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1. Einleitung

1.1. Hintergrund und Ziel der Studie
Das 2001 entdeckte Peptidhormon Hepcidin spielt durch die Bereitstellung von

Eisen eine wichtige Rolle in der Regulation des Eisenhaushalts. Mittels einer
nicht-invasiven Bestimmung im Urin kdnnte dieser Parameter langfristig eine
Uberwachung des Eisenstatus bei Friilhgeborenen und somit eine individuali-
sierte Eisensupplementierung zur Pravention der Frihgeborenenanamie er-
maoglichen. Aktuell gibt es in der Literatur jedoch noch keine Daten zu Hepcidin
im Nabelschnurblut bei Neu- und Friihgeborenen verschiedenen Gestationsal-
ters. Das Ziel dieser Studie ist es daher zunachst herauszufinden, ob Friihgebo-
rene bereits Hepcidin produzieren und gestationsaltersspezifische
Referenzwerte zu etablieren. Zuséatzlich sollen Faktoren identifiziert werden, die
die Hepcidinkonzentration im Nabelschnurblut (Hepcg)) von Frih- und Reifge-
borenen potentiell beeinflussen. Das besondere Augenmerk liegt hierbei auf
Faktoren, die den Versorgungszustand des Fetus bereits intrauterin wie auch

peripartal beeinflussen kénnen.

1.2. Der Eisenhaushalt

Eisen ist ein wichtiger Bestandteil von Sauerstoff-transportierenden Proteinen

wie Hamoglobin und Myoglobin sowie von zahlreichen Redox-Enzymen (zu-
sammengefasst von [1]). Der Korper eines durchschnittlichen Erwachsenen be-
inhaltet ca. 2-4 g Eisen (zusammengefasst von [1]). Das im Knochenmark fur
die Erythrozyten-Vorlauferzellen und in anderen Geweben bendtigte Eisen wird
hauptséachlich aus alternden Erythrozyten wiederverwendet (ca. 20-25 mg) (zu-
sammengefasst von [1, 2]). Nur ca. 1-2 mg pro Tag mussen aus der Nahrung
neu aufgenommen werden, um den taglichen Bedarf an Eisen zu decken (zu-
sammengefasst von [1, 2]). Die Eisenaufnahme findet hauptséchlich durch
Enterozyten im proximalen Duodenum statt [3]. Sie muss genau reguliert wer-
den um das Eisengleichgewicht aufrecht zu erhalten, da Menschen tberschus-
siges Eisen nur durch Blutung oder Uber Abschilferung von Mukosa- und
Hautzellen ausscheiden kdnnen (zusammengefasst von [1, 4]). Wenn diese

Regulationsmechanismen nicht funktionieren (z.B. durch einen genetischen De-



fekt) oder Eisen bzw. Erythrozyten parenteral zugefuhrt werden, wird das tber-
schussige Eisen im Gewebe abgelagert und fordert so die Entstehung von reak-
tiven Sauerstoffspezies, welche zu Gewebeschaden und Organversagen flhren
kénnen (zusammengefasst von [1, 2]). Fehlt dem Kérper Eisen, meist verur-
sacht durch einen erhohten Verlust (z.B. durch gastrointestinale Blutungen), ei-
nen vermehrten Verbrauch (z.B. in Wachstumsphasen) oder eine ungentigende
Aufnahme Uber die Nahrung, fuhrt dies im Verlauf zu einer Eisenmangelanamie
(zusammengefasst von [4]).

Die hauptsachlich an der Eisen-Homoostase beteiligten Zellen sind duodenale
Enterozyten, welche das Eisen aus der Nahrung aufnehmen, Hepatozyten, wel-
che den gréf3ten Teil an Eisen in Form von Ferritin speichern, Gewebs-
Makrophagen, welche fur die Wiederverwendung und Speicherung von Eisen
aus alternden Erythrozyten verantwortlich sind und plazentare Zellen des
Syncytiotrophoblasten, welche fur den Transport von maternalem Eisen zum
Fetus verantwortlich sind (zusammengefasst von [1, 4]). Diese verschiedenen
Zelltypen nutzen unterschiedliche Wege, um das Eisen aufzunehmen (siehe
Abb. 2).

Die duodenalen Enterozyten nehmen das Eisen in der zweiwertigen Form Pro-
tonen-gebunden Uber eine Kombination aus der Eisen(Fe)-lllI-Reduktase (duo-
denales Cytochrom B, Dcytb) und dem ,divalent metal transporter 1“ (DMT-1)
auf (siehe Abb. 1) [3, 5, 6]. Hierbei ist die Fe-lll-Reduktase fiir die Uberfiihrung
des Eisens von der dreiwertigen in die zweiwertige Form verantwortlich, in wel-

cher der DMT-1 es anschlie3end in die Zelle transportieren kann [3, 5, 6].
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Abb. 1: Die Eisenaufnahme in einem duodenalen Enterozyt

Das mit der Nahrung in das Duodenum gelangte Eisen (Fe) ist 3-fach positiv (Fe3+) geladen. Um in den
Enterozyten aufgenommen zu werden, muss es mittels Fe-lll-Reduktase in die zweiwertige Form (Fe2+)
Uberfihrt werden. Nun kann es mit Hilfe des ,divalent metal transporter 1“ (DMT-1) durch einen Co-
Transport mit Wasserstoff-lonen (H") in den Enterozyten importiert werden. Aus der Zelle ins Plasma ge-
langt das Eisen mit Hilfe des einzigen bekannten zelluldaren Eisenexporters Ferroportin (Fpn). Im Plasma
wird Eisen an Transferrin gebunden transportiert. Um dies zu erméglichen muss es jedoch wieder in die
dreiwertige Form mit Hilfe der Ferroxidase Hephaestin tiberfuihrt werden. Orientiert an Collard et al. (2009)
(zusammengefasst von [7]).

Die Makrophagen gelangen indirekt an das Eisen, indem sie alternde Erythrozy-
ten phagozytieren, lysieren und das Eisen aus deren Hamoglobin gewinnen [8].
Normalerweise zirkuliert extrazellulares Eisen im Plasma an Transferrin gebun-
den und ist in dieser Form nicht reaktiv (zusammengefasst von [2]). Hepatozy-
ten, Plazentazellen und die meisten anderen Zellen erhalten das Eisen
Transferrin-gebunden Uber Transferrinrezeptoren (TfR) [9, 10]. Um an Transfer-
rin gebunden zu werden, muss das Eisen in die dreiwertige Form mittels einer
Ferroxidase, welche an Ferroportin (Fpn) gebunden ist, tberfihrt werden (siehe
Abb. 1) [11-14]. In duodenalen Zellen ist dies Hephaestin und in nicht intestina-
len Zellen Ceruloplasmin [11, 12]. Ferroportin ist der einzige bekannte zellulare
Eisenexporter, Gber ihn geben die verschiedenen Zelltypen das Eisen in das
Plasma ab [11, 15-17]. Ist dieser Eisenexporter in grof3er Zahl vorhanden, kann



viel Eisen aus der Nahrung aufgenommen werden, da es direkt weiter ins
Plasma transportiert wird [17]. Bei einer geringeren Ferroportinkonzentration an
der basolateralen Membran der Enterozyten wird dagegen weniger Eisen tber

den Darm aufgenommen [17].

Duodenum Nahrung
Fe-ll-
DMT-1 |, Reduktase
Transferrin-
Rezeptor Hepatozyten/ Phagozytose
——3 Plazentazellen/ Enterozyten Makrophagen

andere Zellen

Ferroportin

alternde
@ Transferrin Erythrozyten

Abb. 2: Ubersicht iber Eisenaufnahme und -Abgabe verschiedener Zellen

Ein Teil des bendtigten Eisens (Fe) gelangt Giber die Nahrung in das Duodenum. Dort wird es mit Hilfe der
Fe-lll-Reduktase und des ,divalent metal transporter 1“ (DMT-1) in den Enterozyten aufgenommen. Von
hier gelangt es Uber Ferroportin in das Blutplasma. Auch Makrophagen geben ihr gewonnenes Eisen tber
Ferroportin an das Plasma ab. Sie erhalten das Eisen Uber Phagozytose und Abbau von alternden Eryth-
rozyten. Im Blut wird Eisen an Transferrin gebunden transportiert. Uber Transferrin-Rezeptoren wird es
z.B. in Hepatozyten oder Plazentazellen aufgenommen und gespeichert. Bei Bedarf wird das Eisen eben-
falls iber Ferroportin an das Plasma abgegeben.

Plasma Blut

1.3. Eisenhaushalt bei Friih- und Reifgeborenen
1.3.1. Blutbildung

In den ersten Monaten der Fetalperiode findet die Blutbildung noch nicht im

Knochenmark, sondern hauptsachlich in der Leber statt [18]. Erst ab ca. der 20.
Schwangerschaftswoche (SSW) beginnt die Blutbildung im Knochenmark, wel-
ches ab dem letzten Trimenon zum Hauptbildungsort wird [18]. In der fetalen
Leber wird vor allem fetales Hamoglobin (HbF) gebildet, welches aus 2 a- und 2



y-Ketten besteht [18]. Neugeborene (NG) weisen noch 60-90% fetales Hamo-
globin auf [18]. Das restliche Hamoglobin besteht aus adultem Hamoglobin
(HbA), welches meistens aus 2 a- und 2 B-Ketten besteht (HbA;) [18, 19].

1.3.2. Neonatale Eisenaufnahme

Intrauterin erfolgt der transplazentare Eisentransfer von der Mutter auf das Kind
besonders im letzten Trimenon der Schwangerschaft [9, 20]. Dies ist wichtig, da
Kinder anfangs noch nicht in der Lage sind geniigend Eisen aus der Nahrung
aufzunehmen, da Muttermilch nur sehr wenig Eisen enthalt [21]. In den ersten
Lebenswochen werden die zahlreichen alternden Erythrozyten abgebaut und
das daraus gewonnene Eisen gespeichert, woraus anfanglich ein grof3er Eisen-
speicher entsteht, der den postnatalen Bedarf decken kann [22].

Leong et al. zeigten 2003 in einer Tierstudie, dass neugeborene Ratten anfangs
eine geringe Menge an DMT-1 und Ferroportin vorweisen und die Expression
dieser beiden Transporter unabhéngig vom Eisenbedarf wie auch von der Ei-
senzufuhr ist [23]. Im Laufe der ersten Lebenswochen andert sich allerdings die
Expression von DMT-1 und Ferroportin abhé&ngig vom Eisenbedarf [23]. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass neugeborene Ratten anfangs nicht nur ein
geringes Angebot an Eisen durch die Muttermilch bekommen, sondern auch
noch nicht in der Lage sind viel Eisen Gber den Darm aufzunehmen. Dies an-

dert sich jedoch in den ersten Lebenswochen.

