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Einleitung 1

Einleitung

Der rhythmische Wechsel von Tag und Nacht, die saisonalen Licht- und
Temperaturunterschiede, die Mondphasen und die Jahreszeiten beeinflussen viele
Organismen dieser Erde in ihrer evolutiven Entwicklung. Das Leben auf dieser Erde
waére ohne eine Anpassung an diese zyklische und rhythmische Ordnung nicht denkbar.
Biologische Rhythmen beschreiben regelmélig sich wiederholende Muster und
Veranderungen in Organismen, die von Prokaryonten bis hin zu komplexen Organismen
des Pflanzen- und Tierreiches und des Menschen reichen. Auch beim Menschen
unterliegen z.B. die Hormonsekretion, der Schlaf-Wach-Rhythmus oder die
Korpertemperatur  zyklischen Verdnderungen. Die Bedeutung der biologischen
Rhythmen in Bezug zur Humanmedizin stellte bereits Julien-Joseph Virey im Jahre
1814 in seiner Dissertationsarbeit dar (Virey, 1814). Virey beschrieb erstmals, dass
Arzneimittel wie Hypnotika, Narkotika und Opiate je nach Applikationszeitpunkt
innerhalb eines Tages in ihrer Wirkung variierten (Reinberg et al., 2001). Die
Korrelation  zwischen  tagesperiodischen  Schwankungen  hormoneller  und
physiologischer Parameter und dem gesundheitlichen Befinden von Patienten gewann in
den letzten Jahren immer mehr an Beachtung. Verschiedene Untersuchungen wiesen
eine Beeintrachtigung oder Aufhebung physiologischer Rhythmen bei Patienten mit
Diabetes, malignen Erkrankungen, Schlafstorungen oder intensivmedizinischer
Behandlung nach (Hastings et al., 2003; Knutsson, 2003; Takahashi et al., 2008). Die
biologischen Rhythmen wurden bei Erwachsenen in den letzten Jahren bereits
eingehend studiert (Reinberg et al., 1971; Wever, 1979). Zur Reifung der circadianen
Rhythmik bei Fruhgeborenen liegen in der Literatur bisher nur wenige und teilweise
unterschiedliche Ergebnisse vor (Weerth et al., 2003b).

1.1 Definition der Chronobiologie

Die Wissenschaft der biologischen Rhythmen wird als Chronobiologie (von griech.
Chronos = Zeit)  bezeichnet.  Sie  versucht mit  wissenschaftlichen  und
molekularbiologischen Methoden die zeitliche Organisation physiologischer Ablaufe in
Organismen zu beobachten und zu analysieren. Biologische Rhythmen werden anhand
der Periodendauer (1) eingeteilt, welche das zeitliche Intervall bis zum Durchlaufen
eines kompletten Zyklus beschreibt. Die Periodendauer einer endogenen Tagesrhythmik
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wird nach einem Vorschlag von Halberg als circadian (lat.: circa (zeitl.) = etwa,
ungefahr; dies = Tag) definiert (Halberg, 1963). Die Periodenladnge eines circadianen
Rhythmus betrégt durchschnittlich 24 Stunden und kann zwischen 22 und 28 Stunden
variieren. Die Wissenschaftler Aschoff, von Blnning und von Pittendirgh entdeckten,
dass die circadiane Rhythmik von Menschen und Tieren durch endogene Oszillatoren
(Schrittmacher) reguliert wird (Aschoff, 1967; von Pittendirgh, 1967). Oszillatoren
stellen Molekiile, Zellen oder Gewebe dar, die einen Rhythmus generieren. Die
Schrittmacher steuern wie eine Zentrale die Rhythmik vieler peripherer Prozesse. Durch
externe ,,Zeitgeber der Umwelt wie Licht und Dunkelheit, Korpertemperatur,
Nahrungsaufnahme, korperliche Aktivitdt und soziale Kontakte lassen sich die
biologischen Rhythmen mit der AuBenwelt synchronisieren (Aschoff, 1967; Pittendrigh,
1967). Dennoch bleibt auch bei Abwesenheit der externen Zeitgeber ein endogener
Rhythmus bestehen (Aschoff, 1994). Unter konstant gehaltenen Bedingungen der
Umwelt, durch Isolationsexperimente in Bunkern und Hohlen, konnte bei Menschen
und Tieren ein ,freilaufender Rhythmus“ mit einer graduellen Verschiebung der
Periodenldnge in Richtung 25 Stunden beobachtet werden (Aschoff, 1994)
(Abbildung 2).

Durch die circadiane Tag-Nacht-Rhythmik wird beim Menschen am Abend durch eine
abfallende Korpertemperatur und eine zunehmende Sekretion des Hormons Melatonin
der Schlafzyklus eingeleitet. Wéhrend des Schlafes werden Wachstumshormone und
Prolactin ausgeschuttet und regenerative und anabole Prozesse in den Korperzellen
aktiviert. Der Anstieg des Hormons Cortisol am Morgen wirkt mobilisierend auf
Korperzellen und Organe. Das Peptidhormon Gastrin und das Sexualhormon
Testosteron erreichen am Nachmittag ihre maximale Konzentration (Hastings, 1991;
Koukkari & Sothern, 2006).

Neben dem circadianen Rhythmus existieren biologische Rhythmen mit einer kiirzeren
Periodendauer (<20 Stunden), ultradianer Rhythmus, und mit einer langeren
Periodendauer (> 28 Stunden), infradianer Rhythmus (Koukkari & Sothern, 2006).
Ultradiane Rhythmen bestehen aus einer Frequenz, die von Millisekunden (z.B.
neuronale Entladungen), tGber Sekunden (z.B. Herzfrequenz, Wellen der elektrischen
Aktivitdt des Gehirns), tber Minuten (z.B. Atemfrequenz), bis zu Stunden (z.B.

pulsatile Hormonfreisetzung) reichen (Lemmer, 2012). Infradiane Rhythmen werden
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unter anderem beim Menstruationszyklus (circamensueller Rhythmus) oder beim

saisonalen Fellwechsel von Tieren oder dem j&hrlichen Wachstum von Pflanzen
(circaannuale Rhythmen) beobachtet (Lemmer, 2012) (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Biologische Rhythmen

Darstellung ultradianer Rhythmen (< 20 h), circadianer Rhythmen (ca. 24 h) und infradianer Rhythmen

(> 28 h) in biologischen Systemen (nach Lemmer, 2012).



Einleitung 4

1.1.1 Terminologie der Chronobiologie

Biologische Rhythmen werden mathematisch durch die Periodendauer (t), die
Amplitude, den Mesor und die Phase beschrieben (Abbildung 2). Die Amplitude stellt
die Differenz zwischen der maximalen oder minimalen Auslenkung z.B. einer
Cosinusfunktion bis zum Mittelwert der Funktion dar. Unter dem Mesor wird der
geschatzte Mittelwert des Rhythmus verstanden. Die Phase bezeichnet die zeitliche
Lage eines beliebigen Punktes auf der Rhythmuskurve (z.B. Peak = Maximum). Viele
biologische Rhythmen besitzen keine reine Cosinusfunktion, weshalb hdufig mehrere

Oberschwingungen an die Daten angepasst werden missen (Lemmer, 2012).

<+— Synchronisierter (entrainter) Rhythmus _...— Free-Running Rhythmus __________

LD 15:9 (15h Licht, 9h Dunkel) LL (Kontinuierliche Beleuchtung)
) Periode - ) Periode
1=24h t1# 24h

—_———— - — Y

"Dampfung"

Tag-Nachtrhythmus

00 12 00 12 00 12 00 12 00
[ Lichtperiode wihrend LD Zeit (Stunden) [ Licht wihrend LL
I Dunkelperiode wihrend LD ersetzt vorherige

Dunkelperiode

Abbildung 2: Terminologie der Chronobiologie

Die Periodendauer (t), Amplitude und Phase werden anhand einer Rhythmuskurve dargestellt.
Circadianer Rhythmus unter Hell-Dunkel Bedingungen (LD = Licht-Dunkel) und freilaufender Rhythmus
mit Verlust der 24 Stunden-Periodik unter konstanter Beleuchtung (LL = kontinuierliche Beleuchtung)
(nach Koukkari & Sothern, 2006).
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1.2 Anatomische Strukturen

Bei Einzellern wie Prokaryonten und Cyanobakterien reguliert jede Zelle unabhéngig
von anderen Zellen ihren an die Umwelt angepassten biologischen Rhythmus. Bei
Sdugetieren dagegen werden die tageszeitlichen Rhythmen (z.B. Cortisolsekretion,
Korpertemperatur) von einem (Ubergeordneten Impulsgeber koordiniert. Dieser
sogenannte Hauptschrittmacher besteht aus etwa 20000 Neuronen im zentralen
Nervensystem, unterhalb des dritten Ventrikels im vorderen Hypothalamus, dem
Nucleus suprachiasmaticus (SCN). Die suprachiasmatischen Nuclei sind paarig links
und rechts des dritten Ventrikels angelegt und liegen oberhalb der Kreuzung der beiden
Sehnerven (Chiasma opticum) (Weaver, 1998) (Abbildung 3).

GroRhirnrinde

Hypothalamus

SCN
E]bhitr))logische Hirnstamm
Hypophyse
Riickenmark

Auge Sehnerv
und RHT

Abbildung 3: Lokalisation des suprachiasmatischen Nukleus (SCN)
Der suprachiasmatische Nukleus (SCN) ist im Hypothalamus am Boden des dritten Ventrikels lokalisiert.
Er erhdlt Signale von der Retina tiber den retinohypothalamischen Trakt (RHT) (nach Lemmer, 2012).
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Experimentelle Untersuchungen an Mausen veranschaulichten, dass der circadiane
Aktivitats-Schlaf-Rhythmus (Stephan & Zucker, 1972) und der Cortisolrhythmus nach
einer Entfernung des SCN verloren gingen (Moore & Eichler, 1972). Untersuchungen
an der Taufliege, Drosophila melanogaster, demonstrierten erstmals die
molekulargenetische Funktionsweise der circadianen Uhr (Konopka & Benzer, 1971).
Die periodische Expression einzelner Gene und Transkriptionsfaktoren reguliert die
rhythmischen Veranderungen der elektrischen Aktivitdt der SCN-Neurone (Weaver,
1998). Um die Aktivitdt der SCN-Neurone an die taglichen Tag-Nacht-Schwankungen
anzupassen, empfangen die suprachiasmatischen Kerne Lichtsignale Gber den
retinohypothalamischen Trakt. Diese neuronalen Verbindungen fiihren von der Retina
(Netzhaut des Auges) bis zum SCN (Welsh et al., 2010). Einer der wirksamsten
Zeitgeber ist somit das Licht, welches den Tag-Nacht-Rhythmus entscheidend
beeinflusst. Durch den SCN werden wiederum die Organe des Hormonsystems
Hypothalamus, Hypophyse, Schilddriise und Nebennierenrinde in der Aktivitat ihrer
Hormonproduktion und -sekretion gesteuert. Viele periphere Organe und Zellen
besitzen aber auch die Fahigkeit einem eigenstandigen endogenen Rhythmus zu folgen
und weichen bis zu vier Stunden vom Rhythmus des SCN ab (Balsalobre, 2002).

