruppe stiegen die IGF-II Konzentrationen von

der erste zur zweiten und von der zweiten zur dritten Blutentnahme an. Es
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konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Interventionsgruppen
gefunden werden. Ebenso konnte fir den Anstieg der IGF-lI-Konzentrationen
zwischen erster und zweiter und auch zwischen der ersten und dritten
Blutentnahme kein signifikanter Unterschied gefunden werden. Die
Korrelationsanalyse zwischen den IGF-ll-Konzentrationen an den drei
Beobachtungszeitpunkten und der Proteinzufuhr jeweils finf Tage zuvor hat

keinen Zusammenhang gezeigt.

Die Tatsache, dass IGF-Il hauptséchlich ein Wachstumshormon der fetalen
Phase ist und unter intrauterinen konstanten Bedingungen im Fetus
synthetisiert wird, [47] konnte erklaren warum es durch Erndhrungsregime mit

unterschiedlichen Dosierungen an Proteinen nicht zu beeinflussen ist.

4.1.3 IGFBP-3

Der Einfluss der Proteinzufuhr auf dieses Bindungshormon wurde
beispielsweise durch Socha et al. untersucht. In dieser multizentrischen Studie
mit Uber 1000 termingerecht geboren S&uglingen wurde ebenfalls eine
Hochprotein- (2,9 und 4,4 g Protein/ 100 kcal) und eine Niedrigproteingruppe
(1,7 und 2,2 g Protein/ 100 kcal) verglichen. Zunachst erhielten die Probanden
Neugeborenennahrung und spater Folgemilch. Fur die IGFBP-3-Konzentration
im Alter von 6 Monaten ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen. [39] Mit dem Unterschied, dass in der vorliegenden Protein for
Preemies- Studie deutlich weniger Probanden teilnahmen, diese alle vor der 32.
SSW zur Welt kamen, der Unterschied der Proteindosis geringer war und die
Blutentnahme noch vor dem errechneten Entbindungstermin stattfand, konnten
auch wir keinen signifikanten Unterschied bei der IGFBP-3 Konzentration
zwischen der Hocheiweil3- und der Standardeiweil3gruppe finden. [39] In
unserer Studie stiegen die IGFBP-3 Konzentrationen beider Gruppen von
Blutentnahme zu Blutentnahme an. Auch im Bezug auf den Anstieg der IGFBP-
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3 Konzentration von Blutentnahme zu Blutenthnahme unterschieden sich die

Gruppen nicht signifikant.

Smith et al. untersuchten in einer &lteren Studie aus dem Jahr 1997 die
Eignung unter anderem von IGFBP-3 zum Monitoring einer adaquaten
Ernahrung von Frihgeborenen. Sie konnten einen Zusammenhang zwischen
dem Anstieg der Kalorienzahl und dem Anstieg von IGFBP-3 feststellen, nicht
jedoch eine Verbindung zwischen Proteinzufuhr und IGFBP-3 Konzentration im
Blut der Frihgeborenen. Da die Kinder in der PfP-Studie in beiden
Interventionsgruppen eine ahnliche Energiezufuhr erhielten, ware kein

Unterschied zu erwarten gewesen.

Im Gegensatz zu unseren Ergebnissen und den beschriebenen Studien
konnten Diaz-Gomez et al. eine Korrelation zwischen Kalorien- und
Proteinzufuhr und IGFBP-3- Konzentration im Serum finden. Sie untersuchten
Frihgeborene, die vor der 33. SSW geboren waren, und Friihgeborenen die
zwischen der 33. und 37. SSW geboren waren, aber auch am Termin geborene
Kinder. Im Alter von 1 Woche und 3 Woche postpartal wurde die
Serumkonzentration von IGFBP-3 gemessen, dariber hinaus wurde die
tagliche Energie- und Nahrstoffzufuhr bestimmt. [48] Eine weitere Studie
unterstitzt diese Ergebnisse: auch Engstrom et al. konnten eine Verbindung
zwischen enteraler Proteinzufuhr und IGFBP-3 Konzentration herstellen. [43] In
unserer Studie lasst sich an allen drei Beobachtungszeitpunkten kein
Zusammenhang zwischen der Proteinzufuhr vor der Blutentnahme und dem

Serumspiegel feststellen.