1.3.3. Einflussfaktoren auf die fetalen Eisenspeicher

Es gibt viele Faktoren, die den Eisenhaushalt eines Neugeborenen beeinflus-

sen.

Den gro3ten Einfluss auf den Eisenspeicher hat der Geburtszeitpunkt. Da nor-
malerweise das meiste Eisen im letzten Trimenon von der Mutter auf das Kind
Ubergeht, wird dieser Transfer durch die Friihgeburtlichkeit unterbrochen [9,

20]. Je friher das Kind zur Welt kommt, desto kleiner ist der Eisenspeicher [24].

Ein weiterer nicht zu vernachlassigender Einflussfaktor ist das Geburtsgewicht.

Neugeborene, die mit einem Geburtsgewicht kleiner der dritten Perzentile gebo-



ren werden, bezeichnet man als hypotroph. Die Hypotrophie eines Fetus ent-
steht in erster Linie durch eine unzureichende Versorgung tber die Plazenta,
zum Beispiel im Rahmen einer chronischen Plazentainsuffizienz [25]. Hypotro-
phe Feten haben aufgrund einer schlechteren plazentaren Versorgung nicht nur
ein geringes Geburtsgewicht, sondern auch kleinere Eisenspeicher als eutrophe
Feten [26-28].

Auch Kinder diabetischer Mitter haben geringere Eisenspeicher [26, 29]. Als
Ursache hierfur sind mehrere Dinge zu nennen. Unkontrollierter maternale Hy-
perglykamien kdnnen intrauterin zu einer vermehrten Adipogenese des Fetus
und somit zu einer Makrosomie fuhren [30, 31]. Das vermehrte Wachstum geht
wiederum mit einem erh6hten Bedarf an Eisen einher. Zusétzlich haben Miuitter
mit schlecht eingestelltem Diabetes aufgrund von Glykogenablagerungen in den
GefalRen meist eine Plazentainsuffizienz, die zu einer chronischen Hypoxie des
Feten fuhren kann [30, 32]. Um den Sauerstoffbedarf zu decken, steigt die feta-
le Erythropoetinproduktion und somit die Erythropoese und bei einer gesteiger-
ten Blutbildung wird auch vermehrt Eisen bendtigt [29, 33]. Dieser Bedarf kann
jedoch von der Plazenta nicht gedeckt werden, weshalb der Korper auf das ge-
speicherte Eisen zurlckgreift [29]. Dies fuhrt wiederum zu geringeren Eisen-

speichern bei Neugeborenen diabetischer Mutter [29].

1.3.4. Folgen eines Ungleichgewichts im Eisenhaushalt

Aufgrund des schnellen Wachstums und der Differenzierung wird vor allem in
der spaten Fetal- und frihen Neonatalperiode viel Eisen benétigt (zusammen-
gefasst von [7]). Ist in dieser Zeit das Eisengleichgewicht gestort, kann dies zu
einer Entwicklungsstérung fuhren, denn besonders das Nervensystem scheint
empfindlich auf Eisenmangel oder -Uberschuss zu reagieren [34, 35]. Lozoff et
al. konnte zeigen, dass Kinder, die schon im Sauglingsalter an einem Eisen-
mangel leiden, eine schlechtere geistige und motorische Entwicklung aufweisen
und dass sich dieser Entwicklungsruickschritt, trotz Therapie des Eisenmangels,
noch mit 5 Jahren nachweisen lasst [36, 37].



Eine frihe Eisensupplementierung von Friihgeborenen scheint keinen negati-
ven, sondern einen positiven Effekt auf das spatere neurologische Outcome zu
haben [38].

Nicht nur ein Eisenmangel, sondern auch ein Eisentberschuss kann Probleme
fur das sich entwickelnde Gehirn darstellen. Im Mausmodell konnte gezeigt
werden, dass ein Eisentberschuss durch Anhaufung in den Basalganglien zu
motorischen, Parkinson-ahnlichen Auffalligkeiten fihren kann [34].

Dies lasst darauf schliel3en, dass ein ausgeglichener Eisenhaushalt in den ers-
ten Lebensmonaten vor allem bei Friihgeborenen von grol3er Bedeutung ist.
Um dies zu gewahrleisten ist es wichtig, mehr Erkenntnisse tber den Eisen-

haushalt bei Frih- und Reifgeborenen zu gewinnen.

1.3.5. Frihgeborenenanamie und Pravention

Frihgeborene haben im Vergleich zu Reifgeborenen aufgrund geringeren Ei-
senspeichern bei Geburt, schnellerem postnatalen Wachstum und zusatzlichem
iatrogenen Blutverlust ein deutlich erhféhtes Risiko eine Eisenmangelanamie zu
entwickeln [24, 27, 28, 39].

Um einer Friihgeborenenanamie vorzubeugen und eventuell auch langerfristige
Konsequenzen auf die neurologische Entwicklung zu verhindern sollten alle
Frihgeborenen eine friihe enterale Eisensupplementierung erhalten [38, 40].
Aktuell werden 2-4 mg/kg Korpergewicht empfohlen [24, 41]. Da der Eisenbe-
darf, der Eisenverlust wie auch die enterale Eisenaufnahme aus dem Darm bei
Frihgeborenen individuell sehr verschieden sind, ware es sinnvoll, den indivi-
duellen Eisenstatus zu bestimmen und anhand dessen eine Eisensupplemen-
tierung vorzunehmen. Aktuell fihrt allerdings die Bestimmung der bisher
verwendeten Eisenstatusparameter wie z.B. Ferritin und Transferrinsattigung
aufgrund der Blutentnahmen zu einem zusatzlichen Eisenverlust, was wiede-
rum eine Anamie begunstigt. Eine Alternative hierzu stellt Hepcidin dar, ein
recht neuer Eisenstoffwechselparameter, der nicht-invasiv im Urin bestimmt

werden kann [42].



1.4. Hepcidin
Das 25 Aminosauren (AS) lange Peptidhormon Hepcidin wurde 2000 erstmals

im Blut und 2001 erstmals im Urin nachgewiesen [42, 43]. Es wird in der Leber
produziert, hat eine antimikrobielle Wirkung und ist der wichtigste Regulator fur
die Eisen-Homoostase [1, 43]. Park et al. setzten 2001 den Namen Hepcidin
aus seinen bis dahin bekannten Eigenschaften ,hepatic” und ,antibactericidal®
zusammen [42]. Weitere Untersuchungen an Mausmodellen zeigten jedoch,
dass die antimikrobielle Funktion in vivo vernachlassigbar klein ist
(zusammengefasst von [44]). Wahrend im Blut vor allem die Vorstufen sowie
das bioaktive 25-AS lange Hepcidin vorkommen, konnten im Urin auch kirzere
Formen (20- und 22-AS Hepcidin), nachgewiesen werden [42]. Diese haben ei-
ne geringere Aktivitdt bezogen auf die Regulation des Eisenhaushalts und sind
am N-terminalen Ende gekdrzt, was darauf schlie3en lasst, dass dieses Ende
einen bedeutenden Einfluss auf die Eisenregulation hat und vermutlich die Bin-

dungsstelle an Ferroportin darstellt [45].

1.4.1. Struktur und Stoffwechsel von Hepcidin

Auf Chromosom 19 des menschlichen Genoms befindet sich das Hepcidin-Gen
[42]. Es besteht aus drei Exons und zwel Introns [42]. Das Hepcidinmolekiil,
welches dem dritten Exon entspricht, besteht aus 25 AS, darunter acht Cystein-
Molekiile, die untereinander vier Disulfidbriicken bilden [42]. Diese Disulfidbri-
cken fuhren zu einer Schlaufenbildung in der Mitte des Peptids und zu einer an-
tiparallelen B-Faltblattstruktur mit einer konvexen und konkaven Oberflache auf
jeder Seite [42, 46]. Wahrend die konvexe Seite einen hydrophoben Charakter
aufweist, ist die konkave Seite hydrophil [46]. Diese Eigenschaften machen das
Peptid ambiphil, typisch fur antimikrobielle und fungizide Molekule [46]. Im neut-
ralen Milieu ist es dreifach positiv geladen [42].

Hepcidin wird hauptsachlich in der Leber, in geringen Mengen aber auch in an-
deren Geweben wie Makrophagen, Adipozyten oder im Gehirn gebildet [47].
Das aus den drei Exons des Gens entstehende Pr&-Pro-Hepcidin ist 84 AS lang

und beinhaltet eine N-terminale 24-AS lange Signalsequenz fur das endoplas-



matische Retikulum (zusammengefasst von [44]). Dort entsteht nach Abspal-
tung dieser Sequenz das Pro-Hepcidin, welches 60 AS lang ist (zusammenge-
fasst von [44]). Dieses Propeptid enthalt wiederum eine Spaltflache fir Furin
und einige andere Proprotein-Convertasen der Furin-Familie [48]. Die Spaltung
erfolgt im Golgi-Apparat und es entsteht dabei das endgiltige 25-AS lange Pep-
tidhormon Hepcidin (zusammengefasst von [44]).

Die Ausscheidung von Hepcidin erfolgt Gber die Niere [49]. 2008 konnten Ganz
et al. und 2012 Muller et al. zeigen, dass eine Korrelation zwischen Serum-
Hepcidin und Hepcidin im Urin erkennbar ist [49, 50].

Die Ergebnisse einer Pilot-Studie deuten darauf hin, dass Hepcidin glomerulér
filtriert und im proximalen Tubulus durch Megalin-vermittelte Endozytose resor-
biert wird [51]. Diese Ergebnisse konnten bisher allerdings noch nicht histopa-

thologisch bestétigt werden.

1.4.2. Wirkung von Hepcidin auf den Eisenhaushalt

Hepcidin kontrolliert die Eisenkonzentration im Plasma und die Eisenverteilung
iIm Gewebe, indem es an Ferroportin, den einzigen bekannten zellularen Eisen-
transporter, bindet. Dadurch wird Ferroportin in Lysosomen abgebaut und steht
somit fur die Eisenausschleusung aus der Zelle nicht mehr zur Verfigung [52].
Wird Hepcidin Gberexprimiert, wird weniger Eisen aus der Zelle ausgeschleust,
was zu einem Mangel an Eisen und im Verlauf zu einer Eisenmangel-Anamie
fuhrt (zusammengefasst von [44]).