1.3 Physiologische Funktion des Hormons Cortisol

Das Hormon Cortisol ist ein Steroidhormon und leitet sich, wie alle Steroidhormone
(Glucocorticoide, Mineralocorticoide, Androgene, Ostrogene, Gestagene), von der
Ausgangssubstanz Cholesterin ab. Cortisol gehort zu der Klasse der Glucocorticoide
und besteht aus einem Kohlenstoff-Geriist von 21 C-Atomen (Rassow, 2012). Die
Biosynthese der Glucocorticoide wird Uber die Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrinden-Achse reguliert. Der Hypothalamus aktiviert tber das Corticotropin-
Releasing-Hormon (CRH) und das Antidiuretische Hormon (ADH) die Ausschittung
des Adrenocorticotropen Hormons (ACTH) aus der Hypophyse. ACTH bewirkt
wiederum die Synthese und Produktion des Hormons Cortisol in der Zona fasciculata
der Nebennierenrinde. Das Hormon Cortisol kann durch einen negativen
Rickkopplungsmechanismus seine eigene Biossynthese Uber die Hemmung des
Hypothalamus und der Hypophyse regulieren  (Rassow, 2012). Die
Cortisolkonzentration im Plasma unterliegt einer circadianen Rhythmik. Die hochste
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Konzentration des Cortisols l&sst sich beim Erwachsenen unter stressfreien
Bedingungen am Morgen nachweisen und reduziert sich zum Abend hin. In
Stresssituationen und den Korper belastenden Situationen kann die Ausschiittung von
Cortisol bis auf das Zehnfache vermehrt werden, wodurch auch die circadiane
Rhythmik maskiert werden kann (Reincke et al., 1995).

Die primare Stoffwechselwirkung von Cortisol bezieht sich auf die Mobilisierung von
Energiereserven durch die Forderung der Gluconeogenese in der Leber und der
Hemmung der Glucoseverwertung, welche zu einer Erhohung des Blutzuckerspiegels
im Blut fihren. Cortisol fordert weiterhin die lipolytische Freisetzung freier Fettsduren
aus dem Fettgewebe und den Proteinabbau (McMahon et al., 1988). In hoheren
Konzentrationen fiihrt Cortisol zur Unterdriickung immunologischer und entzindlicher
Vorgange und aktiviert durch eine verstarkende Wirkung auf Katecholamine das Herz-
Kreis-Lauf-System (Herzfrequenz, Blutdruck) (Behrends et al., 2012). Der
therapeutische Einsatz synthetischer Cortisolderivate nutzt unter anderem diese
antiinflammatorische Wirkung, um (berschieBende Entziindungsreaktionen des

Organismus zu regulieren (Behrends et al., 2012).

1.3.1 Der Einfluss von Cortisol pra- und postnatal

In der Fetalperiode fordert Cortisol die Reifung der Organe (z.B. Lunge und Niere), die
Reifung des Herz-Kreislaufsystems und des Immunsystems (Liggins, 1994). Eine
besondere Rolle kommt Cortisol bei der Aktivierung von Surfactant in der fetalen
Lunge im letzten Schwangerschaftstrimenon zu. Diese korpereigene Substanz
verhindert durch eine Reduzierung der Oberflachenspannung in den Alveolen, dass die
Lungenbl&schen am Ende der Ausatmung kollabieren. Bis 34 Schwangerschaftswochen
(SSW) weist die fetale Lunge noch keine ausreichende Menge an Surfactant auf, um
eine ausreichende Beluftung der Lunge nach der Geburt zu gewahrleisten (Gross, 1990).
Auch das Hormon Cortisol konnte im Blutserum bei Feten bis zum letzten
Schwangerschaftstrimenon nur in niedrigen Konzentrationen nachgewiesen werden
(Ng, 2000). Vor der Geburt eines reifen Kindes erhoht sich die Cortisolkonzentration,
um die Surfactant-Bildung zu stimulieren und die fetalen Organe auf das extrauterine
Leben vorzubereiten (Ng, 2000). Schwangere Frauen mit drohender Friihgeburt erhalten

pranatal Glucocorticoide, um die Lungenreifung beim Feten zu beschleunigen und so
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die Ausbildung eines Atemnotsyndroms bei Friihgeborenen zu verhindern (Bolt et al.,
2001; Waffarn & Davis, 2012).

Bei Friihgeborenen variierten die Cortisolkonzentrationen im Blutserum nach der
Geburt von 20-680 nmol/L (0,7-24,6 pg/dL) mit einem Mittelwert £ SD von
125,4 £ 107 nmol/L (4,5 + 3,9 pg/dl) (Greaves et al., 2015; Al Saedi et al., 1995).

1.4 Frihgeborene

Das Gestationsalter eines Fetus wird vom 1. Tag der letzten Menstruationsblutung bis
zur Geburt bestimmt. Die rechnerische Genauigkeit dieses Berechnungsverfahrens
betrdgt + 2 Wochen (Maier & Obladen, 2011). Nach der 1986 revidierten WHO-
Klassifikation (World Health Organization) werden Kinder als Frihgeborene
bezeichnet, wenn sie vor der Vollendung von 37 Schwangerschaftswochen (SSW) post
menstruationem (p.m.), d.h. weniger als 259 Tagen p.m. geboren werden. Kommt ein
Kind nach vollendeten 37 und vor vollendeten 42 SSW (259-293 Tage) zur Welt, wird
es als reifes Neugeborenes und ab 42+0 SSW (>293 Tage) als Ubertragendes
Neugeborenes bezeichnet (Maier & Obladen, 2011).

Neben der Reife wird bei Neugeborenen auRerdem nach dem Geburtsgewicht
unterschieden. Untergewichtige Neugeborene (,,low birth weight infants“, LBW) sind
Kinder mit einem Geburtsgewicht <2500g. Abhédngig von Region und Ethnie sind 5-
15% der Lebendgeborenen betroffen. Als sehr untergewichtige Neugeborene (,,very low
birth weight infants®“, VLBW) werden Neugeborene mit einem Geburtsgewicht <1500g
(0,8-5% der Lebendgeborenen) bezeichnet. Extrem untergewichtige Neugeborene
(,extremely low birth weight infants®, ELBW) wiegen <1000g und machen 0,3-0,6%
der Lebendgeborenen aus (Maier & Obladen, 2011). Liegt das Geburtsgewicht
unterhalb der 10. Perzentile bezogen auf das Gestationsalter, spricht man von
hypotrophen Neugeborenen oder Small-for-Gestational-Age-Infants (SGA-Kinder).
Neugeborene mit einem Gewicht (ber der 90. Perzentile werden als makrosome oder
Large-for-Gestational-Age-Infants (LGA-Kinder) bezeichnet (Maier & Obladen, 2011).

1.4.1 Inzidenz und Ursachen der Friihgeburt

In einer internationalen Datenerfassung aus 184 Ldandern konnte eine weltweite
Frihgeburtenrate von 11,1% (Streuung: 9,1-13,4%) fiir 2010 berechnet werden, welches
einer Anzahl von 14,9 Millionen (Streuung: 12,3-18,1 Millionen) Frihgeborenen 2010
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entsprach (Blencowe et al., 2012). Die Frihgeburtenrate variierte stark zwischen den
einzelnen L&ndern, so wiesen die nordeuropéischen L&nder mit 5% die niedrigste
Frihgeburtenrate auf. Die hochste Rate an Frihgeburten befand sich in Sldostasien
(13,5%), Sudasien (13,3%) und in den subsaharischen L&ndern Afrikas (12,3%)
(Blencowe et al., 2012). Die Rate an Friihgeburten ist in allen erfassten L&ndern bis auf
in drei Landern (Kroatien, Ecuador, Estland) in den letzten 20 Jahren gestiegen oder
stabil geblieben. Der Anstieg der Frihgeburtenrate kann in einigen Ldandern
mdoglicherweise auf eine prézisere Datenerfassung in den letzten 20 Jahren
zurlckzufuhren sein (Blencowe et al., 2012; Howson et al., 2012). In den
Industrielandern  konnte ein  Zusammenhang zwischen der angestiegenen
Frihgeburtenrate und dem hoheren Alter der Frauen bei Erstschwangerschaft gefunden
werden. Studien belegten eine lineare Korrelation zwischen zunehmendem Alter der
Mutter (> 35 Jahre) und dem Risiko einer Friihgeburt (Shapiro-Mendoza & Lackritz,
2012). In den letzten Jahren konnte =zudem durch die Zunahme der
Fruchtbarkeitsbehandlungen in den Industrieldandern eine steigende Anzahl der
Mehrlingsschwangerschaften beobachtet werden. Etwa 10% aller Frihgeburten gingen
aus Mehrlingsschwangerschaften hervor (Blondel & Kaminski, 2002; Euro-Peristat
Project, 2015). Unglinstige soziodkonomische Lebensbedingungen oder ein schlechter
Gesundheitszustand (z.B. Bluthochdruck, Diabetes, Uber- oder Untergewicht) stellen
weitere Risikofaktoren fiir eine Frihgeburt dar (Mortensen, 2013; Heaman et al., 2013).
Im Rahmen des European Perinatal Health Report konnte in den letzten Jahren ein
Ruckgang der Sterblichkeit von friihgeborenen Kindern ermittelt werden. Unter
anderem wurde dies durch die technischen und qualitativen Fortschritte in der
Versorgung von friilhgeborenen Kindern erreicht (Euro-Peristat Project, 2015). Dennoch
sind Friihgeborene im Vergleich zu reifgeborenen Kindern sowohl kurz- als auch
langfristig einem erhohten Risiko fir gesundheitliche Komplikationen ausgesetzt.
Frihgeborene mit einem Gestationsalter <32 SSW besitzen deswegen immer noch ein
10-fach hoheres Risiko an perinatalen Komplikationen zu versterben als reifgeborene
Kinder (SchleuBner, 2013).
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1.5 Entwicklung des Tag-Nacht-Rhythmus bei Friihgeborenen

Die Entwicklung circadianer Muster der physiologischen und hormonellen Parameter
(Hormonsekretion, Kdérpertemperatur, Herzfrequenz) sowie des Schlaf-Wach-Rhythmus
sind fur die korperliche und gesundheitliche Reifung friihgeborener wie reifgeborener
Kinder von groRRer Bedeutung (Rivkees, 2003; Street et al., 2012). Circadiane Rhythmen
der physiologischen und hormonellen Parameter lassen sich bereits bei Feten
beobachten (Mirmiran & Kok, 1991). Bei reifgeborenen und frilhgeborenen Kindern
werden diese rhythmischen Schwankungen mit der Geburt zunéchst aufgehoben
(Weerth et al., 2003b). Im Hinblick auf das Aktivitats- und Ruheverhalten weisen
Neugeborene anfangs sehr kurze Phasen von Aktivitdt und Ruhe zu unregelméfRigen
Tages- und Nachtzeiten auf (polyphasisches Muster) (Korte et al., 2001). In den
darauffolgenden Monaten verandern sich die Aktivitdts- und Ruhephasen, in dem sich
die Dauer der aktiven Zeit am Tag und die Ruhephasen in der Nacht verlangern
(monophasisches Muster) (Korte et al., 2001). Die Anpassung an tagesperiodische
Schwankungen wird sowohl durch endogene als auch umweltbedingte Zeitgeber
beeinflusst (Korte et al., 2001; Rietveld, 1990).

Zur Reifung der circadianen Rhythmik bei Friihgeborenen liegen bisher nur wenige
Studien mit sehr widerspriichlichen Resultaten vor. In einer alteren Arbeit wurden
circadiane Schwankungen der Cortisolkonzentration und des Aktivitats-Ruhe-
Verhaltens ab dem dritten Lebensmonat beobachtet (Vermes et al., 1980), wahrend
aktuellere Studien das Auftreten circadianer Rhythmen bereits ab der zweiten bis achten
Lebenswoche nachweisen konnten (Antonini et al., 2000; Herrington et al., 2004; Kidd
et al., 2005; Korte et al., 2001). Andere Autoren konnten einen engen Zusammenhang
zwischen der Reifung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse
(HHN-Achse) und der Entwicklung der circadianen Rhythmik beobachten (Davis et al.,
2004; Korte et al., 1996). In den Untersuchungen zeigte sich, dass Frihgeborene im
Vergleich zu reifgeborenen Kindern nach einem Stressreiz eine geringere Menge an
CRH und ACTH sezernierten. Dies konnte auf eine Unreife der HHN-Achse hinweisen
(Davis et al., 2004; Korte et al., 1996).