4.1.4 IGFBP-1

Neben IGF-1l gehort auch IGFBP-1 zu den Wachstumsfaktoren der IGF-Achse,
die in der Fachliteratur seltener vertreten sind. Eine Forschungsgruppe aus

Spanien untersuchte IGFBP-1 bei Frihgeboren verglichen mit zeitgerecht
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geborenen Kindern. Bei frihgeborenen Kinder wurden zwei Untergruppen
ausgewertet, die Probanden die nach der 32. SSW zur Welt kamen, hatten
niedrigere IGFBP-1-Spiegel im Blut, als die Kinder die vor der 32. SSW geboren
wurden. Ein Zusammenhang der IGFBP-1 Spiegel mit der Erndhrung oder
genauer der Proteinzufuhr wurde in dieser Studie nicht untersucht. [49] In der
vorliegenden Studie konnte in beiden Gruppen beobachtet werden, dass die
IGFBP-1 Konzentrationen zunachst von der ersten zur zweiten Blutentnahme
abfielen und von der zweiten zur dritten Blutentnahme wieder anstiegen.
Zwischen der Hocheiwei3- und der Standardeiweil3gruppe konnte Kkein
signifikanter Unterschied gefunden werden. Auch fir dieses Bindungsprotein
kann an allen drei Beobachtungszeitpunkten keine Korrelation im Scatterplot
zwischen Proteinzufuhr finf Tage vor der Blutentnahme und der IGFBP-1
Konzentration im Blut gefunden werden. Die Auswirkungen verschiedener
Proteindosen im Rahmen der Ernéhrung von Frihgeborenen auf die IGFBP-1
Konzentration im Blut wurden nach aktuellem Wissen bisher in keiner anderen

Studie untersucht.

4.1.5 Wachstumshormon (GH)

Die GH-Konzentration in der Standardeiweil3gruppe zeigte im Verlauf der ersten
beiden Blutentnahmen zun&chst einen gleichbleibenden Wert, bei der 3.
Blutentnahme fiel die Konzentration ab. In der Hocheiweil3gruppe fiel der GH-
Spiegel von der ersten zur zweiten Blutenthahme ab und stieg bei der dritten

Blutentnahme wieder an.

In einer Studie wurde der Verlauf der GH-Konzentration im Serum von
Frihgeboren gemessen, die klein fur ihr Gestationsalter (SGA) waren und
verglichen mit Kindern die normal (AGA) und grol3 (LGA) fur ihr Gestationsalter
waren. Bei der zuerst genannten Gruppe zeigten sich in der ersten postnatalen
Woche hohere GH-Konzentrationen verglichen mit den anderen Gruppen. Im

Verlauf sank die GH-Konzentration ab, so dass in der dritten und flnften
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postnatalen Woche kein Unterschied mehr zwischen den Gruppen bestand. [50]
In dieser Studie wurde leider nicht der Zusammenhang zwischen Proteinzufuhr
und GH-Konzentration untersucht. In der vorliegenden Studie zeigte sich kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Hocheiwei3- und der
Standardeiweil3gruppe. Auch beziiglich des Anstiegs der GH-Konzentrationen
gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen den Interventionsgruppen.
Fur das Wachstumshormon liel3 sich kein Zusammenhang zwischen der
Proteinzufuhr finf Tage vor der Blutenthnahme und der GH-Konzentration im
Blut der Fruhgeborenen finden. Nur fur den zweiten Blutentnahmezeitpunkt
wurde ein schwacher signifikanter Zusammenhang gezeigt, dieser ist aber ohne
Bedeutung. Eine vergleichbare Studie die ebenfalls die Auswirkungen der
Proteinzufuhr auf die GH-Konzentration im Blut der Frihgeborenen
untersuchte, konnte in der Fachliteratur nicht gefunden werden. In der
vorliegenden Studie wurden die GH-Ausschuttung inhibierende Hormone wie
beispielsweise das im Pankreas gebildete Somatostatin nicht untersucht. Diese
Ergebnisse waren interessant gewesen um die gefundenen Ergebnisse besser
zu interpretieren. Ahnliches betrifft das Releasinghormon Dopamin, welches
zumindest bei Gesunden die GH-Ausschuttung férdert.