Im Gegensatz dazu fuhrt ein Hepcidin-Mangel zu einer erhdhten Eisenkonzent-
ration im Plasma und somit zu Eisenablagerungen in der Leber und anderen
Geweben (zusammengefasst von [44]). Der Mangel an Hepcidin scheint daher
auch die Ursache fir einige Formen der Hamochromatose (HFE Hamochroma-
tose, Juvenile Himochromatose) zu sein [49, 53]. Dementsprechend wurden
Mutationen im Hepcidin-Gen bei Patienten mit juveniler Hadmochromatose ge-
funden [54].



1.4.3. Regulation von Hepcidin

Anamie, Hypoxie, Erythropoese, Entziindung und die Serum-Fe-Konzentration
haben einen Einfluss auf die Hepcidin-Expression, wie verschiedene Studien im
Mausmodell zeigen konnten [47, 55, 56] (siehe Abb. 3). Bei hoher Eisenbela-
dung sowie bei Infektion und Inflammation wird die Synthese von Hepcidin er-
hoht [49].

Induziert wird die Hepcidin-Expression im Falle einer Entziindung durch den
STAT3-Signalweg [56]. Das bei einer Infektion ausgeschiittete IL-6 fuhrt in den
Hepatozyten zur Phosphorylierung von STAT3, welches anschliel3end an eine
Regulationseinheit im Bereich des Hepcidin-Promotors binden und diesen akti-
vieren kann [56]. Dies ist besonders bei Infektionen und chronisch entzindli-
chen Erkrankungen von Bedeutung, da hierdurch die Konzentration des Eisens
im Serum erniedrigt wird, was zu einer Anamie chronischer Erkrankungen fih-
ren kann [49]. Diese Reaktion ist vermutlich ein Verteidigungsmechanismus des
Kdrpers, da somit die Verfugbarkeit von Eisen fir die eindringenden Mikroorga-
nismen gesenkt wird [57]. Der zellulare Eisenmangel stoppt das Bakterien-

wachstum und kann zum Zelltod fuhren [2, 57].

Im Falle der Hepcidin-Regulation durch Eisen gelingt dies tber die Eisen-
bedingte Aktivierung von SMAD 4, welches wiederum die Hepcidin-Expression
aktiviert [56]. Durch diese Aktivierung wird die weitere Abgabe von Eisen an das

Plasma verhindert und somit das Fortschreiten der Eisentberladung verhindert.

Bei einer Anamie und Hypoxie wird die Hepcidinsynthese reduziert und ver-
mehrt Eisen Uber Ferroportin an das Plasma abgegeben [55]. Dieses erhdhte
Angebot an Eisen wird fur die gesteigerte Erythropoese unter Andmie- wie auch
Hypoxiebedingungen bendtigt. Dies ist wichtig um mehr Sauerstoff aufnehmen
und transportieren zu kénnen. Fur die Regulation der Hepcidinsynthese schei-
nen in diesem Zusammenhang die Faktoren Hypoxie-induzierter Transkriptions-
faktor (HIF) und Erythropoetin (EPO) wichtig zu sein [58, 59]. Eine Hypoxie-
induzierter Transkriptionsfaktor-vermittelte Unterdrtickung der Hepcidinsynthese

bendtigt eine Erythropoetininduktion, welche wiederum assoziiert ist mit einer
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erhohten erythropoetischen Aktivitat [58, 59]. Der genaue Mechanismus ist je-
doch noch nicht abschlielRend geklart.

Animie

Infektion/
Entziindung

Hohe Niedrige
Konzentration Konzentration

Serum-Fe-
onzentration

Abb. 3: Regulation von Hepcidin

Es gibt verschiedene Faktoren, die die Konzentration von Hepcidin beeinflussen. Anamie, Hypoxie und ei-
ne niedrige Serum-Eisen(Fe)-Konzentration hemmen die Hepcidinsynthese, somit kann mehr Eisen auf-
genommen werden. Eine hohe Serum-Fe-Konzentration wiederum fuhrt zu einer erniedrigten
Hepcidinkonzentration, um eine weitere Eisenaufnahme zu verhindern. AulRerdem wird die Hepcidin-
Expression und somit die Eisenaufnahme durch eine Infektion vermindert. Dies lauft Interleukin-6 (IL-6)
vermittelt ab.

Orientiert an Huang et al. (2009) [56]

1.4.4. Fetales Hepcidin reguliert den plazentaren Eisentransfer

Wie Donovan et al. (2005) am Mausmodell zeigen konnten, scheint Ferroportin
bereits intrauterin Eisen aus der Zelle auszuschleusen [17]. Die Inaktivierung
von Ferroportin in Mausembryonen flhrte zu einer Eisenablagerung in Entero-
zyten, Makrophagen und Hepatozyten und zum Tod der Embryonen [17].
Bastin et al. (2006) konnten in einer Untersuchung von menschlichen Plazenten

Ferroportin lokalisieren [60]. Wahrend sich der Transferrinrezeptor an der apika-
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len Seite der Zellen des Synzytiotrophoblasten befindet und somit dem mdutterli-
chen Kreislauf zugewandt ist, sitzt Ferroportin an der basolateralen, fetalen Sei-
te [60]. Dies lasst darauf schlie3en, dass das Eisen tGber den maternalen
Kreislauf zur Plazenta gelangt, dort Gber den Transferrinrezeptor aufgenommen
wird und Uber Ferroportin in den fetalen Kreislauf abgegeben wird [60]. Auch
Hepcidin konnte in diesem Zusammenhang an der basolateralen Seite, immer
co-lokalisiert zu Ferroportin, nachgewiesen werden [60].

In einer Studie von Rehu et al. (2010) wurde der Zusammenhang des fetalen
und maternalen Eisenhaushalts mit der Hepcidinkonzentration in mutterlichem-
und Nabelschnurblut untersucht [61].

Die Ergebnisse dieser beiden Studie lassen vermuten, dass der Eisentransfer
von Mutter zu Kind Uber die Plazenta durch das fetale Hepcidin reguliert wird

[61]. Dies konnte bisher jedoch noch nicht abschlieRend bewiesen werden.

1.4.5. Hepcidin bei Frih- und Reifgeborenen

Erste Daten aus unserer Arbeitsgruppe weisen darauf hin, dass Hepcidin auch
bei Frihgeborenen den Eisenstoffwechsel regulieren kbnnte und mit etablierten
Parametern zur Evaluierung des Eisenstoffwechsels wie z.B. Ferritin korreliert
[50]. Daher stellt sich die Frage, ob diese Regulation bereits intrauterin stattfin-
det und ob die fetale Hepcidinkonzentration abhangig vom Gestationsalter und
anderen intrauterinen wie auch peripartalen Faktoren ist, wie es zumindest auf
mdtterlicher Seite zu sein scheint [61]. Da es hierzu aktuell keine Daten gibt,
war das Ziel dieser Studie die Nabelschnurkonzentration von Hepcidin bei Frih-

und Reifgeborenen verschiedenen Gestationsalters zu bestimmen.
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2. Methoden

2.1. Studiengenehmigung durch die Ethikkommission

Am 25. Oktober 2011 wurde das Studienprotokoll durch die Ethikkommission
der Universitat Tubingen genehmigt. (Projekt-Nummer: 486/2011B01)

Voraussetzung fur die Studienteilnahme war das Vorliegen einer schriftlichen

Einwilligungserklarung der Eltern.

2.2. Studienfinanzierung

Der AKF-Antrag (Férderprogramm der Medizinischen Fakultat Tubingen zur
Angewandten Klinischen Forschung) wurde am 21.03.2012 tber eine Laufzeit

von einem Jahr genehmigt. (Antrags-Nr. 283-0-0)

2.3. Studiendesign

Bei der vorliegenden Pilot-Studie handelte es sich um eine prospektive Be-

obachtungsstudie tber die Dauer von 1,5 Jahren.

2.4. Studienpopulation

Willktrlich wurde vor Studienbeginn beschlossen, dass insgesamt wenn mog-
lich Nabelschnurblut von der unten aufgefihrten Studienpopulation untersucht
werden sollte:
80 Reifgeborene (RG):
e 20 eutrophe RG
(alle der folgenden Kriterien sollten erfillt sein: 10. - 90. Perzentile, Nabelar-
terien-pH (NA-pH) > 7,3, Interleukin 6 (IL-6) < 25 pg/ml, C-reaktives Protein
(CRP) < 0,5 mg/dl, keine anamnestischer Hinweis auf ein Amnioninfekti-
onssyndrom (AIS), kein (Gestations-)Diabetes)
- 10 RG, die durch einen primaren Kaiserschnitt zur Welt gekommen sind
» 5RG ausder 37 0/7 -39 0/7 SSW
» 5 RG aus der 40 0/7 - 42 0/7 SSW
- 10 RG, die spontan, vaginal entbunden wurden
» 5RG ausder 37 0/7 -39 0/7 SSW
» 5RG ausder 40 0/7 - 42 0/7 SSW
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» 20 hypotrophe RG (< 3. Perzentile)
- 10 hypotrophe RG, die durch einen priméren Kaiserschnitt zur Welt
gekommen sind

» 5RG ausder 37 0/7 -39 0/7 SSW
= 5RG ausder 40 0/7 - 42 0/7 SSW

- 10 hypotrophe RG, die spontan, vaginal entbunden wurden
» 5 RG aus der 37 0/7 - 39 0/7 SSW
» 5RG ausder 40 0/7 - 42 0/7 SSW

10 eutrophe RG mit einer systemischen Entziindungsreaktion
(IL-6 > 100 pg/ml oder CRP > 1 mg/dl)
10 eutrophe RG mit Hinweis auf AIS der Mutter

(Leukozyten > 15000/pl oder CRP > 1 mg/dl und mindestens einem Klini-
schen Zeichen (Temperatur > 38°C, fotides Fruchtwasser, CTG > 160/min,
vorzeitiger Blasensprung (VBS) > 18h))

10 eutrophe RG mit Gestationsdiabetes mellitus der Mutter
10 eutrophe RG mit perinataler Azidose (NA-pH < 7,15)

80 Fruhgeborene (FG):

* 20 FG aus der 23 0/7 - 26 0/7 SSW
* 20 FG aus der 27 0/7 - 30 0/7 SSW
* 20 FG ausder 310/7-330/7 SSW
* 20 FG aus der 34 0/7 - 36 0/7 SSW

2.5. Einschlusskriterien

Fir die Studienteilnehmer galten folgende Einschlusskriterien:
* Frih- und Reifgeborene aus 23+0/7 bis 42+0/7 Schwangerschaftswochen,
die in der Universitatsklinik Tibingen geboren wurden

» Vorliegendes schriftliches Einverstandnis der Eltern

2.6. Ausschlusskriterien

Es galten folgende Ausschlusskriterien fur die Studienteilnehmer:

* angeborene Fehlbildungen oder syndromale Erkrankungen
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* Fehlendes Einverstandnis der Eltern

2.7. Fallzahl / Poweranalyse

Uber die Nabelschnur-Hepcidin-Konzentration bei Frilhgeborenen gab es keine
Daten, an denen sich eine Poweranalyse hatte orientieren kbnnen. Es war je-
doch bekannt, dass innerhalb eines Jahres in der Universitats-Frauenklinik Tu-
bingen ca. 2700 Frih- und Reifgeborene zur Welt kommen, sodass davon
auszugehen war, dass die gewtinschte Patientenzahl von 80 Reifgeborene mit
den oben genannten Risikokonstellationen, wie auch 80 Frihgeborene ver-
schiedenen Gestationsalters innerhalb von 1-2 Jahren erreicht werden konnte.
Pro Fragestellung bzw. Variablen sollten wenn mdglich jeweils mindestens 20
Nabelschnurproben untersucht werden. Bei diesem Stichprobenumfang lasst
sich eine Differenz im Mittelwert von etwa einer Standardabweichung mit einer

Power von 90% nachweisen.