Auch die Tag-Nacht-Lichtverhdltnisse haben einen entscheidenden Einfluss auf die
Entwicklung der circadianen Rhythmik bei Friihgeborenen (Antonucci et al., 2009; Tsai

et al., 2012). Rivkees et al. (2004) konnten feststellen, dass Friuhgeborene unter
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circadianen Licht-Dunkel-Verhéltnissen am Tag aktiver waren als in der Nacht.
Andererseits konnte unter konstanten Lichtverhaltnissen kein Unterschied der Aktivitat

am Tag und in der Nacht aufgezeigt werden (Rivkees et al., 2004).

1.6 Zielsetzung und Fragestellungen der Arbeit

Die Hauptaufgabe dieser Dissertation bestand darin, die Entwicklung des circadianen
und ultradianen Biorhythmus bei frihgeborenen Kindern mit einem Gestationsalter von
30<37 vollendeten SSW anhand von Cortisolkonzentration und Aktivitats-Ruhe-

Verhalten zu untersuchen.

Folgende Fragestellungen wurden bearbeitet:

a) Welche circadianen und ultradianen Zeitmuster lassen sich bei friihgeborenen
Kindern mit 30<37 SSW in den ersten vier Lebenswochen hinsichtlich der

Cortisolkonzentration und des Aktivitats-Ruhe-Verhaltens erfassen?

b) Wie verandert sich die Cortisolkonzentration bei Friihgeborenen in einem

Beobachtungszeitraum von zwei Wochen wahrend der ersten vier Lebenswochen?

c) Wie verandern sich das Aktivitats-Ruhe-Verhalten und das Schlafverhalten bei
Frihgeborenen in einem Beobachtungszeitraum von zwei Wochen wahrend der ersten

vier Lebenswochen?

d) Stellen Geschlecht, Gestationsalter, postnatales Alter bei Studienbeginn und eine
pranatale Steroidgabe relevante EinflussgréRen in Bezug auf die Cortisolkonzentration

und das Aktivitatsverhalten dar?
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Patienten und Methodik

Die vorliegende Studie ist Teil eines Projektes zum Thema ,,Biorhythmus und auditive
Stimulation bei Frithgeborenen®, an dem zwei Doktorandinnen mitgearbeitet haben. Die
vorliegende Dissertationsschrift konzentriert sich auf die Entwicklung des Biorhythmus

bei Friihgeborenen und geht nicht auf die auditive Stimulation ein.

2.1 Studiendesign

Es handelt sich um eine Langsschnittstudie. Der primdre Endpunkt der Studie hat
hypothesen-generierenden Charakter fur prospektive randomisierte Interventions-
studien.

Der Ethikantrag zur Durchfuhrung der vorliegenden Studie wurde von der zustandigen
Ethik-Kommission der medizinischen Fakultat der Philipps-Universitat Marburg am 10.
Februar 2012 bewilligt. Die Eltern wurden vor der Teilnahme ihres Kindes an der
Studie durch die/den zustindige(n) approbierte(n) Arztin/Arzt mit einer
Informationsbroschiire und in einem Gesprach aufgeklart. Die Zustimmung der Eltern
erfolgte schriftlich. Nach dem Vorliegen der Einwilligungserklarung und der Prifung
der Ein- bzw. Ausschlusskriterien wurden die Studienkinder in die Studie

eingeschlossen.

2.2 Patienten

Studienteilnehmer waren stabile Friihgeborene mit einem Gestationalter von 30<37
Schwangerschaftswochen (SSW), die zwischen dem 01.03.2012 und dem 21.01.2013 an
der Klinik fir Kinder- und Jugendmedizin des Universitatsklinikums Marburg station&r

aufgenommen wurden und die folgenden Kriterien erfillten.

2.2.1 Einschlusskriterien
a. Stabile Frihgeborene mit einem Gestationsalter von 30<37 vollendeten Wochen
b. Postnatales Alter <10 Tage
c. Schriftliche Einverstandniserklarung der Sorgeberechtigten

2.2.2 Ausschlusskriterien
a. Fehlende Einverstandniserklarung der Sorgeberechtigten

b. Schwere Fehlbildungen
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¢. Kinstliche invasive Beatmung

d. Erkrankungen des Herzens (angeborene Herzfehler, Herzrhythmusstérungen)
e. Einsatz von herzwirksamen Medikamenten (z.B. Katecholamine, Beta-Blocker)

f. HOrstorung

g. Absehbare Entlassung oder Verlegung des Kindes in den kommenden 2 Wochen

Die Ausschlusskriterien d.-f. wurden wegen des anderen Teils des Gesamtprojektes, der

Studie zur auditiven Stimulation, definiert.

2.2.3 Abbruchkriterien
a. Rucknahme der Einverstandniserklarung der Sorgeberechtigten

b. Kinstliche invasive Beatmung
c. Einsatz von herzwirksamen Medikamenten (z.B. Katecholamine, Beta-Blocker)
d. Horstorung

e. Schwerwiegende Komplikationen, die nach Einschatzungen der behandelnden

Arzte eine weitere Teilnahme an der Studie nicht erlaubten.

f. Entlassung nach Hause oder Verlegung in eine andere Klinik

2.2.4 Randomisierungsverfahren

Fur den anderen Teil des Gesamtprojektes, welcher die auditive Stimulation bei
Frihgeborenen untersuchte, erfolgte eine Randomisierung der Studienteilnehmer zu
einer von drei Studiengruppen. Die beiden Interventionsgruppen bestanden aus einer
Gruppe, die mit Wiegenliedern, und einer anderen Gruppe, die mit der Mutterstimme,
stimuliert wurde. Die Kontrollgruppe erhielt keine standardisierte auditive Stimulation.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden alle Kinder unabhdngig von ihrer

Gruppenzuordnung hinsichtlich der Entwicklung des Biorhythmus untersucht.
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2.3 Studienaufbau

2.3.1 Beschreibung der teilnehmenden Stationen

Die Studiendurchfiihrung fand sowohl auf der neonatologischen Intensivstation als auch
auf der neonatologischen Spezialstation der Kinderklinik Marburg statt. Auf der
neonatologischen Intensivstation (17) werden Friihgeborene mit schweren Erkrankungen
(z.B. Atemnotsyndrom, nekrotisierende Enterokolitis, intrazerebrale Blutungen) sowie
Neugeborene mit intensivmedizinisch zu versorgenden Erkrankungen (z.B.
Fehlbildungen, schwere Infektionen) intensivmedizinisch behandelt. Auf der
neonatologischen  Spezialstation (042) werden Fruhgeborene in stabilem
Allgemeinzustand und Neugeborene mit allgemeinen Erkrankungen versorgt.

2.3.2 Erfassung des Cortisol-Profils und Aktivitats-/Ruheverhaltens

An den Tagen eins, sieben und vierzehn wurden bei den Friihgeborenen jeweils sieben
Speichelproben im vier- bis fiinfstindigen Intervall zur Erstellung des Cortisol-Profils
entnommen. Zudem wurde bei den Kindern an den Tagen eins, sieben und vierzehn
jeweils Uber 24 Stunden die Aktivitat mit Hilfe eines Aktometers aufgezeichnet
(Abbildung 4).

Cortiso_lkpnzentration Cortisolkonzentration Cortisolkonzentration
und Aktivitattsmessung und Aktivititsmessung und Aktivititsmessung
Uber 24 h Uber 24 h Uber 24 h

0 1 7 14

| | | | | | | | | | | | | | | » Zeit (Tage)

Abbildung 4: Studienaufbau
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2.4 Material und Methodik

2.4.1 Datenerfassungsbogen

Bei Eintritt in die Studie wurden die Charakteristika der Fruhgeborenen (Geschlecht,
errechneter Geburtstermin, Geburtsgewicht, Gestationsalter, Apgar-Score, Mehrling
ja/nein, postnatales Alter bei Studienbeginn) pseudonymisiert erfasst. Wéahrend der
Studienperiode wurden nasale CPAP-Atemhilfe, Phototherapie oder interkurrente
Erkrankungen dokumentiert. Bei einem vorzeitigen Abbruch der Studie wurde dies mit
dem jeweiligen Grund verzeichnet. Daten zur Mutter, wie die Art der Entbindung,
pranatale Gabe von Steroiden, Anzahl der Schwangerschaften, Geburten und
demographische Merkmale wurden ebenfalls pseudonymisiert aufgezeichnet.

An den Studientagen eins, sieben und vierzehn wurde die Aktometermessung mit
Anfangs- bzw. Endzeitpunkt und eventuelle Unterbrechungen sowie der Zeitpunkt der
Speichelentnahmen protokolliert.

Bei der Entlassung oder Verlegung der Studienkinder wurden abschlieBend das
Entlassungsgewicht, das postnatale Lebensalter bei Entlassung und die Dauer des
Klinikaufenthaltes festgehalten. Frilhgeborene, die wegen der 0.g. Ausschlusskriterien
nicht in die Studie einbezogen werden konnten, wurden pseudonymisiert mit dem
Grund ihrer Nichtteilnahme notiert.

Alle erhobenen patientenbezogenen Daten wurden folgendermafRen pseudonymisiert:
jedes Studienkind erhielt eine fortlaufende Nummer als Studiencode, unter welcher es in
der Auswertung und Datenerhebung erfasst wurde. Der Code wurde verschlossen

verwahrt und nach Studienende vernichtet.

2.4.2 Speichelprobenentnahme

Material:

Wattestabchen (10-11 mm) NOBA Verbandmittel Danz GmbH u. Co;
Wetter, D

Cellstar ® Tubes (15 ml) Greiner Bio-One GmbH; Frickenhausen, D

Pipetten (0,5-10 pl, 2-20 ul,10-100 pl) Fisher Scientific GmbH; Schwerte, D
Pipettenspitzen Starlab GmbH; Hamburg, D

Reaktionsgefal (1,5 ml) ohne Deckel Sarstedt AG & Co.; Numbrecht, D
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Reaktionsgefal’ (1,5 ml) mit Deckel Greiner Bio-One GmbH; Frickenhausen, D
Khlzentrifuge (Centrifuge 5810R) Eppendorf; Wesseling-Berzdorf, D
Durchfiihrung:

Das Hormon Cortisol wurde im Speichel der Kinder gemessen. Mit Hilfe eines steril
verpackten Wattestdbchens wurde Speichel aus der Wangentasche der Frihgeborenen
gewonnen. Das Wattestdbchen wurde 5-10 Minuten in der Wangentasche der Kinder
belassen. Anschlieend wurde es in ein Cellstar-R6hrchen (15 ml) mit luftdichtem
Deckel gegeben und im Kihlschrank bei 4°C fir 2 bis 5 Tage gelagert. Die
gesammelten Proben wurden in regelmaRigen Abstdnden im Forschungslabor der Klinik
fir Kinder- und Jugendmedizin in Marburg aufgearbeitet. Zur Extraktion des Speichels
wurden die Wattestdbchen in kleine Reaktionsgefdle (RG) (1,5 ml) gegeben. Die
spitzen Enden der RG wurden vorher abgeschnitten. Danach wurde jedes bestiickte RG
zurlck in das zugehorige Cellstar-Réhrchen eingelegt (Abbildung 5). Die
verschlossenen Roéhrchen wurden im Anschluss in der Kihlzentrifuge bei 4000
Umdrehungen 30 Minuten zentrifugiert. Danach folgte das Pipettieren des Sediments in
ein weiteres RG. Das entnommene Speichelvolumen wurde beim Pipettieren bestimmt
und dokumentiert. Die Proben wurden mit einem Code fortlaufend nummeriert und bis

zur Durchfuhrung des nachsten ELISA bei -20°C tiefgefroren.