4.2 Korrelation zwischen der mittleren Gewichtszunahme und dem

jeweiligen Wachstumsfaktor

AbschlieRend wurde der Zusammenhang zwischen der mittleren
Gewichtszunahme und dem jeweiligen Wachstumsfaktor untersucht. Fir keinen
der untersuchten Wachstumsfaktoren konnte ein Zusammenhang mit der
mittleren Gewichtszunahme gefunden werden. Lediglich far IGF-Il zum
Beobachtungszeitpunkt 3 konnte ein schwacher signifikanter Zusammenhang
gefunden werden, dieser ist aber ohne Bedeutung. Vergleichbare
Untersuchungen findet man vor allem fir IGF-I, alle anderen

Wachstumsfaktoren wurden in bisherigen Studien in Bezug auf ihre Verbindung
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mit der Gewichtszunahme nicht untersucht. Hansen-Pupp et al. haben in einer
prospektiven Studie mit 64 Frihgeborenen gezeigt, dass IGF-I eine positiv
modifizierende Wirkung auf die Gewichtsanderung hatte. Die Blutproben zur
Bestimmung der IGF-I-Spiegel wurden wie auch in der vorliegenden Studie
praprandial gewonnen. Die Probeentnahme erfolgte im Alter von 72 Stunden,
mit 7 Tagen und anschlieRend woéchentlich. Eine Proteinzufuhr von 3,5 g/kg/d
wurde angestrebt. Diese Bedingungen sind mit der Standardeiweil3gruppe in
unserer Studie vergleichbar. Die Nahrstoffzufuhr hatte in dieser Studie einen
positiven Effekt auf das Gewicht. In dieser Studie wurde analog zu IGF-I auch
IGFBP-3 bestimmt, aber leider nicht ausgewertet. [30] Trotz vergleichbarer
Bedingungen unterscheidet sich das Ergebnis beider Untersuchungen. In
unserer Studie konnte weder ein Zusammenhang zwischen der Proteinzufuhr
und den gemessenen IGF-I-Spiegeln gefunden werden, noch konnte in der
Arbeit von Michaela Mathes ein Zusammenhang zwischen der Proteinzufuhr
und der Gewichtszunahme gefunden werden. Engstrom et al. fanden eine
Assoziation zwischen dem Gewicht und dem IGF-I Spiegel und zwischen der
Proteinzufuhr und dem IGF-I Spiegel. Auch in dieser Studie war es das Ziel die
frihgeborenen Kinder mit 3,5 g/kg/d Protein zu ern&hren. Allerdings bildete bei
allen untersuchten Probanden Muttermilch die Grundlage der Ern&hrung,
Frauenmilchanalysen wurden nicht durchgefiihrt, was bedeuten kann, dass die
tatsachliche Proteinzufuhr aufgrund der Variabilitat der Nahrstoffe in der
Muttermilch unbekannt war. Auch in dieser Studie wurde IGFBP-3 untersucht,
allerdings nur in der Verbindung mit dem postmenstruellen Alter. Hier wurde

eine Assoziation beobachtet. [43]

4.3 Prifung der Hypothese B: Vergleich der beiden Hocheiweil3gruppen
(Gruppe 2a/2b)

Vergleicht man die individuell supplementierte Hocheiweil3gruppe mit der

Hocheiweil3gruppe, die das neuartige Frauenmilchsupplement erhielt, in Bezug
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auf die Proteinzufuhr funf Tage vor der Blutentnahme, konnten fuir die erste und
zweite Blutentnahme statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen gefunden werden. Die Proteinzufuhr der Gruppe, die das neue
eiweildreichere Supplement erhielt, war vor allen Blutenthahmen héher als die
Proteinzufuhr der individuell supplementierten Gruppe. Die Proteinzufuhr vor
der dritten Blutentnahme zeigte keine statistisch signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Hocheiwei3gruppen. Die Ursache dafur kénnte in der sehr
kleinen Stichprobe liegen, in der individuell supplementierten Gruppe wurden

zum Zeitpunkt der dritten Blutentnahme nur vier Probanden untersucht.