2.8. Rekrutierung
In der Universitats-Frauenklinik war es zum Zeitpunkt der Untersuchung etab-

lierte Praxis, die Frauen im Kreissaal pranatal mindlich sowie schriftlich Gber
eine Reihe von Studien, die Nabelschnurblut als Untersuchungsmaterial bendti-
gen, durch den Kreif3saalarzt aufzuklaren. Bei vorliegendem Einverstandnis der
Mutter wurde das Blut postnatal durch die Hebamme aus der Nabelschnur ent-
nommen und durch die medizinische Doktorandin asserviert und weiterverarbei-
tet. Die Einverstandniserklarung aus der Akte der Mutter wurde kopiert und
zusammen mit den erhobenen Daten in einem Ordner im Biro des Versuchslei-

ters aufbewabhrt.

2.9. Datenerfassung der Studienteilnehmer

Um den Datenschutz zu gewéahrleisten wurde jedes Frih- und Reifgeborene mit
Hilfe einer Studiennummer pseudonymisiert. In einem Erhebungsbogen wurden
folgende Daten erfasst:

¢ Kklinische Daten
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- Geburtsgewicht mit der dazugehorigen Perzentile und dem Standard
Deviation Score (SDS)

- Gestationsalter

- Nabelschnurarterien-pH (NA-pH)

- Zeit zwischen Blasensprung und Geburt

- Geburtsmodus

- Nachweis eines Gestationsdiabetes mellitus bei der Mutter

- Nachweis von Gruppe B-Streptokokken im Vaginalabstrich der Mutter

- Anamnestische Faktoren, die auf ein AIS hinweisen kdnnten

- Gewicht, GroRe, Temperatur, CRP und Leukozyten der Mutter

- Zeit zwischen Blutgewinnung und Verarbeitung

Um das Geburtsgewicht und damit die intrauterine Versorgung der Probanden
unabhangig vom Gestationsalter bei Geburt als in der Regel normal verteilten
Parameter darstellen und vergleichen zu kdnnen wurde der Z-Score oder Stan-
dard Deviation Score (SDS) des Gewichts bei Geburt mit Hilfe des Microsoft
Excel Add-ins LMSgrowth (version 2.14; www.healthforallchildren.co.uk) er-
rechnet. Die Berechnung basiert auf der britischen Referenzpopulation von
1990, die anhand der Methode ,maximum penalized likelihood* adaptiert wurde.
[62, 63]

* Laborwerte im Nabelschnurblut

- Blutbild mit Hamoglobin (Hb) und Hamatokrit (Hkt)

- Erythrozytenindices: mittleres korpuskulares Volumen (MCV), mittlerer
korpuskularer Hamoglobingehalt (MCH), mittlere korpuskulare Hamo-
globin-Konzentration (MCHC), Erythrozytenzahl

- Retikulozyten

- Retikulozyten-Hamoglobin

- CRP

- Interleukin 6 (IL-6)

- Ferritin

- Hepcidin
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2.10. Studienablauf und Untersuchungsmethoden

2.10.1. Studienbedingte Untersuchungen

Zusatzliche klinische Untersuchungen des Kindes waren nicht erforderlich. Aus
der Patientenakte der Mutter und des Kindes wurden klinische Daten, wie z.B.
ein vorzeitiger Blasensprung (>18h) sowie mutterliche oder kindliche erhdhte In-
fektparameter (IL-6 und/oder CRP), die einen anamnestische Hinweise auf ein
AIS und eine neonatale Inflammationsreaktion geben kénnten, erfasst. Die Stu-
dienteilnahme hatte weder auf die Mutter noch auf das Kind Auswirkungen, da

das Nabelschnurblut andernfalls mit der Plazenta verworfen worden wére.

2.10.2. Studienbedingte Untersuchungen von Blut

Unmittelbar nach dem Abnabeln wurde aus der Nabelvene und/oder der Nabel-
arterie der Plazenta Nabelschnurblut entnommen und in einem EDTA-RG6hrchen
aufbewahrt. Das Abnabeln erfolgte zum Zeitpunkt der Untersuchung bei Frih-
geborenen < 32. SSW verzogert, das heil3t das entwickelte Kind wurde ca. 45
Sekunden unter das Plazentaniveau gehalten und erst dann wurde die Nabel-
schnur abgeklemmit.

Das EDTA-BIut wurde so schnell wie méglich, jedoch nach einer maximalen
Aufbewahrungszeit von 24h bei 4°C im Kihlschrank, folgendermal3en weiter-
verarbeitet und untersucht (siehe Abb. 4):

Mindestens 0,3 ml EDTA-BIut wurde zur Bestimmung von Blutbild, Erythrozy-
tenindices, Retikulozyten und Retikulozyten-Hamoglobin vom h&matologischen
Labor der Universitats-Kinderklinik Ttbingen innerhalb der ersten 16 Stunden
postnatal untersucht. Dazu wurde das Gerat ADVIA 120 (Siemens, Minchen,
Deutschland) verwendet. Da bei Friihgeborenen in der Regel nur wenig Nabel-
schnurblut zu gewinnen ist, wurde auf die Bestimmung des Retikulozyten-
Hamoglobins verzichtet und die Bestimmung des Blutbilds, der Erythrozytenin-
dices und der Retikulozyten erfolgte im Rahmen der klinischen Routine durch
das Zentrallabor des Universitatsklinikums Tdbingen mittels Sysmex XE-2100
(Sysmex GmbH, Norderstedt, Deutschland). Auf Grund eines Geratedefektes
wurde im Dezember 2012 der alte Sysmex XE-2100 durch einen neuen ersetzt.

Es handelte sich dabei um dasselbe Modell mit den exakt gleichen Referenz-
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werten und internen Kalibrationskurven. Daher kann man davon ausgehen,
dass die gemessenen Werte in ihren absoluten Zahlen genauso im alten Geréat
bestimmt worden waren. Das neue Gerat konnte nun allerdings auch das Reti-
kulozyten-Hamoglobin mitbestimmen.

1 ml EDTA-Nabelschnurblut wurde im Labor der Neonatologischen Intensivsta-
tion bei 3500 UpM, 8 Minuten lang zentrifugiert (Zentrifuge: Biofuge fresco, He-
raeus, (Osterode, Deutschland) und der Uberstand in zwei Aliquots aufgeteilt
und in Eppendorf-ReaktionsgefalRen (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
bei -33°C bis zur Analyse tiefgefroren.

Nachdem alle Proben gesammelt waren, wurde aus Aliquot 1 (mindestens 0,3
ml) Ferritin mittels ADVIA Centaur (Siemens Healthcare Diagnostics, Eschborn,
Deutschland), high sensitivity CRP mittels ADVIA 1800 (Siemens Healthcare
Diagnostics, Eschborn, Deutschland) und IL-6 mit Hilfe des Immulite 2000 xpi
(Siemens Healthcare Diagnostics, Eschborn, Deutschland) im Zentrallabor be-
stimmt. Proben mit geringem Plasmavolumen (< 300 pl) mussten fur die Mes-
sung verdinnt werden.

Aus Aliquot 2 (mindestens 0,1 ml) wurde Hepcg) bestimmt. Hierzu wurde Ali-
guot 2 tiefgefroren auf 10 kg Trockeneis nach LaJolla (Kalifornien, USA) zu
Intrinsic LifeScience LLC mittels FeDex versandt. Dort erfolgte die Messung mit
Hilfe eines durch Bioassay validierten kompetitiven enzyme linked immunosor-
bent assay (c-ELISA).
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Min. 0,3 ml EDTA-Blut zur Bestimmung von BB +
Retikulozyten Parameter im hamatologischen

/ Labor

Ca. 1,5 ml
MNabelschnurblut

\ Ca. 1ml zentrifugiert, Plasma abpippetiert und bei

-33°C tiefgefroren

/ Zur Analyse \

Min. 0.3 ml Plasma zur Bestimmung
von CRP, IL-6 und Ferritin im
Zentrallabor Tibingen

Min. 0,1 ml Plasma zur Hepcidin-
Bestimmung in La Jolla, USA

Aliquot 1 Aliquot 2
Abb. 4: Probenverarbeitung

Die Messung des Hepcidins mittels c-ELISA wurde folgendermal3en durchge-
fuhrt [49]:

Eine Mirkoplatte wurde mit den Hepcidin-Antikdrpern bepflanzt und mit 100pl
Plasma inkubiert. Als Indikator diente Biotin-versetztes Hepcidin-25 (Intrinsic
LifeSciences, LaJolla, CA). Die Standardkurven wurden durch mehrfache Ver-
dinnung von synthetischem Hepcidin (Bachem Biosciences, King of Prussia,
PA) erstellt. Es wurde ein Variationskoeffizient (CV) verwendet um die Genau-
igkeit des Tests zu zeigen. Ein niedriger CV bedeutet hbhere Genauigkeit. An

den Enden der Standardkurve ist der CV hoch, in der Mitte niedrig.