Cellstar-Rorchen

Wattestabchen

Reagenzgefal? (RG)

\/ (0 e e s e e A O RO

Abbildung 5: Verfahren zur Speichelgewinnung
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Intervallfrequenz der Speichelprobenentnahme:

Folgende Zeitpunkte wurden im vier- bis funfstindigen Rhythmus zur Erstellung eines
circadianen Cortisol-Profils gewahlt:

20:00 Uhr

21:00 Uhr

01:00 Uhr

05:00 Uhr (vor der morgendlichen Pflegerunde)

08:00 Uhr (nach der morgendlichen Pflegerunde)

13:00 Uhr

17:00 Uhr

Die Wahl des kurzen Intervalls der Speichelprobenentnahme 20:00 und 21:00 Uhr
erfolgte aufgrund des anderen Teils des Gesamtprojektes, der Studie zur auditiven
Stimulation. Hinsichtlich des Entnahmezeitpunktes wurde berlcksichtigt, dass die letzte
Mahlzeit minimal zwei Stunden zurticklag, ebenso wie die letzte stressreiche invasive
MaBnahme. Dies wurde im Datenerfassungsbogen protokolliert. Die Tag- und
Nachtcortisolkonzentrationen wurden gegenlbergestellt, indem die gemessene
Cortisolkonzentration der Erhebungszeitpunkte 20:00, 21:00, 01:00 und 05:00 Uhr als
Variable ,,Nacht* gruppiert und die Konzentrationen der Zeitpunkte 08:00, 13:00 und

17:00 Uhr als Variable ,,Tag* zusammengefasst wurden.
2.4.3 Bestimmung der Cortisolkonzentration
Material:

Cortisol ELISA-Kit RE 52611, IBL International GmbH;
Hamburg, D

Pipette n (0,5-10 pul, 2-20 ul,10-100 pl) Fisher Scientific GmbH; Schwerte, D
Pipettenspitzen Starlab GmbH; Hamburg, D

Mehrkanalpipette Thermo Electron Corporation GmbH;
Langenselbold, D

Pipettenspitzen ELISA (200 pl) Yellow Bevelled Tip, Starlab GmbH;
Hamburg, D
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Zentrifuge Centrifuge 5417R, Eppendorf; Wesseling-
Berzdorf, D
Schiittler Mixer Uzusio VTX-3000L, Lab Logistic

Group GmbH; Meckenheim, D

Ruttler Edmund Buhler GmbH; Hechingen, D

Mehrkanal-Washer ASYS Hitech GmbH; Eugendorf, A

ELISA-Reader ASYS Hitech GmbH; Eugendorf, A

Reader-Software MikroWin 2000 Connect, Mikrotek;
Overath, D

Die Messung der Cortisolkonzentration aus dem Speichel der Friihgeborenen wurde mit
Hilfe eines sandwich ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay) durchgefihrt.
Dieses Verfahren besteht aus der Bildung von Antigen-Antikérper-Komplexen und
einer daran gekoppelten enzymatischen Farbreaktion. Die Signalstarke der
enzymatischen Farbreaktion kann quantifiziert werden, indem die Probe mit einer
definierten Wellenldnge durchleuchtet und ihre Absorption von einem Photometer
detektiert wird. Fir quantitative Nachweise wird eine Reihe bekannter
Antigenkonzentrationen  gemessen und aus dieser  Standardreihe  eine
Kalibrierungskurve erstellt. Mit dieser definierten Kalibrierungskurve kann aus der

ermittelten Absorption der Proben die Cortisolkonzentration berechnet werden.

Durchfihrung:

Zur Aufbereitung des Probenmaterials wurden die eingefrorenen Speichelproben zur
Entfernung von Luftblasen nach dem Auftauen 5 Minuten bei 13000 U/min
zentrifugiert. Die Standards, Kontrollen und Proben wurden in eine 96-Well-
Mikrotiterplatte des ELISA-Kits aufgetragen, die mit einem primaren Cortisol-
Antikorper beschichtet vorlag. Zur Durchfuhrung des Cortisol-ELISA war eine
Probenmenge von 50 pul pro Vertiefung erforderlich. Alle Proben mit nicht
ausreichender Materialmenge wurden mit einem Puffer (0,1% BSA, 0,1% ProClin) auf
das bendtigte Volumen von 50 pl aufgefillt. Der verwendete Puffer bindet laut

Angaben des Herstellers nicht zwischen Antikérpern und den Bestandteilen der zu
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messenden Probe (IBL International GmbH, Hamburg). Anschlieend wurde das
Enzymkonjugat (100 pl pro Vertiefung) hinzu pipettiert. Dieses bestand aus dem
Zweitantikorper, konjugiert mit dem Enzym Horseradish Peroxidase (HRP). Es folgte
eine zweistlindige Inkubation der Proben bei Raumtemperatur auf einem Rdttler bei 350
U/min. Zur Entfernung ungebundener Enzyme erfolgten vier Waschvorgange mit einem
1:10 verdiunnten Waschpuffer (Phosphatpuffer mit Tween). Nach diesem
Waschvorgang wurden 100 ul des Substrats Tetramethylbenzidin in jede Vertiefung
hinzugefugt. Das Substrat reagiert mit dem Enzymkonjugat HRP unter Bildung eines
blauen Farbkomplexes. Dieser Farbstoff bildet sich nur, wenn eine immunchemische
Reaktion stattgefunden hat. Nach der Inkubation wurde die Enzymreaktion durch
Zugabe von Schwefelsaure (100 pl pro Vertiefung) abgestoppt. Die Reaktion des
Substrates mit der Schwefelsdure bildet einen stabilen gelben Farbkomplex. Nach dem
Farbumschlag wurde die optische Dichte mit einem Photometer (ELISA-Reader) bei
einer Wellenlange von 450 nm gegen eine Referenzwellenldnge von 620 nm innerhalb
von 15 min gemessen. Die Konzentrationen der Speichelproben wurden anhand der
aufgetragenen Standardkurve mit Hilfe der ELISA-Reader-Software mittels eines

standardisierten Algorithmus berechnet.

2.4.4 Aktographie

Material:
Aktometer ActiSleep-BT, ActiGraph™: Pensacola, (FL), USA
ActiLife6 Software Version 6.10.0.0 Lite Edition, ActiGraph™:
Pensacola, (FL), USA
Elastisches Verbandmaterial NOBA Verbandmittel Danz GmbH u. Co;
Wetter, D
Durchfihrung:

Die Datenerfassung des Aktivitats- und Ruheverhaltens erfolgte mit Hilfe eines
Aktometers. Das armbanduhrahnliche Gerét (Gewicht: 19 g, MaBe: 46 mm x 33 mm x
15 mm) zeichnet die Bewegungen und die Bewegungsbeschleunigung anhand eines
internen Sensors mit 30 Hz/min auf (Abbildung 6). Die Bewegungsausrichtungen stellt
das Gerét anhand einer vertikalen, horizontalen und perpendikularen Achse dar. Die
Bewegungsbeschleunigung wird erst ab 0,1 g gemessen. Dadurch kann eine

Aufzeichnung passiver Bewegungen (z.B. Bewegung des Inkubators) ausgefiltert
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werden. Das Aktometer wurde am Unterschenkel des Friihgeborenen befestigt und mit
elastischem Verbandsmaterial gepolstert und fixiert. Vor jeder Messeinheit wurde mit
Hilfe des ActiLife6-Software-Programms der jeweilige Code des Patienten, Start- und
Endzeitpunkt der Messung, die Position des Gerates sowie das Gewicht und die GroRe
des Kindes eingestellt und programmiert. Die Aufzeichnung der kindlichen Bewegungs-
und Aktivitatsmuster erfolgte Gber 24 Stunden an den genannten Studientagen von ca.
19:00 bis ca. 21:00 Uhr am folgenden Abend. Auf dem Datenerfassungsbogen wurde
dokumentiert, wenn das Aktometer wegen Pflegemalinahmen, Fototherapie,
technischen Problemen etc. entfernt werden musste. Die Daten wurden mittels USB-
Verbindung auf einen Computer transferiert und weiter bearbeitet. Das Aktometer
wurde nach jeder Anwendung gereinigt und desinfiziert (mikrozid®, Schillke Mayr
GmbH, Norderstedt).

7

© Universitit Salzourg. ~ Abbildung 6: Aktometer

2.4.5 Messung der Lichtverhaltnisse

Material:

Beleuchtungsmessgerét Mavolux 5032 C, Gossen Foto- und
Lichtmesstechnik GmbH; Nirnberg, D

Die Beleuchtungsstarke im Raum wurde einmalig ber 24 Stunden anhand des
Beleuchtungsmessgerats von Mavolux (5032C) auf den beiden oben beschriebenen
Stationen 17 und 042 erhoben.
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2.5 Statistische Analyse

2.5.1 Datenverarbeitung

Fur die Datenverarbeitung und statistische Berechnung wurden die Programme
Microsoft® Excel® 2010 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA),
IBM® SPSS® Statistics (Version 21.0.0.0, International Business Machines Corp.,
Armonk, NY, USA) und die Statistiksoftware R 2.15.0 (R Development Core Team,
2008) verwendet. Die abhangigen Variablen wurden deskriptiv dargestellt (Mittelwert,
Standardabweichung (SD), Median, Varianz). Fir normal verteilte Parameter wurden
der Mittelwert und die Standardabweichung angegeben, nachdem diese anhand des
Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung gepruft wurden. Bei nichtnormal
verteilten Werten wurden die Gruppenunterschiede mit einem Kruskal-Wallis-Test
erfasst sowie der Median und die Streuung aufgefiihrt. Die dargestellten Boxplots mit
Whiskers zeigen den Median, die Quartilen und die Streuung. Im Hinblick auf die
StichprobengroRe und die zu erwartenden Effekte wurde ein a-Fehler < 0,05 als
signifikant erachtet.

Bei einer Ricknahme der Einverstdndniserklarung wurden die bis dahin erhobenen
Daten in der Auswertung nicht berticksichtigt. Wenn die Datenerhebung aufgrund einer
Entlassung oder Verlegung vorzeitig beendet werden musste, wurden die bis dahin
erfassten Daten fur die Studienauswertung verwendet.

Herr Prof. em. Dr. Dr. h.c. B. Lemmer und Herr Dr. S. Gorbey vom Institut flr
Experimentelle und Klinische Pharmakologie und Toxikologie der Medizinischen
Fakultat Mannheim der Ruprecht-Karls-Universitat Heidelberg sowie Frau Prof. Dr. N.
Timmesfeld vom Institut fir Medizinische Biometrie und Epidemiologie der Philipps-
Universitdit Marburg berieten und unterstiitzten die statistische Auswertung der

Datenerhebungen.