Fur die untersuchten Wachstumsfaktoren und ihre Bindungsproteine liel3 sich
bei dem Vergleich der beiden Hocheiweil3gruppen kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen feststellen. Dies konnte fiur IGF-I, IGF-II,
IGFBP-1, IGFBP-3 und GH zu allen drei Beobachtungszeitpunkten gezeigt
werden. Hierbei ist zu beachten, dass in beiden Gruppen jeweils nur 15
Probanden zugeteilt waren, von denen vor allem am Beobachtungszeitpunkt
drei, schon einige nach Hause entlassen waren. Das heif3t: auch hier kann die
Ursache daflr, dass kein Unterschied nachweisbar war in der kleinen Anzahl
der ausgewerteten Proben liegen. Allerdings unterschieden sich die
Gruppenmittelwerte kaum, so dass vielleicht auch bei wesentlich hdherer
Fallzahl kein Unterschied nachweisbar gewesen ware. Darlber hinaus war
nach den Ergebnissen aus dem Vergleich der Standardeiweigruppe mit der
Hocheiweil3gruppe, die keine statistisch signifikanten Unterschied zwischen den
Gruppen zeigte auch kein Unterschied zwischen den beiden
Hocheiweil3gruppen zu erwarten, da die Differenz der Proteinzufuhr noch

geringer watr.
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4.4 Zusammenfassende Betrachtung des fehlenden Zusammenhangs

zwischen der Proteinzufuhr und den bestimmten Wachstumsfaktoren

Die Tatsache, dass bei allen bestimmten Wachstumsfaktoren kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen zu finden war, trotz einer im Mittel um 0,6
g/kg/d unterschiedlichen Proteinzufuhr, kénnte dadurch bedingt sein, dass
schon in der Standardeiweil3gruppe ausreichend Protein verabreicht wurde um
eine adaquate Synthese der Wachstumsfaktoren zu gewahrleisten. Eventuell
liegt eine Art Sattigungseffekt vor. Was auch erklaren wirde, dass andere
Studien wie beispielsweise Price et al. bei niedrigeren Proteinzufuhren ein
Zusammenhang zwischen Proteinzufuhr und Wachstumfaktoren finden
konnten. Daruber hinaus handelt es sich bei dem System der Insulin like growth
Faktoren und ihrer Bindungsproteine um ein hochkomplexes System, in dem
viele weitere Faktoren eine wichtige Rolle spielen, die in dieser Studie nicht
untersucht  wurden. Wie  beispielsweise Leptin, das bei der
Korperzusammensetzung aber auch bei der Stimulation der Hormonachse uber
TRH und GnRH eine wichtige Aufgabe Ubernimmt. [36], [40] Andere
Forschungsgruppen, die ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen
Proteinzufuhr und IGF’s finden konnten, vermuten genetische Faktoren, die bei
der Regulation des Systems von Bedeutung sind. [25] Bei der Betrachtung der
Auswirkungen der Proteinzufuhr auf die Wachstumsfaktoren und ihre
Bindungsproteine sowie GH sollte man auch den Proteinmetabolismus der
Frihgeborenen beachten. Die Verarbeitung der zugefuhrten Proteine ist
aufgrund der Unreife vieler Organe nicht mit dem eines am Termin geborenen
Kindes zu vergleichen. Eine Studie zeigte, dass sehr unreife Friihgeborene,
entweder wegen der Unreife oder wegen der Morbiditat, hohe Raten an
Proteinumsatz und Proteinabbau aufweisen. Die hohen Raten an Proteolyse
sind nicht durch den physiologischen Nahrstoffumsatz zu erklaren.
Interventionsstrategien zur Forderung der besseren Proteinverwertung, wie die
Therapie mit Insulin, GH oder Glutamin konnten bisher nicht zu einer erhféhten