2.11. Statistische Auswertung

2.11.1. Univariate Auswertung

Alle Variablen wurden als Median und Interquartilenabstand (IQR) dargestellt.
Werte unterhalb der Nachweisgrenze wurden dem Wert Null gleichgesetzt. Mit-
tels des Shapiro-Wilk-W-Tests wurde Uberpruft, ob die Messwerte normalverteilt
sind. Da weder die Originalmesswerte noch die logarithmierten Messwerte

normal verteilt waren, wurden nicht parametrische statistische Tests zur weite-
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ren Analyse benutzt. Zum Vergleich der Hepg) in verschiedenen Patienten-
Subpopulationen wurde der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test verwendet. Mit Hilfe
des Spearman Korrelationskoeffizienten konnte der Zusammenhang zwischen
zwei stetigen Variablen beschrieben werden. Als statistisch signifikant galt ein
p-Wert <0,05. Alle Berechnung wurden mit JMP 9.0.0 (SAS Institute, Cary, NC
(USA)) durchgefunhrt.

2.11.2. Multivariate Auswertung
Um den Einfluss einiger Variablen auf die Hepcgy und deren Wechselwirkungen
untereinander genauer zu uberprifen, wurde eine multivariate Auswertung
durchgeflhrt. Diese erfolgte als multiple logistische Regressionsanalyse. Hierfur
wurden die Kinder in Gruppen eingeteilt und die entsprechenden Variablen Ge-
stationsalter, Z-Score, Ferritin, Geburtsmodus und Hepcidin wie folgt dichotomi-
siert:

» Gestationsalter: 0=24+0bis26 +6

1=37+0bis41+6

e Z-Score: 0=<-2
1=>-2
* Ferritin: 0 =<60 g/l

e Geburtsmodus: 0 = primare Sectio

1 = vaginale Geburt/ sekundare Sektio
* Hepcs): 0 =< 65 ng/ml

1 =265 ng/mi

Der Cut-off fir Hepcg) lag zwischen der 75. Perzentile der Friihgeborenen und
der 25. Perzentile der Reifgeborenen.

Als Cut-off fur Ferritin bei Reifgeborenen wurde 60 pg/l gewahlt, basierend auf
der zum Zeitpunkt der Auswertung gréf3ten und aktuellsten Studie zu Ferritin in
Nabelschnurblut [64]. Auch bei Friihgeborenen wurde Hepcg) in Abhangigkeit
von Ferritin untersucht. Hier wurde als Cutt-off 40 pug/l gewahlt [65, 66].
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Die Schatzwerte, angepassten Odds-Ratios und die 95%igen Konfidenzinterval-
le wurden fur die unabhangigen Variablen mit relevantem zuséatzlichem Einfluss
auf Hepcidin dargestellt. Die Berechnungen der multivariaten Analyse erfolgten

mittels SAS 9.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
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3. Ergebnisse

3.1. Univariate Auswertung

In die Studie wurden 221 Friih- und Reifgeborene mit einem Gestationsalter
von 24 1/7 bis 41 6/7 SSW eingeschlossen (siehe Tab. 1). Ausgeschlossen
wurden ein Patient mit Blackfan-Diamond-Anéamie, der pranatal eine Erythrozy-
tentransfusion erhalten hat, sowie ein Patient mit einem Triple-X-Syndrom.

Die Hepcg) war in 13 von 221 Proben (5,9%) nicht messbar (<5 ng/ml). 3 der
221 Proben (1,4%) wurden verdiunnt um Hepcidin bestimmen zu kdnnen, da nur
kleine Mengen an Plasma vorhanden waren. Aus dem gleichen Grund wurden
21 der 221 Proben (9,5%) verdunnt, um Ferritin, CRP und IL-6 bestimmen zu

kdnnen.

Tab. 1: Variablen-Ubersicht

Variable Anzahl der NG n (%)
Gestationsalter bei Geburt:
24-29 SSW 40 (18.1%)
30-36 SSW 81 (36.2%)
36-42 SSW 100 (45.2%)
standard deviation score fur das Geburtsgewicht:
SDS < -2 16 (7.2%)
SDS zwischen —2 und 2 198 (89.6%)
SDS =2 7 (3.2%)
Geburtsmodus:
Spontane vaginale Geburt 67 (30.3%)
Primére Sectio 90 (40.7%)
Sekundare Sectio 64 (28.9%)
Geschlecht des NG:
Méannlich 103 (46.6 %)
Weiblich 118 (53.4%)

NG = Neugeborene
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Hepcg) stieg signifikant (r = 0,53, p < 0,0001, n = 221) mit steigendem Gestati-
onsalter an (siehe Abb. 5). Bei sehr unreifen Friihgeborenen (24 0/7 — 29 6/7
SSW, n = 40) betrug Hepcg) = 26,9 (13,5 — 63,1) ng/ml, bei den weniger unrei-
fen Frihgeborenen (30 0/7 — 36 6/7 SSW, n = 81) 45,9 (24,7 — 74,5) ng/ml und
bei den Reifgeborenen (37 0/7 — 41 6/7 SSW, n = 100) 103,9 (61,4 — 149,2)
ng/ml (siehe Abb. 6 und Tab. 2)
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Abb. 5: Verteilung der gemessenen Hepcidinkonzentration im Nabelschnurplasma in Abhéngig-
keit vom Gestationsalter
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Abb. 6: Hepcidin in Abh&éngigkeit vom Gestationsalter

Tab. 2: Gestationsaltersspezifische Referenzwerte von Hepcidin

Referenzwerte fur Hepcg) [ng/ml] anhand von Perzentilen

GA [Wochen] n 25P 10P 25P 50 P 75 P 0P 975P

24-29 40 <5 <5 135 26.9 63.1 109.7 172.7
30-36 81 <5 <5 24.7 45.9 74.5 133.6 3353
37-42 100 11.5 34.4 61.4 1039 149.2 2109 2815

GA = Gestationsalter
Hepce) = Hepcidinkonzentration in Nabelschnurblut
P = Perzentile

Nicht nur die Hepcg), sondern auch die Ferritinkonzentration im Nabel-
schnurblut nahm mit steigendem Gestationsalter zu (r = 0,29, p < 0,0001, n =
206).

Des Weiteren war eine positive Korrelation zwischen Hepcgyund Ferritin (r =
0,56, p < 0,0001, n = 207) zu erkennen (siehe Abb. 7). Bei Kinder mit niedrigen
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Eisenspeichern (Ferritin < 60 pg/l [64], n = 64) betrug Hep(cg) 36,9 (18,1 — 58,3)
ng/ml und bei Kindern mit Ferritin 2 60 pg/l (n = 142) konnte ein Hepcg)-Wert
von 86,6 (51,9 — 143,8) ng/ml gemessen werden (siehe Abb. 8).

Dieser Unterschied war auch zu erkennen, wenn man die Patienten in Reifge-
borene und Friihgeborene unterteilt. Reifgeborene mit niedrigen Eisenspeichern
(Ferritin < 60 pg/l, n = 25) hatten eine Hepgyvon 51,1 (26,4 — 80,8) ng/ml, bei
Reifgeborenen mit ausreichenden Eisenspeichern (Ferritin > 60 pg/l, n = 75)
konnte dagegen eine Hepcg)von 122,9 (88,2 — 160,4) ng/ml bestimmt werden.
Dieser Unterschied war statistisch signifikant (p < 0,0001).

Bei Frihgeborenen mit niedrigen Eisenspeichern (Ferritin < 40 ug/l, n = 29)
konnte eine Hepg)von 34 (14,5 — 50,3) ng/ml gemessen werden, wahrend
Frihgeborene mit ausreichenden Eisenspeichern (Ferritin > 40 pg/l, n = 77) ei-
nen Hepce)-Wert von 57 (24,7 — 76,6) ng/ml zeigten. Bei den Friihgeborenen

war dieser Unterschied ebenfalls statistisch signifikant (p < 0,05).
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Abb. 7: Verteilung der Hepcidinkonzentration im Nabelschnurplasma in Abhangigkeit von Ferri-
tin im Nabelschnurplasma.
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Abb. 8: Hepcidin in Abhéngigkeit von Ferritin

Wahrend eine negative Korrelation von der Hepcgy mit MCV (r =-0,31, p <
0,0001, n = 215), MCH (r =-0,36, p < 0,0001, n = 215) und den Retikulozyten (r
=-0,25, p < 0,0005, n = 209) zu erkennen war, korrelierte Hep(cgy nur schwach
negativ mit Hamoglobin (r = -0,16, p = <0,05, n = 215) und dem Hamatokrit (r =
-0,15, p = <0,05, n = 215).

Untersuchte man Hepcidin in Abh&ngigkeit vom Geburtsgewicht, hier als Ge-
burtsgewicht-Z-Score, konnte ebenfalls ein Unterschied in der Hepcidinkonzent-
ration zwischen hypotrophen und eutrophen Kindern gesehen werden.
Eutrophe Kinder (-2 < Z-Score < +2, n = 198) hatten eine Hepg)von 71,1 (34 —
121,7) ng/ml. Hypotrophe Kinder (Z-Score < -2, n = 16) hatten eine Hepg)von
23,1 (11,7 — 61,5) ng/ml.

Hypertrophe Kinder (Z-Score > +2, n = 7) zeigten im Vergleich zu den Eutro-

phen ebenfalls eine niedrigere Hepcg) mit 46,2 (18,2 — 53,3) ng/ml.
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Wahrend der Unterschied von hypotrophen zu eutrophen Kindern mit p < 0,005
signifikant war, konnte man beim Vergleich von eutrophen und hypertrophen

Neugeborenen nur eine Tendenz erkennen (p = 0,164) (siehe Abb. 9).
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Abb. 9: Hepcidin in Abhéangigkeit vom Geburtsgewicht (Z-Score)

Betrachtet man den Einflussfaktor Gestationsdiabetes mellitus der Mutter, so
konnte kein Klinisch relevanter Unterschied der Hepcidinwerte festgestellt wer-
den (p = 0,132). Kinder von Mittern mit Verdacht auf oder mit einem nachge-
wiesenen Gestationsdiabetes mellitus (n = 27) hatten eine Hepg)von 80,7
(45,1 — 149,8) ng/ml, wéahrend Kinder von Mittern ohne diesen potentiellen Ein-
flussfaktor (n = 190) eine Hepg)von 62,9 (29,2 — 111,1) ng/ml aufwiesen.