2.5.2 Auswertung mit Hilfe des linearen gemischten Modells

Die Anwendung eines linearen gemischten Modells ist bei abh&ngigen Daten sinnvoll,
die longitudinal tber einen gewissen Zeitraum von den gleichen Individuen erhoben
werden (Ng et al., 2011). In einem linearen klassischen Modell (einfache
Varianzanalyse) werden nur feste Effekte untersucht, die eine bekannte Anzahl

moglicher Auspragungen besitzen. Das lineare gemischte Modell bertcksichtigt
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aullerdem zuféllige Effekte, bei denen es sich um Faktoren handelt, die unendlich viele
Auspragungen besitzen und deren realisierte Faktorstufen lediglich eine Zufallsauswahl
darstellen (Albert & Hunsberger, 2005). Mit dem linearen gemischten Modell kénnen
somit Beziehungen innerhalb einer Zeitspanne dargestellt und fehlende Datenpunkte
besser ausbalanciert werden (Albert & Hunsberger, 2005). Die Umsetzung des Modells

basiert auf folgender mathematischer Formel (Snijders et al., 2012):
Yi:XiX,B+ZiXb+€i

Die Formel setzt sich zusammen aus Y;, welches die Zielvariable des i-ten Individuums
darstellt. In unserem Studiendesign bezieht sich diese Zielvariable auf die beiden
Parameter Cortisol und Aktivitat. X; beschreibt die erklarende Variable und B den
Regressionskoeffizienten, der flr alle Individuen gleich ist. Zusammen bilden X; x B8
den festen Effekt und zi x b den zufélligen Effekt. Der feste Effekt wird in der
vorliegenden Arbeit durch die Faktoren ,Studientag® (Tag 1, 7, 14) oder
,Erhebungszeitpunkt” pro Studientag definiert. Die Auswahl der Studienkinder und die
ausgewdhlten Beobachtungstage werden durch den zufilligen Effekt (,,random effects)
bertcksichtigt. & beinhaltet den zufélligen Fehler, der die unerklarbare Variabilitat der
Zielvariablen beriicksichtigt, z.B. entstanden durch den Messprozess (Snijders et al.,
2012).

Die Analyse der Cortisol- und Aktivitatsdaten wurde anhand des linearen gemischten
Modells in R 2.15.0 mit dem Paket ,,lme4“ und ,,nlme* durchgefiihrt (Bates et al., 2014;
Pinheiro et al., 2014; Snow, 2006). Jede Auswertung erfolgte durch eine individuelle
Modellanpassung, indem die zu analysierenden Variablen, Faktoren und zufélligen
Effekte ermittelt wurden. Zuerst wurden alle erklarenden Faktoren und zufélligen
Effekte in das Modell eingeschlossen. Schrittweise wurden die einzelnen Faktoren und
,random effects” herausgenommen und nach jedem Schritt der AIC-Wert (Akaike
information criterion Wert) ermittelt. Der AIC-Wert bildet sich aus dem Logarithmus
der Likelihood-Funktion und der Anzahl der Variablen im Modell. Je kleiner der AIC-
Wert ausféllt, desto genauer ist die Anpassung des Modells (Bates et al., 2014). Dieses
schrittweise Vorgehen ermdglicht, das am besten zu den Daten passende Modell zu
finden. AnschlieRend wird das ausgewéhlte Modell auf Homogenitatsvarianz und
Normalverteilung Uberpriift, indem die Residuen des Modells aufgezeichnet werden.
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Die Residuen stellen die durch die Formel nicht erklarbaren Einflussfaktoren dar. In
einem Streudiagramm werden die Residuen gegen die theoretischen Werte der
Zielvariablen abgebildet. Dabei sollte eine moglichst homogene Streuung der Residuen
erreicht werden. Falls keine balancierte Homogenitatsvarianz und Normalverteilung

vorlag, wurde eine logarithmische Transformation der Daten durchgefihrt.

2.5.3 Rhythmusanalyse der Parameter Cortisol und Aktivitat

Die circadiane Rhythmik des Hormons Cortisol und der Aktivitat wurde mit dem
Programm  Chronos-Fit  Version 1.06 (Mannheim, D) analysiert. Die
Rhythmusuntersuchung erfolgte mit der Lomb-Scargle-Methode (Least Squares
Spectral Analysis (LSSA)). Die Lomb-Scargle-Methode passt eine Cosinus Funktion an
die Daten an und ist im Gegensatz zu klassischen Regressionsmethoden (z.B. Fast-
Fourier-Transformation) robust gegenliber unregelméaBigen Zeitabstanden. Das
Signifikanzniveau der Periodenlange wird anhand eines F-Test geprift. Die berechneten
Rhythmusparameter ~ Periodenldnge (1), Mesor, Peak, Tagesmittelwert und
Nachtmittelwert wurden miteinander verglichen, um Unterschiede zwischen den drei
Studiengruppen und den drei Studientagen (Tag 1, 7 und 14) aufzuzeigen. Eine
Gruppierung der Daten hinsichtlich des Faktors Tag- und Nachtcortisolkonzentration
ermdoglichte es, bei einer kleinen StichprobengroRe eine bessere Charakterisierung und
hohere Prazision der Daten zu erreichen. Der statistische Vergleich lief Uber eine
zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholungen und dem Tukey-HSD-Test
(Honestly Significant Difference) anhand des linearen gemischten Modells. Der Tukey
HSD-Test vergleicht die Mittelwertdifferenzen der Stichproben paarweise miteinander

und gewihrleistet, dass bei jedem Vergleich das a-Signifikanzniveau eingehalten wird.

2.5.4 Analyse des Aktivitats-/Ruheverhaltens

Das Uber 24 Stunden registrierte Aktivitats- und Schlafverhalten der Fruhgeborenen
wurde mit Hilfe des ActiLife-Programms Version 6 anhand des ActiLife Scores
ausgewertet. Zur Auswertung verwendete das Programm den sogenannten Vektor
Magnitude Wert, welcher sich aus drei Achsen zusammensetzt. Die drei Achsen
beinhalteten die vertikale (Axis 1), horizontale (Axis2) und perpendikulare Achse
(Axis 3).



Patienten und Methodik 24

Der Vektor Magnitude Wert berechnet sich nach folgender Formel:

Vektor Magnitude = VM =/ (Axis 1)2 + (Axis 2)2 + (Axis 3)2

Der Vektor Magnitude Wert wurde weiterhin mit Hilfe eines Algorithmus von So et al.
(So et al., 2005), entwickelt fir Neugeborene in einem Alter von zwei bis vier Wochen,
analysiert. Laut Literaturangaben liegt derzeit kein angepasster Algorithmus fur
Frihgeborene vor. Die Intensitat der Aktivitat wurde demnach in drei Stufen eingeteilt,
je nach Gewichtung der Frequenzausschldge. Das niedrigste Aktivitatsniveau
bezeichnet die Ruhephase der Friihgeborenen und umfasst alle Frequenzausschlage < 37
counts/min. Das mittlere Aktivitatsniveau befindet sich zwischen 38-419 counts/min
und die hochste Aktivitatsstufe wird ab 420 counts/min definiert.

Die erfasste Schlafdauer der Frilhgeborenen wurde im Bezug zur Gesamtdauer der
Aktivitatsaufzeichnung prozentual fur jedes Studienkind berechnet. Der statistische
Vergleich der Aktivitatsstufen und Schlafdauer hinsichtlich des beeinflussenden Faktors
Studientag erfolgte anhand eines generalisierten linearen gemischten Modells (GLMM).
Die Anwendung eines GLMM zur Analyse der Aktivitatsfrequenzen ist fur die
Auswertung diskreter Daten (diskontinuierlicher Daten) besser geeignet als ein
Klassisches lineares Modell. Anhand des GLMM wurde eine zweifaktorielle
Varianzanalyse mit Messwiederholungen angewendet und anschlielend bei gegebener
Signifikanz ein Tukey-HSD-Test ausgefiihrt.

2.5.5 Interaktionseffekte

Laut Literaturangaben stellen Gestationsalter (GA), postnatales Alter (PNA) und
Geschlecht der Frilhgeborenen sowie pranatale Steroidgaben mdogliche Stérfaktoren
beziiglich der Cortisolkonzentration und des Aktivitatsverhaltens dar (Davis et al.,
2006; Neu et al., 2007; Schaffer et al., 2009). Um signifikante Interaktionen dieser
Nebeneffekte zu ermitteln, wurden die univariaten Zusammenhange geprift. Dies kann
in R Uber eine ANOVA (analysis of variance) mit Messwiederholungen moduliert

werden.
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Ergebnisse
3.1 Das Patientenkollektiv

Die Datenerhebung erfolgte an der Klinik fir Kinder- und Jugendmedizin des
Universitatsklinikums Marburg in dem Zeitraum vom 1. Marz 2012 bis 21. Januar 2013.
Aus einem Patientenpool von 108 Friihgeborenen mit einem Gestationsalter von 30<37
vollendeten Wochen, konnten in diesem Zeitraum zur Erhebung der Cortisol- und
Aktivitatsdaten 62 Fruhgeborene nach den o.g. Einschlusskriterien in die Studie
eingeschlossen werden. 46 Frihgeborene konnten nicht an der Studie teilnehmen. Die
Grinde dafir sind in Abbildung 7 aufgefihrt.

Bei 10 der 62 eingeschlossenen Frihgeborenen (16%) wurde die Datenerhebung
aufgrund der u.g. Griinde vorzeitig beendet (Abbildung 7). Weitere Einschrankungen
der StichprobengroRe durch technische Defekte werden in den jeweiligen Kapiteln
aufgezeigt (vgl. Tabelle 2)

Das Gesamtkollektiv der 62 eingeschlossenen Frihgeborenen wurde im Rahmen des
Gesamtprojektes durch Randomisierung in drei unterschiedliche Studiengruppen
(Mutterstimme N=20, Musik N=20, Kontrollgruppe N=22) aufgeteilt.

Das Aktivitatsverhalten wurde bei allen Studienkindern untersucht. Die Analysen des
Cortisol-Profils beziehen sich nur auf die Kinder der Kontrollgruppe. In dieser Gruppe
erfolgte bei einem Kind nur eine partielle Datenerhebung, da die Entlassung bereits vor
Studienende stattfand. Zwei Sorgeberechtigte nahmen ihre Einwilligung zur
Studienteilnahme zurick, so dass eine vollstdndige Cortisolbestimmung bei insgesamt

19 Studienkindern durchgefiihrt werden konnte.
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Abbildung 7: Darstellung des Patientenkollektivs

Der abgebildete Teil oberhalb der gestrichelten Linie bezieht sich auf das Gesamtprojekt (Biorhythmus
und auditive Stimulation), der Teil unterhalb der gestrichelten Linie nur noch auf die vorliegende Studie
(Biorhythmus).