Proteinaufnahme oder zu erh6htem Wachstum fuihren. [51]
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Die Auswertung der primaren Fragestellung der vorliegenden Studie hat neben
der Proteinzufuhr auch die Kalorienzufuhr untersucht, hier gab es keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Auswertung
Michaela Mathes). Das bedeutet, die Hocheiweilgruppe hatte nicht mehr
Energie zur Verfigung als die Standardeiwei3gruppe, daher sollte man
bedenken, dass die zusatzliche Zufuhr an Proteinen maoglicherweise uber die
Gluconeogenese als Energietrager genutzt wurde und somit der
Proteinsynthese gar nicht zur Verflgung stand. Beides eine mangelnde
Energiezufuhr im Verhéltnis zur EiweiRzufuhr als auch ein erhdhter
Proteinumsatz konnten den nicht vorhandenen Unterschied uber alle
bestimmten Wachstumsfaktoren hinweg erklaren. Auch kénnte die
Energiezufuhr der relevante Regulator der Wachstumsfaktorensynthese sein.
Um diese Vermutung ausschlieRen zu kdnnen, misste man genau untersuchen
welcher Anteil der verabreichten Proteine tatsachlich fir die Proteinsynthese
zur Verfiigung steht. Die Untersuchung der Aminosaureprofile im Blut wurde im
Rahmen der Studie mittels einer Metabolomanalyse durchgefihrt und wird

aktuell ausgewertet.

Dariber hinaus ist zu bedenken, dass die Ausschittung von
Wachstumshormon und in dessen Folge auch der Wachstumsfaktoren wie
beispielsweise IGF-I, tageszeitabhangig stattfindet. GH bindet dafir an
spezifische Rezeptoren in der Leber oder an Rezeptoren in den Zielorganen
(Knochen-, Knorpel- und Muskelgewebe) selbst und stimuliert die Sekretion von
IGF-I. Da die Blutabnahmen zu verschiedenen Zeitpunkten, immer koordiniert
mit einer Klinisch indizierten Blutentnahme stattgefunden haben, kénnte die
Variabilitdt der individuellen Messwerte erhoht sein und einen tatsachlich
vorhandenen, jedoch kleinen Unterschied zwischen den Gruppen verdeckt

haben.
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4.5 Methodenkritik

4.5.1 Charakteristika der Probanden

Die Charakteristika der Studiengruppen und die Morbiditdt der Probanden
zeigten keinen statistisch  signifikanten  Unterschied zwischen den
Studiengruppen. (Tabelle 7) Die Ahnlichkeit der Gruppe belegt, dass die
randomisierte Zuteilung der Patienten zu den Behandlungsgruppen erfolgreich
zu einer ahnlichen Auspragung relevanter Confounder fuhrte. Allerdings kann
nicht ausgeschlossen werden, dass sich die Gruppen in nicht untersuchten

Parametern trotzdem voreinander unterschieden.

4.5.2 Blutentnahmen

Die Blutenthahmen zur Bestimmung der Wachstumsfaktoren und ihrer
Bindungsproteine erfolgten in beiden Interventionsgruppen in &ahnlichem
postnatalem Alter. Auch fur diesen Parameter, der in friheren Studien einen
erheblichen Einfluss auf die Hohe der Wachstumshormonspiegel hatte [50],
konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen der Standardeiweil3- und

der Hocheiweil3gruppe gefunden werden.

Die Anzahl der gewonnen Blutproben je Studiengruppe unterschied sich nicht
signifikant. Allerdings lagen flr die dritte Blutentnahme deutlich weniger Proben
(25) vor, verglichen mit der ersten (60) und zweiten (50) Blutentnahme. Die
Tatsache, dass es keine Unterschiede zwischen den Gruppen gab belegt
erneute, dass die Ergebnisse nicht durch eine ungleiche Verteilung relevanter
Confounder beeinflusst werden. Allerdings bleibt zu bedenken, dass die Anzahl

der teilnehmenden Probanden und die Zahl der untersuchten Proben eher klein
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waren und dass deshalb sehr kleine Unterschiede zwischen den

Interventionsgruppen eventuell nicht erkannt werden konnten.