Beim Vergleich der Hepcidinwerte von Kindern, die mittels verschiedenen Ent-
bindungsmodi (vaginal bzw. sekundare Sectio vs. primare Sectio) geboren wur-
den, konnte ein statistisch signifikanter Unterschied in den Hepg) beobachtet
werden (p < 0,0001) (siehe Abb. 10).
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Bei den Kindern, die mittels vaginaler Entbindung bzw. per sekundarer Sectio
zur Welt kamen (n = 131), konnte eine Hepg)von 80,3 (48,5 — 137,6) ng/ml
festgestellt werden, wahrend bei den Kindern, die durch eine priméare Sectio
geboren wurden (n = 90), eine Hepcg) von 38,3 (15,5 — 73,7) ng/ml gemessen

wurde.

400- p < 0,0001*

Hepcidin (ng/mL)

prim
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Entbindungsmodus

Abb. 10: Hepcidin in Abh&ngigkeit vom Entbindungsmodus

Analysiert man die Hepcidinkonzentration in Abh&ngigkeit von verschiedenen
Geburtsmodi nur bei Reifgeborenen (primére Sectio vs. vaginale Entbindung
bzw. sekundéare Sectio), so war weiterhin ein statistisch signifikanter Unter-
schied (p < 0,01) zu beobachten. Vaginal bzw. per sekundérer Sectio entbun-

dene Reifgeborene (n = 67) hatten eine Hepg)von 116,7 (78,5 — 160,9) ng/ml.
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Bei Reifgeborenen, die durch eine primére Sectio geboren wurden (n = 33), be-
trug die Hep(cg)= 80,1 (41,2 — 120,5) ng/ml.

Bei Friihgeborenen war dieser Unterschied ebenfalls statistisch signifikant (p <
0,0001). Wahrend vaginal bzw. per sekundarer Sectio entbundene Frihgebore-
ne (n = 64) eine Hepg)von 62,1 (33,1 — 80,1) ng/ml aufwiesen, hatten per pri-
marer Sectio entbundene Friihgeborene (n = 57) eine Hep(cg) von 25,7 (9,3 —
45,5) ng/ml.

Betrachtet man den Einfluss der verschiedenen Entbindungsmodi (vaginal bzw.
sekundare Sectio vs. primare Sectio) auf die Zahl der mutterlichen Leukozyten
im Blut, so konnte man auch hier einen statistisch signifikanten (p < 0,0001) Un-
terschied erkennen. Mutter vaginal bzw. per sekundérer Sectio entbundener
Kinder (n = 65) hatten eine Leukozytenzahl von 13020 (11075 — 15890) /ul. Bei
Muttern, die ihre Kinder per primaren Sectio entbunden haben (n = 33) betrug,
die Leukozytenzahl 9710 (8130 - 10325) /ul.

Es konnte jedoch nur ein geringer Zusammenhang zwischen dem Entbin-
dungsmodus und dem mdutterlichen CRP (p = 0,11) oder der mutterlichen Kor-

pertemperatur (p < 0,05) festgestellt werden.

Ein statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,0001) war bei der Untersuchung
des Einflusses von Entbindungsmodus auf die kindlichen Leukozyten zu erken-
nen. Kinder, die per primarer Sectio entbunden wurden, hatten eine Leukozy-
tenzahl von 9080 (7343 — 12358) /ul wahrend Kinder, die per vaginaler
Entbindung bzw. per sekundérer Sectio geboren wurden, eine Leukozytenzahl
von 12690 (9440 — 16835) /ul aufwiesen.

Eine geringe statistische Signifikanz hatte der Zusammenhang des Geburtsmo-
dus mit den kindlichen IL-6- (p < 0,05) sowie mit den kindlichen CRP-Werten (p
< 0,05).

Einen Zusammenhang mit der Hepcidinkonzentration zeigten weder das kindli-

che IL-6 (p = 0,123), noch das kindliche CRP (p = 0,543) noch die kindlichen
Leukozyten (p = 0,167).
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Kinder mit einer early onset neonatal sepsis (n = 12), definiert als CRP-
Erh6hung im Verlauf (der ersten 5 Lebenstage) und/oder einer positiven Blut-
kultur und 2-fach Antibiose fir mindestens 5 Tage, zeigten eine Hep(cg) von 84
(43,6 — 153,5) ng/ml. Bei Kindern ohne early onset neonatal sepsis (n = 209)
betrug die Hepcg) = 64,8 (29 — 114,7) ng/ml. Es bestand kein statistisch signifi-
kanter Unterschied (p = 0,103).

Die héchste Hepcidinkonzentration, mit Hepcg) von 437,6 ng/ml, wurde bei ei-
nem Kind mit einer Enterococcus faecalis Sepsis gemessen. Dieses Kind hatte
ein IL-6 von 1760 ng/l.

Bei der Untersuchung des Nabelarterien-pHs als méglichen Einflussfaktor auf
die Hepcg) zeigte sich eine Tendenz (r = -0,14, p <0,05, n = 219) zu héheren
Hepcidinwerten bei Kindern mit einer perinatalen Azidose.

Bezogen auf das Geschlecht konnte kein signifikanter Unterschied in der
Hepcidinkonzentration gezeigt werden (p = 0,94). Bei Madchen (n = 103) war
die Hep(cg) 64,8 (34 — 105,4) ng/ml und bei Jungen (n = 118) betrug die Hepcg)
65,2 (27,8 — 126,2) ng/ml.

3.2.  Multivariate Auswertung

Die Variablen Gestationsalter, Z-Score (Geburtsgewicht), Ferritin und Geburts-
modus zeigten bei der univariaten Auswertung einen Zusammenhang mit der
Hepcidinkonzentration, weshalb sie in einer multivariaten Auswertung noch
einmal genauer Uberprift wurden.

Diese zeigte, dass Gestationsalter, Ferritin und Geburtsmodus auch unter Be-
ricksichtigung der jeweils anderen Variablen relevant und unabhéngig von an-
deren Variablen mit der Hepcidinkonzentration in Zusammenhang stehen. Den
starksten Zusammenhang schien Ferritin mit einer Odds-Ration von 9,0 (4,1 —
19,4) zu haben (siehe Tab. 3).

Der Z-Score zeigte bei dieser Auswertung keinen signifikanten Einfluss (p =

0,8766) und wurde daher aus dem endgultigen Modell ausgeschlossen.
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Aul3erdem zeigte sich eine Wechselwirkung nur zwischen Gestationsalter und

Ferritin.

Tab. 3: Ergebnis der multivariaten Auswertung mittels multipler logistischer Regression

Variable

Schéatz

-wert

p Wert

Odds-Ratio
fr Hep (cg)<65 ng/mL
(95% Konfidenzinterval)

Modell ohne Berlcksichtigun

g von Wechselwirkungen

Ferritin <vs. 260 pg/L | 2.19 |<0.0001 9.0(4.1-19.4)
GA <vs. 237 Wochen | 1.61 |<0.0001 5.0 (2.5-10.0)
ECSvs. SVDund SCS| 1.61 |<0.0001 5.0 (2.5-10.3)
Endgultiges Modell unter Beriicksichtigung von Wechselwirkungen
Wechselwirkung zw. 2.02 0.012 |- GA = 37 SSW und Ferritin < 60 ug/L
Ferritin/GA 30.5(8.4-111.4)
- GA < 37 SSW und Ferritin =2 60 pg/L
9.5(3.9-23.2)
- GA < 37 SSW und Ferritin < 60 pg/L
38.4 (13.6 - 108.3)
ECSvs. SVDund SCS| 1.77 |<0.0001 5.9 (2.7 - 12.6)

Kl = Konfidenzintervall

ECS = primére Sectio

SVD = spontane vaginale Geburt

SCS = sekundéare Sectio
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4. Diskussion

In dieser Studie wurde zum ersten Mal Hepcidin im Nabelschnurblut von Frih-
und Reifgeborenen untersucht, um gestationsaltersspezifische Referenzwerte

zu etablieren.

Die in dieser Studie gemessenen Hepcidinkonzentrationen im Nabelschnurblut
von Reifgeborenen sind etwas héher als die Hepcidinkonzentrationen von Reif-
geborenen einer Studie von Rehu et al. von 2010 (Median: 78,4 ng/ml; 20,5 —
231,9 ng/ml) [61], obwohl in beiden Studien derselbe ELISA verwendet worden
war. Eine mogliche Erklarung fur diesen Unterschied beruht auf unserer Hypo-
these, dass Faktoren wie AIS, perinatale Azidose und Hypotrophie zu einem
Anstieg der Hepcidinkonzentration fihren kénnen. Da bei einem grof3en Anteil
der in dieser Studie untersuchten Reifgeborenen einer dieser Faktoren vorlag,
konnen wir nicht ausschliel3en, dass dies die Ursache fir den beobachteten Un-
terschied darstellt.

Um diese Hypothese zu priifen wurde ein Vergleich der Subgruppe ,Reifgebo-
rene mit AIS, perinataler Azidose und Hypotrophie* und ,Reifgeborene ohne
diese Risikofaktoren” durchgefuhrt. Allerdings konnte kein Unterschied in der
mittleren Hepcg) festgestellt werden. Die Unterschiede in der medianen Hep(cg)
zwischen dieser Studie und der Studie von Rehu [61] kbnnen so also nicht er-
klart werden. Von viel gro3erer Bedeutung als die mediane Konzentration ist je-
doch die 10. Perzentile der Hepcg), da dieser Grenzwert fur die Ermittlung einer
unterdrickten Hepcidinsynthese (z.B. aufgrund eines Eisenmangels) angese-
hen werden kann. Dieser Wert fiir die 10. Perzentile der Hepcg) bei Reifgebo-
renen ist in dieser Studie (34,4 ng/ml) &hnlich zu den bereits publizierten

Hepcidinkonzentrationen bei Reifgeborenen von Rehu [61].

Unsere Studie belegt, dass Frilhgeborene ab der 23.SSW Hepcidin synthetisie-
ren. Auch in einer vorangegangenen Studie von Mdller et al. [50] konnte unsere
Arbeitsgruppe bereits nachweisen, dass nicht nur Reifgeborene, sondern auch
Frihgeborene Hepcidin produzieren. Es wurden Hepcidinkonzentrationen in

Serum und Urin bei Friihgeborenen untersucht, welche aufgrund einer Frihge-
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borenenanamie Bluttransfusionen erhalten hatten (mittleres GA bei Geburt: 26
SSW, mittleres postnatales Alter: 35 Tage, mittlerer Hamatokrit: 50,6%, Median
Ferritin: 92 pg/l). In Millers Studienpopulation waren die postnatal bestimmten
Hepcidinkonzentrationen im Mittel héher (geometrisches Mittel: 48,5 ng/ml,
95%iges Konfidenzintervall: 33,0 — 71,3 ng/ml) verglichen mit den Hepcidinkon-
zentrationen im Nabelschnurblut von ahnlich unreifen Friihgeborenen dieser
Studie (Hepcidin 29,6 (13,5 — 63,1) ng/ml, Median GA bei Geburt: 28 SSW,
mittlerer Hamatokrit: 50,6%, Median Ferritin: 96 ug/l), obwohl die Ferritinkon-
zentrationen sehr &hnlich waren. Da die Hepcidinbestimmungen in beiden Stu-
dien mit dem gleichen Hepcidin-ELISA durchgefihrt wurden, ist nicht davon
auszugehen, dass der Unterschied methodisch bedingt ist.