* Die Messung des Aktivitatsverhaltens erfolgte bei allen Studienkindern (n=52); Die Cortisolmessungen

wurden bei 19 von 52 Studienkindern durchgefiihrt. Diese Kinder stellten die Kontrollgruppe in der
Studie zur auditiven Stimulation dar.
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3.1.1 Deskriptive Charakteristika der Patienten

Die klinischen Daten des Patientenkollektivs sind der Tabelle 1 zu entnehmen. Das
mittlere Gestationsalter (GA) der Gesamtstichprobe (N=62) betrug 33+0 SSW, das
mittlere Geburtsgewicht lag bei 1840 g (SD=520 g). Vier Friuhgeborene wiesen bei
Geburt ein Gewicht unter 1000 Gramm (ELBW) und 12 Studienkinder ein
Geburtsgewicht unter 1500 Gramm (VLBW) auf. Bei 14 Studienkindern befand sich
das Geburtsgewicht unterhalb der 10. Perzentile fiir das jeweilige Gestationsalter (SGA-
Kinder). Insgesamt wurden 33 Knaben (53%) und 29 Madchen (47%) in die Studie
eingeschlossen. Zehn Zwillingspaare und ein Drillingstrio befanden sich unter den
Studienteilnehmern. Der Median des Apgar-Score nach 5 Minuten (Apgar 57) betrug
8 Punkte (Streuung: 6-10). Die Miitter von 29 Studienkindern erhielten keine Steroide
vor der Geburt ihres Kindes, 5 Muitter wurden mit einem unvollstdndigen Zyklus
(1x12 mg Betamethason) und 27 Mitter mit einen kompletten Zyklus (2x12mg
Betamethason) therapiert, wahrend eine Mutter 3 mal 12 mg Betamethason erhielt.
Schwere Erkrankungen oder Komplikationen traten wéhrend der Studie bei flnf
Frihgeborenen auf (Tabelle 1). Von einer statistischen Untersuchung maoglicher
Interaktionseffekte zwischen erkrankten Studienkindern und den Zielparametern wurde
abgesehen, da eine weitere Untergruppenbildung wegen der geringen Fallzahl nicht

sinnvoll erschien.
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Tabelle 1: Demographische und klinische Daten der Studienpopulation

Variable Gesamt (N=62) CG (N=22)
GA (Wochen+Tage) Mittelwert (SD) 33+0 (10,8) 33+4 (7,2)
PNA (Tage) Mittelwert (SD) 4,9(2,2) 4,1(2)
Geburtsgewicht (g) Mittelwert (SD) 1840 (520) 1979 (417)
Apgar-Score (5 min) Median (Streuung) 8 (6-10) 8 (6-10)
Geschlecht N (%) Ménnlich 33 (53%) 10 (45%)
Weiblich 29 (47%) 12 (55%)
SGA N (%) 14 (23) 4 (20)
CPAP N (%) 9 (15) 3 (15)
Interkurrente 5(8) 0(0)
Erkrankungen N (%)
Pranatale Steroidgabe Keine Gabe 29 (47) 12 (55)
N (%) Vollstandige Gabe
(2x12mg) 27 (43) 9 (40)
1x12mg Gabe 5(8) 1(5)
3x12mg Gabe 1(2) 0(0)

Gesamt: Gesamtgruppe fir die Messung der Aktivitat; CG: Cortisolgruppe flr die Messung des Cortisol-
Profils (Die Cortisolgruppe ist eine Teilpopulation der Gesamtgruppe und gleichzeitig auch die
Kontrollgruppe der Studie zur auditiven Stimulation); N: Anzahl; SD: Standardabweichung; GA:
Gestationsalter bei Geburt; PNA: Postnatales Alter bei Studienbeginn; Apgar: Apgar-Score nach 5
Minuten; SGA: Small for gestational age (< 10. Perzentile); CPAP: continuous positive airway pressure
(Beatmungshilfe); Prénatale Steroidgabe: Betamethason; Interkurrente Erkrankungen: Nekrotisierende
Enterokolitis, intrazerebrale Blutung, Infektion.

3.2 Lichtverhaltnisse

Die aufgezeichneten Lichtverhéltnisse am Tag wurden auf der neonatolgischen
Intensivstation (17) im Durchschnitt mit 1133 + 961 Ix und auf der neonatologischen
Spezialstation (042) mit 380 £ 26 Ix gemessen. Die Nachtmittelwerte mit 5 + 13 Ix auf
der Station 17 und 7 = 12 Ix auf der Station 042 zeigten eine deutliche Abnahme der

Beleuchtungsstérke in der Nacht im Vergleich zu den Lichtverhéltnissen am Tag.
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3.3 Die Cortisolkonzentration im Speichel

3.3.1 Deskriptive Statistik

Zur Erfassung der tagesperiodischen Schwankungen der Cortisolkonzentration erfolgte
die Speichelprobenentnahme bei den Friihgeborenen (N = 22) im vier- bis funfstiindigen
Rhythmus. Aus dem sich ergebenden Gesamtpool von 422 Speichelproben konnten
274 Proben (65%) zur Analyse verwendet werden. 148 Proben (35%) konnten wegen
eines zu geringen Speichelvolumens, aus technischen und organisatorischen Grunden

(medizinische Interventionen) nicht erfasst werden (Tabelle 2).

Tabelle 2: Stichprobengréle zur Erstellung des Cortisol-Profils

Probenmenge CG
Frihgeborene (N) 22
Proben (N) 422
Verwertbare Proben 274 (65%)
Nicht verwertbare Proben 148 (35%)
Speichelmenge zu gering (<10ul) 107 (25%)
Fehlversuch ELISA 18 (4%)
Organisatorische Griinde 23 (6%)

N: Anzahl der Proben; CG: Cortisolgruppe
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Die gemessene Cortisolkonzentration war am ersten Studientag im Durchschnitt hoher

als an den Tagen 7 und 14. Die Messwerte zeigten eine grofiere Streuung am ersten Tag

im Vergleich zu den folgenden Studientagen (Tabelle 3).

Tabelle 3: Deskriptive Statistik der Cortisolkonzentration im Speichel (nmol/L)

Tag 1 Tag 7 Tag 14

Zeit Median Range N Median  Range N Median Range N

20:00 194 [9,5-50,5] 15 9,8 [4,9-27,0] 15 10,1 [4,9-31,4] 12
21:00 16,7 [4,1-45,0] 14 8,1 [3,2-658] 14 95 [55-50,0] 12
01:00 21,9 [9,7-119,7] 11 99 [3,8-37,0] 14 95 [5,2-28,2] 12
05:00 124 [5,5-66,5] 14 9,9 [48-239] 12 12 [5,2-37,3] 11
08:00 14,9 [4,1-36,5] 10 14,4 [4,9-43,0] 15 82 [45-21,2] 11
13:00 13,9 [5,9-73,5] 16 10,7 [5,4-36,1] 12 128 [3,1-30,6] 8
17:00 11,8 [5,3-68,9] 15 97 [54-11,8] 7 111 [6,9-27,4] 12

Streuung: Minimum und Maximum der Cortisolkonzentration; N: Anzahl der Speichelproben

3.3.2 Rhythmusanalyse

Zur Erfassung eines circadianen Rhythmus mit der Lomb-Scargle-Methode sind

mindestens vier Messungen im Zeitfenster von 24 Stunden erforderlich. Deshalb

wurden nur Messungen der Studienkinder in die statistische Auswertung einbezogen,

von denen mindestens vier gultige Konzentrationsmessungen mit einem ausgeglichenen

Tag-/Nachtverhaltnis vorlagen. Es gingen 15 Frilhgeborene am ersten, zehn am siebten

und acht Frihgeborene am vierzehnten Untersuchungstag in die Analyse ein.

Lediglich bei einem Fruhgeborenen konnte am ersten Untersuchungstag ein circadianer

Rhythmus mit einer Periodenldnge von 24 Stunden nachgewiesen werden (F-Test:
p = 0,04) (Abbildung 8).
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Der Peak der Harmoniekurve lag bei einer Cortisolkonzentration von 41,19 nmol/L um
5:02 Uhr morgens. In der Nacht konnte eine deutlich niedrigere mittlere
Cortisolkonzentration (x = 11,74 nmol/L) als am Tag (x = 19,85 nmol/L) gemessen
werden. In der statistischen Gruppenanalyse der weiteren Friilhgeborenen konnten keine
signifikanten circadianen oder ultradianen Schwankungen der Cortisolkonzentration an
den Studientagen 1, 7 und 14 beobachtet werden (Tabellen im Anhang S. 75-76).
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Abbildung 8: Circadianer Cortisolrhythmus eines Frihgeborenen

Darstellung des circadianen Rhythmusprofils eines Friihgeborenen mit einer Periodenldnge von 24
Stunden. Zur besseren Veranschaulichung wurde das Rhythmusprofil Ober zweimal 24 Stunden
abgebildet. Units: Einheit der Cortisolkonzentration nmol/L; Time(h): Angabe der Uhrzeit in Stunden

3.3.3 Vergleich der Cortisolkonzentration im Speichel zwischen den Studientagen
Der statistische Vergleich der Cortisolkonzentration zwischen den einzelnen
Studientagen und den verschiedenen Erhebungszeitpunkten wurde nach einer
logarithmischen Transformation geprift. In den Berechnungen lieen sich keine
signifikanten tageszeitlichen Schwankungen hinsichtlich der gemessenen Uhrzeiten

innerhalb eines Studientages ermitteln.
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Die Cortisolkonzentration des ersten Erhebungstages (Median = 16,5 nmol/L, IQR
(Interquartilsabstand) = 10,6-27 nmol/L) war signifikant hoher im Vergleich zu den
Messwerten des siebten (Median = 9,8 nmol/L, IQR = 6,3-16,4 nmol/L), (Tukey-HSD,
z = 3,90, p < 0,001) und vierzehnten Untersuchungstages (Median = 10,0 nmol/L,
IQR = 7,6-15,5 nmol/L), (Tukey-HSD, z = 3,03, p < 0,005). Hingegen wichen die
mittleren Cortisolwerte am siebten und vierzehnten Untersuchungstag nicht signifikant
voneinander ab (Tukey-HSD, z = 0,68, p = 0,78) (Tabelle 4, Abbildung 9).
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Abbildung 9: Vergleich der Cortisolkonzentration im Speichel (nmol/L)

Die Cortisolkonzentration war am ersten Studientag (N=95) signifikant hoher im Vergleich zum siebten
(N=89) und vierzehnten (N=78) Untersuchungstag.

**p<0,01; *** p<0,001
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3.3.4 Vergleich der Tag- und Nachtcortisolkonzentration im Speichel

Die statistische Prifung zeigte keine signifikanten Differenzen zwischen den Tag- und
Nachtcortisolmessungen gleicher Studientage. Die Prifung der Tag- bzw.
Nachtcortisolkonzentration zwischen den drei Studientagen ergab signifikant héhere
Cortisolkonzentrationen in der ersten Untersuchungsnacht (Median = 17,1 nmol/L,
IQR = 9,7-24,4 nmol/L) im Vergleich zur siebten (Median = 9,6 nmol/L, IQR = 4,7-
14,6 nmol/L), (Tukey-HSD: z = 4,13, p < 0,001) und vierzehnten Untersuchungsnacht
(Median = 9,8 nmol/L, IQR = 5,8-13,7 nmol/L), (Tukey-HSD: z = 2,89, p = 0,042)
(Tabelle 4, Abbildung 10).

Die Tagescortisolkonzentration zeigte zwischen den Studientagen eins (Median =
12,9 nmol/L, IQR = 3,4-22,4 nmol/L), sieben (Median = 10,4 nmol/L, IQR = 5,9-
14,8 nmol/L) und vierzehn (Median = 10,8 nmol/L, IQR = 6,9-14,6 nmol/L) keine
signifikanten Unterschiede (Tabelle 4, Abbildung 11).

Tabelle 4: Tag-/Nachtcortisolkonzentration im Speichel (nmol/L)

Variable Median IQR p-Wert
Intercept (Gesamt d1) 16,5 [10,6-27]

Gesamt d7 9,8 [6,3-16,4] 0,001°%
Gesamt d14 10,0 [7,6-15,5] 0,005°
Intercept (Studientag 1) 12,9 [3,4-22,4]

Studientag 7 10,4 [5,9-14,8] 0,179
Studientag 14 10,8 [6,9-14,6] 0,259
Intercept (Studiennacht 1) 17,1 [9,7-24,4]

Studiennacht 7 9,6 [4,7-14,6] 0,001°%
Studiennacht 14 9,8 [5,8-13,7] 0,042°%

IQR: Interquartilsabstand (25%-, 75%-Quartil), Gesamt d1, d7, d14: Alle Messzeitpunkte an Tag 1, 7
und 14; ® Tukey-HSD Signifikanztest
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Abbildung 10: Darstellung der Cortisolkonzentration in der Nacht (nmol/L)

Die Cortisolkonzentration erwies sich in der ersten Untersuchungsnacht (N=54) signifikant héher als in
der siebten (N=55) und vierzehnten (N=47) Untersuchungsnacht.