4.5.3 Proteinzufuhr jeweils funf Tage vor den einzelnen Blutentnahmen

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigten einen tatsachlichen
Unterschied zwischen den Gruppen in Bezug auf die Proteinzufuhr tber die
gesamte Interventionsdauer von 0,6 g/kg/d, dieses Ergebnis ergab die
Untersuchung der primaren Fragestellung durch Michaela Mathes. Die
tatsachliche Proteinzufuhr, jeweils finf Tage vor der ersten und der zweiten
Blutentnahme unterschied sich ebenfalls statistisch signifikant zwischen der
Hocheiweil3gruppe und der Standardeiweil3gruppe um etwa den gleichen
Betrag. FUr die Eiweil3zufuhr vor der dritten Blutentnahme liel3 sich zwischen
den Gruppen kein statistisch signifikanter Unterschied mehr nachweisen.
Moglicherweise war zu diesem Zeitpunkt die Anzahl der Probanden zu niedrig,
um einen statistisch signifikanten Unterschied zu erkennen, da ein wesentlicher
Teil der Probanden zu diesem Zeitpunkt bereits nach Hause entlassen werden

konnte.

Fur die Berechnung der Proteinzufuhr wurden die Ergebnisse der
Muttermilchanalyse mit den Proteinmengen im jeweiligen Supplement addiert.
Die Muttermilchanalysen wurden allerdings nur zweimal wochentlich
durchgefuhrt, fur die dazwischen liegenden Tage wurden die Werte interpoliert.
Dies birgt eine gewisse Ungenauigkeit in der Berechnung der tatséchlichen
Proteinzufuhr. Eine tagliche Frauenmilchanalyse hatte exaktere Werte
gebracht, wére in der Praxis allerdings schwierig umzusetzen gewesen.
Dartiber hinaus wurden die Proben fir die Muttermilchanalyse aus einer
einzelnen abgepumpten Milchprobe gewonnen und nicht etwa aus der

gepoolten Gesamtmenge eines Tages. Studien haben gezeigt, dass die
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Inhaltsstoffe der Muttermilch auch tageszeitlichen Schwankungen unterworfen
sind. [52]

4.6 Schlussfolgerung

Die in dieser Studie untersuchte héhere Proteinzufuhr, die mittels individueller
Supplementierung durch Frauenmilchanalyse oder durch Supplementierung mit
einem proteinreicheren neuartigen Supplement erreicht wurde, hatte zu keinem
der drei Beobachtungszeitpunkte einen signifikanten Einfluss auf die
Konzentrationen der Wachstumsfaktoren und ihrer Bindungsproteine im Blut
der Frihgeborenen. Es konnte fir alle funf untersuchten Wachstumsfaktoren zu
keinem der drei Zeitpunkte, an denen die Blutentnahmen erfolgten, eine
Korrelation mit der Proteinmenge, die die Probanden in den finf Tagen zuvor
erhielten, gefunden werden. Auch bei dem Vergleich der beiden
Hocheiweil3gruppen untereinander konnten keine statistisch signifikanten
Unterschiede in Bezug auf die funf untersuchten Wachstumsfaktoren im Blut
der Frihgeborenen gefunden werden. Die Proteinzufuhr hat in der vorliegenden
Studie keinen Einfluss auf die Serum-Wachstumsfaktoren und ihre

Bindungsproteine.
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5. Zusammenfassung

5.1 Einleitung

Die Ernahrung von Frihgeborenen hat einen besonders hohen Stellenwert, da
die Folgen einer inadaquaten Nahrstoffzufuhr das Friihgeborene nicht nur in der
postnatalen Phase beeinflussen, sondern sich die Defizite bis in die Kindheit
auswirken. [4] Nicht allein die Menge der Nahrung ist dabei von Bedeutung,
auch die Nahrstoffzusammensetzung ist entscheidend fir ein physiologisches
Wachstum. [6] Insbesondere die Korperzusammensetzung und die
neurologische Entwicklung sind eng mit der Erndhrung verknipft. [53] Einen
hohen Stellenwert in der Frihgeborenenernédhrung nehmen die Proteine ein.
[54] Neben der Nahrstoffzufuhr wird das Wachstum der Frilhgeborenen auch
durch die Wachstumsfaktoren und ihre Bindungsproteine beeinflusst. Diese
Wachstumsfaktoren sind Polypeptide, das heil3t fur ihre Synthese werden
Aminosauren benétigt. Daher stellte sich die Frage: Hat eine hdhere
EiweiBzufuhr einen Einfluss auf Serum-Wachstumsfaktoren und ihre

Bindungsproteine bei unreifen Friihgeborenen?