Potentielle postnatale Einflussfaktoren wie gleichzeitig bestehende Infektion,
vorangegangene Bluttransfusionen oder Eisensubstitution kdnnten jedoch ur-
sachlich hierfiir sein. Es konnte zum Beispiel bereits gezeigt werden, dass ge-
ringgradig hypotrophe Kinder in Folge einer Eisensupplementierung ab der 6.
Lebenswoche hohere Hepcidinkonzentrationen im Alter von 12 Wochen sowie 6
Monaten aufweisen als geringgradig hypotrophe Kinder ohne Eisensupplemen-

tierung [67].

Grunduberlegung fir die Durchfiihrung unserer Studie war, dass die Hepcidin-
Referenzkonzentrationen helfen kénnten, Friihgeborene und Reifgeborene mit
Eisenmangel und Eisentberladung zu identifizieren und eine individualisierte
Eisensupplementierung zu Uberwachen. Da sehr unreife Frihgeborene postna-
tal viele Komorbiditaten aufweisen und diese die Hepcidinkonzentration beein-
flussen kénnen, gingen wir davon aus, dass nicht postnatale Referenzwerte,
sondern Referenzwerte aus dem Nabelschnurblut herangezogen werden soll-
ten. Im Gegensatz zu den postnatalen Hepcidinkonzentrationen spiegeln die
Nabelschnurwerte eher den physiologischen Eisenstatus in dem aktuellen ge-

stationsaltersspezifischen Entwicklungsstadium wieder.

Da bekannt ist, dass sowohl Eisenmangel [55], erhdhte Erythropoese [68] als

auch Hypoxie [55, 59] die Hepcidinsynthese supprimieren und Entziindung [69]
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und Eisentberladung [52] die Hepcidinsynthese induzieren, wurde in dieser
Studie aulBerdem versucht pré- und perinatale Faktoren zu eruieren, die die
Hepcidinkonzentration im Nabelschnurblut beeinflussen kénnen.

Es konnte gezeigt werden, dass ein steigendes Gestationsalter, vor allem nach
der 37. SSW, mit hoheren Hepcg) assoziiert ist. Dies spiegelt moglicherweise
den zunehmenden Eisenspeicher, der durch den Fetus wahrend des dritten
Trimesters erworben wird, wider. Um eine fetale Eisentberladung zu verhin-
dern, wird vom Fetus vermehrt Hepcidin produziert, welches wiederum zu einer
verminderten Eisenaufnahme Uber die Plazenta fuhrt. Auch die Ferritinkonzent-
ration im Nabelschnurblut nimmt mit steigendem Gestationsalter zu, dies konnte
bereits 2001 durch Sweet et al. gezeigt werden [65]. Die dazu veréffentlichten
Studien wurden durch Lorenz et al. zusammengefasst [70]. Alternativ kann je-
doch nicht ausgeschlossen werden, dass eventuell zusatzlich eine unreifere
Leberfunktion der Frilhgeborenen zu der beobachteten niedrigeren Hepcidin-
und Ferritinkonzentration im Nabelschnurblut im Vergleich zu Reifgeborenen

beitragt.

Derzeit ist nur sehr wenig Uber die intrauterine Hepcidinproduktion und ihre Re-
gulation bekannt. Seitdem der Transferrinrezeptor 1 auf der apikalen, zur Mutter
hin gerichteten Seite der Zellen des Synzytiotrophoblasten und Ferroportin auf
der basalen, zum Fetus hin gerichteten Seite nachgewiesen wurden [60], ist
anzunehmen, dass Hepcidin den einseitig gerichteten Eisentransport von Mut-
ter zum Fetus reguliert. Hepcidin bindet an den einzigen bekannten zellularen
Eisenexporter Ferroportin und fihrt somit zu dessen Endozytose und Abbau in
Lysosomen [52]. Deshalb fuhrt eine hohe fetale Hepcidinkonzentration zu ei-
nem geringeren Eisenexport aus den Zellen des Synzytiotrophoblasten und
weniger Eisen wird Uber diesen Weg dem Fetus zur Verfiigung gestellt [52]. Ak-
tuell wird vermutet, dass die maternalen und fetalen Hepcidinkonzentrationen
unabhangig voneinander reguliert werden. Am Ende der Schwangerschatft ist
die maternale Hepcidinkonzentration niedrig und die Hepcidinkonzentrationen
im fetalen Nabelschnurblut im Vergleich dazu hoch [61]. Die Ursache hierfr

konnte sein, dass am Ende der Schwangerschaft die Mutter so viel Eisen wie
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maoglich enteral aufnimmt um den hohen Bedarf des Fetus zu decken, welcher
im letzten Trimenon seine Eisenspeicher flillt, da in den ersten postnatalen Le-
bensmonaten nur wenig Eisen durch die Muttermilch zur Verfigung gestellt wird
[21]. Die Hepcidinkonzentration des Fetus steigt mit zunehmendem Gestations-
alter und zunehmenden fetalen Eisenspeichern ebenfalls, um den Fetus wiede-
rum vor einer Eisentberladung zu schtzen.

Diese Studie konnte zeigen, dass die Hepcidinkonzentrationen im Nabel-
schnurblut von Reifgeborenen héher sind als von Frilhgeborenen, was die mit
dem Gestationsalter steigenden Eisenspeicher widerspiegeln konnte und damit
die Hypothese unterstlitzen wirde, dass Hepcidin den diaplazentaren Eisen-

transfer von der Mutter zum Kind reguliert.

Ubereinstimmend mit vorherigen Studien [49, 50], konnte eine gute Korrelation
von Hepcidin mit Ferritin beobachtet werden. Kinder mit Eisenmangel (Ferritin <
60 ug/l [64]) haben im Vergleich zu Kindern ohne Eisenmangel kompensato-
risch deutlich niedrigere Hepcidinkonzentrationen im Nabelschnurblut, wahr-
scheinlich um einen maximalen plazentaren Eisentransfer von der Mutter zum
Fetus zu ermdglichen. Der enge Zusammenhang zwischen Ferritin und Hepci-
dinkonzentration konnte auch in einer multivariaten Analyse bestatigt werden,
was unsere Hypothese unterstitzt, dass Hepcidin als Eisenstatusparameter
dienen koénnte. Somit kdnnte die Bestimmung der Hepcidinkonzentration im
Nabelschnurblut helfen, Kinder ausfindig zu machen, welche bereits bei Geburt
unter einem Eisenmangel leiden und somit von einer friiheren oder htheren Ei-

sensupplementierung profitieren wirden.

Wir konnten niedrigere Hepcidinkonzentrationen nicht nur in Nabelschnurblut
von Frihgeborenen beobachten, sondern auch in Nabelschnurblut von Kindern
mit einer intrauterine Wachstumsretardierung, erkennbar an einem Gewicht-
SDS < -2. Ursache einer intrauterinen Wachstumsretardierung ist meist eine
Plazentainsuffizienz. Durch eine Plazentainsuffizienz werden Kinder empfangli-
cher fir einen Eisenmangel. Der Grund hierflr ist sowohl ein verminderter

transplazentarer Eisentransport [71], wie auch ein Verlust des schon bestehen-
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den Eisenspeichers aufgrund einer gesteigerten Erythropoese, welche durch
eine chronische intrauterine Hypoxie verursacht wird [26]. Jedoch scheint eine
intrauterine Wachstumsretardierung im Vergleich zur Frithgeburtlichkeit nur ei-
nen geringen Einfluss auf die Hepcidinkonzentration im Nabelschnurblut zu ha-
ben, da eine Korrelation von Hepcidin und Wachstumsretardierung in der
multivariaten Analyse nicht bestatigt werden konnte. Passend zu den Ergebnis-
sen der hier durchgefuhrten multivariaten Analyse konnten auch Briana et al.
bei hypotrophen im Vergleich zu eutrophen Kindern keine niedrigeren Hep(cg)
nachweisen [72]. Die Ergebnisse von Briana et al. mussen jedoch kritisch be-
trachtet werden, da ein &alterer Hepcidin ELISA verwendet wurde, welcher in
vorherigen Studien keine Korrelation mit Eisenparametern zeigte [73] und in der

Zwischenzeit vom Hersteller weiterentwickelt werden musste [74].

Eine weitere Hypothese war, dass im Nabelschnurblut von Kindern, deren Mut-
ter unter einem Gestationsdiabetes mellitus leiden, niedrigere Hepcidinkonzent-
rationen zu messen sind. Ebenso wie eine Plazentainsuffizienz fuhrt ein
maternaler Gestationsdiabetes mellitus zu einer erhéhten fetalen Erythropoese
aufgrund einer chronischen Hypoxie. Eine gesteigerte Erythropoese resultiert in
einem erhohten Eisenverbrauch, was im Verlauf die fetalen Eisenspeicher re-
duziert [29]. Wir konnten keine klinisch relevanten Unterschiede in der Hepg,
der Ferritin- sowie der Hamoglobin-Konzentration zwischen Kindern, deren Mut-
ter einen Gestationsdiabetes mellitus hatten und Kindern, deren Mutter diesen
nicht hatten, zeigen. Dies liegt vermutlich daran, dass betroffene Schwangere
heutzutage mittels eines pathologischen oralen Glukosetoleranztests friihzeitig
erkannt und anschliel3end diatetisch oder mittels Insulin therapeutisch adéaquat

eingestellt werden.

Es ist bekannt, dass durch Hypoxie die Hepcidinproduktion in Zellkulturen [55],
Tiermodellen [55] und in Menschen in vivo [75] reduziert wird. Im Falle einer
Hypoxie nimmt die erythropoetische Aktivitat deutlich zu [76], um mehr Sauer-
stoff mittels einer erhéhten Anzahl an Erythrozyten transportieren zu konnen.