*p < 0,05; *** p < 0,001
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Abbildung 11: Darstellung der Cortisolkonzentration am Tag (nmol/L)
Die Tagescortisolkonzentration zeigte zwischen den Studientagen eins (N=41), sieben (N=34) und

vierzehn (N=31) keinen signifikanten Unterschied.

3.3.5 Untersuchung von Interaktionseffekten

Die Interaktion zwischen den EinflussgroBen GA, PNA, Geschlecht, prénatale
Steroidgabe und der Cortisolkonzentration wurde nach der einfaktoriellen
Varianzanalyse mit Messwiederholungen anhand des linearen gemischten Modells
Uberprift. Zur statistischen Analyse wurde die Cortisolkonzentration des
Messzeitpunktes 20:00 Uhr gewdhlt, da zu diesem Zeitpunkt die hdchste Anzahl an
Speichelproben vorlag. Signifikante Korrelationen zwischen der Cortisolkonzentration
und dem GA (ANOVA: y* = 0,03, df = 1, p=0,872), dem PNA (ANOVA: y* = 1,56,
df =1, p = 0,211), dem Geschlecht (ANOVA.: XZ = 1.80, df = 1, p=0,180) und der
pranatalen Steroidgabe (ANOVA: ¥ = 0.22, df = 1, p = 0,637) konnten nicht ermittelt

werden.
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3.4 Das Aktivitats-/Ruheverhalten

3.4.1 Rhythmusanalyse

Zur Erstellung des Rhythmusprofils wurden nur vollstandige Datenaufzeichnungen aller
Studienkinder (N=62) Uber 24 Stunden berlcksichtigt. Insgesamt konnten 151
vollstdndige Datensdtze (84%) ausgewertet werden. Die Daten von 29
Aktivitatsaufzeichnungen (16%) lagen aufgrund von technischen Ausfallen,

medizinischen Interventionen und Entlassungen vor Studienende nur unvollstandig vor.

In der Rhythmusanalyse konnte bei allen Friihgeborenen eine circadiane oder ultradiane
Aktivitatsrhythmik nachgewiesen werden (F-Test: p < 0,001) (Tabellen im Anhang
S. 76-78). Zur Charakterisierung des Rhythmusverhaltens wurden die Periodenldngen
naher betrachtet. Bei den Friihgeborenen dominierte eine vierstiindige Periodenlénge in
den ersten vier Lebenswochen (46 von 151 erhobenen Aktivitatsaufzeichnungen, 31%).
Bei 12 Kindern wurde an einzelnen Studientagen eine Periodenlange von 24 Stunden
beobachtet. Die Periodenlédngen der weiteren Studienkinder variierten zwischen 5 und
12 Stunden (Tabelle 5).

Im Verlauf des Erhebungszeitraumes zeigte sich eine zunehmende Tendenz in Richtung
einer 12-stindigen Periodenlange. An dem Untersuchungstag 14 wiesen 11
Frihgeborene (23%) eine 12-stiindige Periodenlange auf, wahrend dies an Tag 1 bei

sechs Frihgeborenen (11%) und an Tag 7 bei drei Frihgeborenen (6%) der Fall war.

Tabelle 5: Anzahl der beobachteten Periodenlédngen der Aktivitatsphase

PL (h) Alle Tage Studientag 1 Studientag 7 Studientag 14
(N=151) (N=56) (N=47) (N=48)

4 46 (31%) 15 (27%) 14 (30%) 17 (35%)

5 21 (14%) 10 (18 %) 6 (13%) 5 (10%)

6 34 (22%) 11 (19%) 16 (34%) 7 (15%)

8 18 (12%) 9 (16%) 3 (6%) 6 (13%)

12 20 (13%) 6 (11%) 3 (6%) 11 (23%)

24 12 (8%) 5 (9%) 5 (11%) 2 (4%)

PL (h): Periodenldnge angegeben in Stunden; N: Ausgewertete Aktivitdtsaufzeichnungen
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Die graphische Darstellung der Aktivitats-Rhythmusprofile zeigte, dass sich besonders
die nachtlichen Aktivitatsfrequenzen der Friihgeborenen im Laufe des zweiwdchigen

Beobachtungszeitraumes reduzierten (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Darstellung des Aktivitats-/Ruherhythmus der Friihgeborenen

24-Stundenprofil des Aktivitatsrhythmus der Friihgeborenen des a) ersten Studientages (N=56), b) siebten
(N=47) und c) vierzehnten Studientages (N=48). Die Darstellung erfolgte mit dem Programm Chronos-
fit. Die Mittelwerte wurden mit ihrem 95%igen-Konfidenzintervall abgebildet. Der weille Hintergrund
stellt die Tagesperiode und der graue Hintergrund die Nachtperiode dar.
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Die in der circadianen Rhythmusanalyse berechneten Variablen (Mesor, Peak, Tages-
und Nachtmittelwerte) wurden zwischen den Studientagen statistisch geprift. Die
Frihgeborenen hatten in der ersten Untersuchungsnacht im Mittel signifikant héhere
Aktivitatsfrequenzen (329 + 185,1 Units) als in der siebten Untersuchungsnacht
(260,2 +£132,4 Units; Tukey-HSD: z=2,50, p=0,03). Die Mittelwerte der
Aktivitatsaufzeichnungen der siebten und vierzehnten Nacht unterschieden sich nicht

signifikant voneinander (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Darstellung der Nachtmittelwerte der Aktivitatsanalyse

Unit: counts/min. Die statistische Berechnung zeigte ein im Mittel signifikant hoheres Aktivitatsniveau
der Friihgeborenen in der ersten Untersuchungsnacht (N=56) im Vergleich zur siebten Studiennacht
(N=47). Die Aktivitatsfrequenzen der siebten und vierzehnten Nacht unterschieden sich nicht signifikant
voneinander.

*p<0,05



Ergebnisse 39

3.4.2 Ergebnisse der Aktivitatsanalyse anhand des ActiLife Scores

Die Aktivitatsaufzeichnungen wurden aus 153 Datensétzen (85% von 180 Datensatzen)
mittels des Programms ActiLife Version 6 analysiert. Es konnten 27
Datenaufzeichnungen (15% von 180 Datensédtzen) aufgrund eines instabilen
Gesundheitszustandes der Kinder, technischer Stérungen des Aktometers, medizinischer
Interventionen (z.B. Fototherapien) oder einer Entlassung der Kinder vor Studienende
nicht vollstandig ausgewertet werden. Das Programm ActiLife bereinigt mit Hilfe eines
Algorithmus unvollstdndige Datenaufzeichnungen ab einer Vektoraufzeichnung von
Nullwerten Gber 60 Minuten. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede

beztiglich der aufgezeichneten Datenlangen zwischen den drei Untersuchungstagen.

Die aufgezeichneten Aktivitatsfrequenzen der Frihgeborenen wurden in die drei
folgenden Aktivitatsstufen, niedrig (Ruhephase), mittel (mittlere Aktivitat) und hoch
(hohe Aktivitat), eingeteilt. Die Dauer der Ruhephase (Median = 15:54 h) war im Mittel
signifikant langer als die Zeit in der mittleren (Median =05:17 h; Tukey-HSD:
z=13,56, p<0,001) und hohen Aktivitatsstufe (Median=04:26 h; Tukey-
HSD: z = 16,29, p < 0,001) (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Vergleich der durchschnittlichen Dauer der drei Aktivitatsstufen

Aufzeichnung der durchschnittlichen Zeit pro Aktivitatsstufe. Aktivitat niedrig: Ruhephase
(Median = 15:54 Std.), mittel: mittlere Aktivitdt (Median=05:17 Std.), hoch: hohe Aktivitat
(Median = 04:26 Std.).

***p<0,001

Wéhrend des  zweiwdchigen  Erhebungszeitraumes  verdnderte  sich  das
Aktivitatsverhalten der Frihgeborenen. Die Frihgeborenen verbrachten am ersten
Studientag einen signifikant niedrigeren prozentualen Anteil in der Ruhephase im
Vergleich zu den Studientagen sieben (Tukey-HSD: z = -3,33, p < 0,01) und vierzehn
(Tukey-HSD: z = -2,54, p<0,05). So betrugen die prozentualen Mittelwerte der
Ruhephase (niedrige Aktivitat) am ersten Studientag 55%, dagegen am siebten Tag 61%

und am vierzehnten Tag 60%.
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Der prozentuale Anteil der mittleren Aktivitét zeigte sich mit 24% signifikant hoher am
ersten Untersuchungstag als am siebten mit 21% (Tukey-HSD: z = 2,58, p < 0,05) sowie
am vierzehnten Tag mit 21% (Tukey-HSD: z = 2,95, p < 0,01).

Die mittlere Dauer der héchsten Aktivitatsstufe lag bei den Friihgeborenen am ersten
Studientag bei 21%, an dem Studientag 7 bei 18% und dem Studientag 14 bei 19%, die
prozentualen Mittelwerte zeigten aber Kkeine signifikanten Unterschiede. Das
Aktivitatsverhalten der Fruhgeborenen wich an den Erhebungstagen sieben und

vierzehn ebenfalls nicht signifikant voneinander ab (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Prozentualer Anteil der Aktivitats-/Ruhephasen

Der prozentuale Anteil der Ruhephase zeigte sich am ersten Studientag (N=56) signifikant niedriger als
an den Untersuchungstagen sieben (N=49) und vierzehn (N=48). Dagegen lag der prozentuale Anteil der
mittleren Aktivitat am ersten Tag im Vergleich zum siebten und vierzehnten Tag signifikant hoher.
*p<0,05 **p<0,01
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3.4.3 Die Entwicklung des Schlafverhaltens

Die prozentuale Gesamtschlafdauer der Friihgeborenen verléangerte sich von 66% = 14%
an Studientag 1 auf 73% * 12% an Studientag 7 und 69% + 13% an Studientag 14. Die
statistische Uberpriifung erbrachte eine signifikante Zunahme der Schlafdauer zwischen
den Studientagen 1 und 7 (Tukey-HSD: z = 2,50, p < 0,05). Im Vergleich zum
vierzehnten Untersuchungstag ergab sich kein signifikanter Unterschied (Tukey-HSD:
z=1,25,p =0,41) (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Prozentualer Anteil der Schlafphase

Die Schlafdauer der Frihgeborenen nahm vom ersten bis zum siebten Studientag signifikant zu.
*
p <0,05
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3.4.4 Untersuchung der Interaktionseffekte
In der durchgefuhrten Regressionsanalyse konnte keine signifikante Korrelation
zwischen dem Aktivitatsverhalten der Frihgeborenen und dem Gestationsalter oder

Geschlecht nachgewiesen werden.