5.2 Probanden und Methoden

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine prospektive,
monozentrische, randomisiert kontrollierte und partiell verblindete Studie, bei
der eine Standardeiweil3gruppe (3,5- 4 g/kg/d Protein) mit einer
Hocheiweil3gruppe (4,5 g/kg/d Protein) verglichen wurde. Einschlusskriterien
waren die Geburt vor der 32. SSW und eine Geburtsgewicht unter 1500 g. Alle
Frihgeborenen wurden hauptsachlich mit Muttermilch ernahrt. Die
Hocheiweil3gruppe wurde nochmals unterteilt in eine individuell supplementierte
Gruppe und eine Gruppe, die ein neues eiweildreicheres Supplement (1,8 g
Protein/100 ml Muttermilch) erhielt. Wahrend Probanden in der
Standardeiweil3gruppe Muttermilch mit dem Standardsupplement FM 85 (1 ¢
Protein/100 ml Muttermilch) bekamen. Zweimal wo6chentlich wurde eine
Muttermilchanalyse durchgefuhrt. Zu drei Zeitpunkten wahrend des stationaren

Aufenthaltes  wurden Plasmaproben  fur die Bestimmung der
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Wachstumsfaktoren gewonnen. Die Bestimmung von IGF-I, IGF-Il, IGFBP-I,
IGFBP-3 und GH erfolgte mittels Radioimmunassays bzw. ELISAS.

5.3. Ergebnisse

In die Studie wurden 60 Probanden eingeschlossen. Es wurden 139 Blutproben
untersucht. Das mediane Alter der FG lag zum Zeitpunkt der drei
Blutentnahmen bei 15, 35 und 54 Tagen. Zu den drei Zeitpunkten konnte fur
alle bestimmten Wachstumsfaktoren kein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen festgestellt werden, obwohl zumindest vor der ersten und zweiten
Blutentnahme die Proteinzufuhr statistisch signifikant unterschiedlich war. Es
konnte auch kein Zusammenhang zwischen dem jeweiligen Wachstumsfaktor
und der tatsachlichen Proteinzufuhr finf Tage vor der Blutentnahme gefunden
werden. Daruber hinaus konnte auch kein Zusammenhang zwischen der

mittleren Gewichtszunahme und den Wachstumsfaktoren gefunden werden.

5.4 Diskussion

Moglicherweise gibt es in Bezug auf die Proteinzufuhr eine Art Sattigungs-
Effekt, sodass bereits in der Standardeiweil3gruppe ausreichend Proteine
zugefuhrt wurden, um eine adaquate Wachstumsfaktorensynthese zu
gewahrleisten. Viele Faktoren, wie stimulierende und inhibierende
Mechanismen die auf das komplexe System der IGF-Achse einwirken, wurden
nicht untersucht. Dies sollte bei der Bewertung der Ergebnisse berucksichtigt
werden. Besonders in Bezug auf IGF-I und IGFBP-3 haben verschiedene
Studien kontroverse Ergebnisse, bei der Untersuchung des Zusammenhanges

von Proteinzufuhr und Wachstumsfaktoren, erzielt. [25, 39, 43]

5.5 Schlussfolgerung

Die, in dieser Studie untersuchte, héhere Eiweil3zufuhr flhrte nicht zu einem
signifikanten Anstieg der Wachstumsfaktoren im Blut der Friihgeborenen. Es
konnte auch kein Zusammenhang zwischen der Proteinzufuhr vor der

Blutentnahme und dem jeweiligen Serumspiegel festgestellt werden.
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