Bei einer erhéhten Erythropoese wird wiederum vermehrt Eisen benétigt, wes-
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halb die Hepcidinkonzentration sinken muss, um dieses zur Verfiigung stellen
zu konnen. Der molekulare Pathomechanismus ist jedoch noch nicht vollstandig
verstanden. Bis noch vor kurzer Zeit wurde angenommen, dass Hypoxie-
induzierte Faktoren [58] selber die Hepcidinproduktion inhibieren, aktuelle Stu-
dien unterstitzen allerdings die Hypothese, dass die vermehrte Erythropoetin-
produktion unter Hypoxie notwendig ist, um die Hepcidinsynthese zu
supprimieren [59]. Betrachtet man die Hepcidinproduktion bei Menschen direkt
nachdem sie einer Hypoxie durch einen Aufenthalt in grol3er HOhe ausgesetzt
wurden oder nach einer Erythropoetin-Injektion bei gesunden Erwachsenen, so
wird diese erst nach 1 - 2 Tagen unterdrtckt [75, 77]. Im Gegensatz hierzu
steigt die Erythropoetin-Konzentration unter Hypoxie innerhalb von ca. 90 Minu-
ten [78]. Diese Beobachtungen sind zumindest vereinbar mit der Hypothese,
dass Erythropoetin einer der Faktoren sein kdonnte, der zur Reduktion der
Hepcidinproduktion unter Hypoxie fuhrt. Sollte die Erythropoetin-Ausschiittung
tatsachlich zusatzlich zur Hypoxie erforderlich sein, so ware es nicht Gberra-
schend, dass in dieser Studie ein niedriger Nabelarterien-pH, welcher einen nur
kurzfristigen Hypoxiezustand widerspiegelt, nicht mit einer niedrigen Hepcidin-
konzentration im Nabelschnurblut von Reifgeborenen assoziiert war.

Leider war es aufgrund zu geringer Nabelschnurblutmengen bei den unreifen
Frihgeborenen nicht mdglich zusatzlich die Erythropoetin-Konzentration zu be-
stimmen. Dies ware von Vorteil gewesen, da (wie oben dargestellt zumindest
bei Erwachsenen) die Erythropoetin-Produktion im Vergleich zu Hepcidin

schneller auf einen Hypoxiezustand reagiert.

Die Hepcidinkonzentration ist sowohl im Falle einer Inflammationsreaktion wie
auch einer systemischen Infektion erhht, da die Hepcidinproduktion durch das
pro-inflammatorische Zytokin IL-6 induziert wird [69]. Neben seiner antimikro-
biellen Aktivitat [79], fihrt eine erhéhte Hepcidinkonzentration wahrend einer In-
fektion dazu, dass den pathogenen Keimen weniger lebenswichtiges Eisen zur
Verfigung gestellt wird [52]. Es konnte jedoch in dieser Studie kein Zusam-
menhang zwischen der Hepcidinkonzentration im Nabelschnurblut und Entzin-

dungsparametern (CRP und IL-6) gezeigt werden. Die Ursache kdnnte die
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Tatsache sein, dass die Kinetik von IL-6, CRP und Hepcidin verschieden ist.
Proinflammatorische Zytokin-Konzentrationen (z.B. IL-6 und IL-8) sind vor allem
in der frihen Phase perinataler Infektionen erhdht [80], der CRP-Anstieg erfolgt
erst spater [80] und die Kinetik von Hepcidin ist noch nicht bekannt (ist aber wie
oben dargestellt zumindest nach Hypoxie bei Erwachsenen deutlich verzdgert).
Wir gehen davon aus, dass in dieser Studie die Zeitspanne des erhdhten IL-6
zu kurz war um zu einer Erh6hung der Hepcidinkonzentration im Nabel-
schnurblut zu fihren oder dass der durch perinatale IL-6-Ausschuittung getrig-
gerte Hepcidinanstieg erst mit zeitlichem Abstand nach der Geburt erfolgt und
damit im Nabelschnurblut nicht nachweisbar ist.

Interessanterweise konnte die héchste Hepcidinkonzentration im Nabel-
schnurblut eines Frihgeborenen mit einer early onset neonatal sepsis und mit
einer positiven Blutkultur mit E. faecalis beobachtet werden. Dies passt zu den
Beobachtungen einer bereits veroffentlichten Studie Uber die Hepcidinkonzent-
ration bei Frihgeborenen im Alter von im Mittel 26 Tagen von Midiller et al. [50].
Auch in Millers Studie konnte die héchste Hepcidinkonzentration bei einem
Frihgeborenen mit einer Sepsis und positiver Blutkultur nachgewiesen werden.
Frihgeborenen mit einer postnatalen Kultur-gesicherten late-onset Sepsis oder
mit klinischen Zeichen einer Sepsis haben laut einer kirzlich erschienenen Stu-
die ebenfalls héhere Hepcidinkonzentrationen im Plasma als Reifgeborene oder
Frihgeborene ohne eine Sepsis [81]. AuRerdem konnten in einer aktuellen Stu-
die erhohte Hepcidinkonzentration bei Frih- und Reifgeborenen mit einer early
onset neonatal sepsis (Hepcidin 118.1 — 8400 ng/ml, Median GA bei Geburt:
35. SSW) gemessen werden [82]. Die Studie ist jedoch kritisch zu betrachten,
da sie keine statistisch relevante Korrelation zwischen Hepcidin und Eisenstoff-
wechselparametern zeigen konnte.

Um den genauen Pathomechanismus der Hepcidinregulation im Falle einer ne-

onatalen Sepsis zu verstehen, sind weitere Studien notig.
Im Rahmen der Geburtseinleitung kommt es sowohl bei der Mutter [83] als auch

beim Fetus [84] zu einer Akute-Phase-Reaktion mit Zytokinaktivierung. Es wird

vermutet, dass am Ende der Schwangerschaft die Hemmung des miitterlichen
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Immunsystems aufgrund des Progesteronabfalls abnimmt. Der Fetus wird als
Jremder Organismus*” erkannt und es kommt zu einer milden Entziindungsreak-
tion. Diese wiederum fordert die zervikale Reifung, den Blasensprung sowie die
Kontraktilitat der Uterusmuskulatur wodurch es zur Geburtseinleitung kommt
(zusammengefasst von [83]).

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die Mitter, die ihr Kind spontan
oder per sekundarer Sectio zur Welt brachten, deutlich h6here Leukozytenkon-
zentrationen und héhere Korpertemperaturen aufwiesen, im Gegensatz zu den
Muttern, die per primarer Sectio entbunden haben. Ahnliche Beobachtungen
konnten bei den Neugeborenen gemacht werden. Es zeigten sich deutlich h6-
here Leukozyten- wie auch CRP- und IL-6-Konzentrationen bei den Kindern, die
spontan oder per sekundaren Sectio entbunden wurden im Vergleich zu denen,
die per primarer Sectio auf die Welt kamen.

Da Kinder die spontan oder per sekundérer Sectio zu Welt kamen héhere
Hepcidinkonzentrationen aufwiesen als Kinder, die per primarer Sectio geboren
wurden, nehmen wir an, dass die zuvor beschriebene perinatale Entztindungs-
reaktion hierzu beigetragen haben kdonnte, auch wenn es keine deutliche Korre-
lation zwischen Entztiindungsmarkern und der Hepcg, gibt. Die Ursache hierfur
liegt mdaglicherweise in der unterschiedlichen Kinetik der verschiedenen Para-

meter, die oben beschrieben wurde.

Wie in dieser Diskussion dargestellt, scheinen viele Faktoren die Hepcidinkon-
zentration zu beeinflussen. Diese Problematik ist auch von anderen Eisenstoff-
wechselparametern bekannt. Die Interpretation der Einzelwerte muss deshalb

in Kenntnis dieser beeinflussenden Faktoren mit Vorsicht erfolgen.

Fur die weitere Entwicklung von Hepcidin als Eisenstoffwecheslparameter ist
insbesondere zu beachten, dass die aktuell auf dem Markt existierenden
Messmethoden noch nicht standardisiert und deshalb nur eingeschrankt ver-

gleichbar sind.
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5. Zusammenfassung

Dies ist die erste Studie, die gestationsaltersspezifische Referenzwerte fur die
Hepcidinkonzentration im Nabelschnurblut von Friih- und Reifgeborenen defi-
niert. Um perinatale Einflussfaktoren identifizieren zu konnen, die diese Hepci-
dinkonzentration im Nabelschnurblut moglicherweise beeinflussen kénnten,
wurde zusatzlich das Nabelschnurblut von Neugeborenen mit unterschiedli-
chem Geburtsgewicht sowie weiteren potenziellen Einflussfaktoren wie Ge-
burtsmodus, Gestationsdiabetes, Amnioninfektionssyndrom und systemische
Entzindungsreaktion des Kindes untersucht.

Einige dieser Faktoren sollten mitbedacht werden, falls Hepcidin zukinftig als
Eisenstoffwechselparameter bei Friih- und Neugeborenen benutzt werden soll-
te. Hierbei mussten vor allem die Ferritinkonzentration, das Gestationsalter, das
Geburtsgewicht sowie der Entbindungsmodus beriicksichtigt werden. Ein signi-
fikanter Zusammenhang bestand zwischen Entbindungsmodus und Hepcidin-
konzentration. Im Vergleich zu Kindern, die per vaginaler Geburt oder
sekundarer Sectio entbunden wurden, zeigen Kinder die per primarer Sectio zu
Welt kamen signifikant niedrigere Hepcidinkonzentrationen. Bei steigendem
Gestationsalter nimmt die Hepcidinkonzentration im Nabelschnurblut zu, was
jedoch auch in Zusammenhang mit der steigenden Ferritinkonzentration bei zu-
nehmendem Gestationsalter liegen kdnnte. Da Ferritin in der multivariaten Ana-
lyse am starksten mit Hepcg) assoziiert war, kdnnte Hepcidin als
Eisenstatusparameter zur Uberwachung und Individualisierung der Eisensupp-
lementierung bei Frihgeborenen dienen. Diese Hypothese muss jedoch ebenso
wie die Frage, ob eine individualisierte Eisensupplementierung tberhaupt einer
standardisierten Eisensupplementierung tberlegen ist, in zuklinftigen Studien
untersucht werden. Wir gehen davon aus, dass Nabelschnurblut verwendet
werden sollte, da aufgrund von postnatalen Einflussfaktoren wie Infektionen,
zahlreichen Blutentnahmen und Eisensupplementierung Nabelschnurblut eher
den physiologischen Eisenstatus widerspiegelt.
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