Eine negative Korrelation konnte zwischen dem postnatalen Alter und der Aktivitét der
Frihgeborenen gemessen werden. Das postnatale Lebensalter korrelierte signifikant mit
den Tages- (ANOVA:p<0,05) und Nachtmittelwerten (ANOVA:p<0,01) der
Aktivitatsfrequenzen. Mit einem zunehmenden postnatalen Alter der Frihgeborenen
reduzierte sich die Starke der Aktivitatsfrequenzen am Tag und in der Nacht
(Abbildung 17).
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Abbildung 17: Korrelation zwischen Aktivitat und postnatalem Alter

Die Aktivitat der Frilhgeborenen (N=151) wurde in der Anzahl der Bewegungen pro Minute (counts/min)
gemessen. Die Aktivitatsfrequenzen wurden pro Tag und Nacht in Abhéngigkeit vom postnatalen Alter
dargestellt.
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Diskussion
4.1 Stand der Wissenschaft

Die Entwicklung tagesperiodischer Zeitmuster ist fir die Reifung von Friihgeborenen
und Reifgeborenen ein wichtiger Prozess. Das Hormon Cortisol hat in der Ontogenese
von Neugeborenen und Sduglingen eine wichtige Funktion, indem es zur Entwicklung
vieler Enzyme, Organe und des Immunsystems sowie zur Gewichtszunahme beitragt
(Street et al., 2012). Circadiane Zeitmuster konnten bereits bei Feten nachgewiesen
werden. Synchrone Aufzeichnungen der fetalen und mutterlichen Herzfrequenz
deuteten auf parallele circadiane Rhythmen zwischen dem Fetus und der Mutter hin
(Lunshof et al., 1998; Seron-Ferre et al., 2001). In experimentellen Untersuchungen an
Laborratten wurde gezeigt, dass die Aktivitat der fetalen suprachiasmatischen Kerne
(SCN) durch den mudtterlichen circadianen Rhythmus vorgegeben wird (Reppert &
Schwartz, 1983). Diese Koordination wird durch das mutterliche Melatonin induziert,
da eine Reduzierung des mitterlichen Melatonins zur Zunahme der Melatonin- und
Dopamin D1-Rezeptoren in den fetalen SCN fiihrte (Naitoh et al., 1998). Die fetale
circadiane Rhythmik geht mit der Geburt verloren. Eine Friihgeburt unterbricht die
Verbindung zwischen Fetus und Mutter vorzeitig, wodurch mdoglicherweise eine
Verzogerung in der postnatalen Entwicklung des circadianen Regulationszentrums beim

Frihgeborenen entstehen kdnnte (Mirmiran & Kok, 1991).

In der vorliegenden Literatur wird das Auftreten eines eigenstandigen circadianen
Rhythmus bei Frihgeborenen hinsichtlich hormoneller und physiologischer Parameter
kontrovers diskutiert. Dauer und Frequenz der Datenerhebungen waren teilweise nicht
ausreichend oder die Studienprotokolle unterschieden sich hinsichtlich der verwendeten
Auswertungsmethoden (Weerth et al., 2003b). Einige Studien bestimmten zwei
Messzeitpunkte am Morgen und am Abend und definierten das Auftreten eines
circadianen Rhythmus anhand eines hoheren Cortisolmesswertes am Morgen als am
Abend (Antonini et al., 2000; Castro et al., 2000; Kidd et al., 2005; Krieger et al., 1971).
Andere Studien untersuchten die Cortisolkonzentration in einem Drei-Stundenintervall
und Sechs-Stundenintervall, erhoben aber keine Messungen in der Nacht (Bettendorf et
al., 1998; Neu et al., 2007). Eine zu geringe Probenentnahmefrequenz kann dazu flhren,
dass Cortisolmessungen am HoOhe- oder Tiefpunkt einer Fluktuation erfolgen und
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folglich falsche Ergebnisse widerspiegeln (Price et al., 1983). Zur Bestimmung eines
circadianen Rhythmus sind mindestens vier Messungen im Zeitfenster von 24 Stunden
erforderlich (Lemmer, 2012). Um vergleichbare Ergebnisse erhalten zu kdnnen, ist eine
hohe Frequenz der Probensammlung sowie eine einheitliche Methodik der Auswertung
entscheidend (Weerth et al., 2003b).

Einige Arbeiten verwiesen auf eine parallele Entwicklung des Schlaf-/Wachrhythmus
und des circadianen Cortisolrhythmus (Antonini et al., 2000; Castro et al., 2000;
McMillen et al., 1991). Eine gleichzeitige Datenerhebung dieser beiden Parameter war

in der vorliegenden Arbeit daher von grolRem Interesse.

4.2 Charakteristik des Patientenkollektivs

Die Fallzahlen in bisher durchgefuhrten Studien zur circadianen Rhythmusanalyse
umfassten insgesamt 10 bis 40 Friihgeborene (Bettendorf et al., 1998; Economou et al.,
1993; Kidd et al., 2005; Weerth et al., 2003b). Fir die vorliegende explorative Studie
wurde die GrolRe des Studienkollektivs empirisch auf ca. 60 Friihgeborene fiir die
Aktivitditsmessungen und ca. 20 Fruhgeborene fur die Bestimmung der

Cortisolkonzentration festgelegt.

Die Studienpopulation stellt sich in den bereits publizierten Studien hinsichtlich der
Ein- und Ausschlusskriterien sehr unterschiedlich dar. Einige Studien rekrutierten zur
Bestimmung des Cortisol-Profils und des Aktivitatsverhaltens Friihgeborene mit einem
Gestationsalter von 34 bis 36 SSW (Giganti et al., 2001a; Korte et al., 2001), andere
Studien schlossen auch Frilhgeborene mit einem Gestationsalter von 30 bis 34 SSW
(Economou et al., 1993; Castro et al., 2000) oder friihgeborene Kinder <30 SSW (Kidd
et al., 2005) ein. Bei dem Vergleich der verschiedenen Studien ist deswegen wichtig,
die Heterogenitat der Studienkollektive zu berticksichtigen. Die Studienpopulation der
vorliegenden Arbeit schloss Frilhgeborene mit einem Gestationsalter von 30<37
vollendeten Wochen ein. Die Gewinnung einer ausreichenden Speichelmenge ist ab
diesem Gestationsalter gegeben.

Eingeschlossen wurden in der vorliegenden Studie Friihgeborene in einem stabilen
Allgemeinzustand, um eine Beeinflussung der Ergebnisse durch Stress, Schmerz,

Inflammation etc. moglichst auszuschlieBen. Zum anderen sollten instabile
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Frihgeborene nicht durch Speichelentnahmen zusétzlich gestért werden. In den
publizierten Studien wurden ebenfalls vorwiegend Frilhgeborene mit einem stabilen
Gesundheitszustand eingeschlossen (Economou et al., 1993; Kidd et al., 2005; Korte et
al.,, 2001). Einige Studien wiederum untersuchten gezielt die Beeinflussung eines
instabilen Gesundheitszustandes auf die Cotrisolkonzentration (Economou et al., 1993;
Scott & Watterberg, 1995).

In Bezug auf das postnatale Alter (PNA) der Frihgeborenen bei Studienbeginn
unterscheiden sich die bisher veroffentlichten Studien ebenfalls voneinander. Einige
Arbeiten untersuchten die Cortisolkonzentration und das Aktivitatsverhalten bereits in
den ersten zwei Lebenswochen (Economou et al., 1993; Kidd et al., 2005; Korte et al.,
2001). Andere Studien schlossen Friihgeborene erst ab der zweiten Lebenswoche ein
(Castro et al., 2000) oder wahlten als postnatales Alter bei Studieneinschluss eine sehr
weite Altersspanne zwischen drei Lebenstagen und vier Wochen (Giganti et al., 2001a).
In der vorliegenden Studie wurde bei Studienbeginn ein postnatales Alter <7 Tagen

angestrebt, aber bis <10 Tagen akzeptiert.

4.3 Diskussion der Methodik

4.3.1 Bestimmung der Cortisolkonzentration im Speichel

Die Bestimmung der Cortisolkonzentration aus dem Speichel der Frihgeborenen stellt
im Gegensatz zur Blutentnahme ein non-invasives Messverfahren dar, welches mit
einem geringeren Stress flr die Friihgeborenen verbunden ist (Ng et al., 2013). Das
Hormon Cortisol wird zu 90% im Plasma an das cortisol-binding-globulin (CBG,
Transcortin) und zu 7% an Albumin gebunden. Die Plasma-Cortisolkonzentration
fluktuiert abhéngig von der CBG-Menge und der Blutflussrate. Freies Cortisol (1-3%)
wird in den Speichel abgegeben und ist daher unabhéngig von der Blutflussrate messbar
(Antonini et al.,, 2000; Santiago et al., 1996). Die Cortisolwerte der
Speichelkonzentration korrelieren mit den Cortisolwerten im Plasma nach ACTH-
Stimulation positiv (Calixto et al., 2002; Chou et al., 2011).

In der vorliegenden Literatur konnte zudem ein Zusammenhang zwischen der
Nahrungsaufnahme, stressreichen invasiven Mallnahmen und einer steigenden

Cortisolkonzentration im Speichel von Friuhgeborenen nachgewiesen werden
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(Weerth et al., 2003a). In der vorliegenden Arbeit wurde ein Mindestabstand von zwei

Stunden zur letzten Mahlzeit und zu stressreichen invasiven Malinahmen eingehalten.

Die Speichelgewinnung mit kommerziellen Wattespitzen (Salivette, Sarstedt Inc.), die
10-15 Minuten im Mund der Frihgeborenen gelassen wurden, erbrachte laut
Literaturangaben keine zufriedenstellenden Erfolgsraten (Herrington et al., 2004). Bei
Verwendung der Salivetten wurde ein Verlust von 54% der Speichelproben durch
Verdunstungen wahrend der Aufbewahrung bei -4°C nachgewiesen (Herrington et al.,
2004). Eine weitere Methode der Speichelgewinnung stellt die Aspiration des Speichels
mit Hilfe eines Absaugsystems dar, welches auch zur Aspiration des Trachealsekretes
verwendet wird (Antonini et al., 2000; Bettendorf et al., 1998). Durch die Aspiration
des Speichels konnten ausreichende Volumina zur Cortisolbestimmung gesammelt
werden, jedoch waren Verletzungen der Mundschleimhaut und Verunreinigung der
Proben mit Blut nicht auszuschlielen (Bettendorf et al., 1998). Neu entwickelte
Schwammspitzen (BD Visispear™, Salimetrics LLC) wurden in den letzten Jahren
erfolgreich zur Speichelsammlung bei Neugeborenen eingesetzt (Donzella et al., 2008;
Weerth et al., 2003a; Weerth et al., 2007). Aktuell liegen aber keine Daten zur
Speichelgewinnung mit dieser Methodik bei Friihgeborenen vor. In einer Studie von
Neu et al. (2007) wurden Filterpapiere untersucht, mit denen der Speichel der
Friihgeborenen absorbiert und eine Aufbewahrung bis zu 6 Monaten garantiert werden
konnte.

Mehrere Testansatze fir die vorliegende Studie erreichten keine Uberzeugenden
Resultate bei Verwendung der Schwammspitzen. Vielmehr erwies sich der Gebrauch
universeller Wattestdbchen (& 10-11 mm, NOBA Verbandmittel Danz GmbH) am
erfolgreichsten. Die Wattestdbchen besalen eine ausreichende Saugféhigkeit, um
Speichelvolumina bis zu 100 pl aufzusaugen. Auch war dem Pflegepersonal der
Umgang mit dem Wattestabchen durch den Gebrauch zur Mundhygiene vertraut.
Insgesamt konnten 65% der Proben erfolgreich ausgewertet werden. Der hauptsachliche
Verlust der gesammelten Speichelproben entstand durch Verdunstung des Speichels
(25%) wéhrend des Aufbewahrens bei -20°C. Eine direkte Extraktion des Speichels
nach der Entnahme und eine Lagerung der Proben bei tieferen Temperaturen bis zur

Durchfuhrung des ELISAs héatten eventuell den Verlust reduzieren kénnen.
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Nach Abschluss der vorliegenden Studie erschien eine Verodffentlichung, die eine
vergleichbare Messmethode zur Speichelgewinnung von Friihgeborenen vorstellte (Ng
et al., 2013). In der Studie konnten 85% verwertbare Proben mit einem Volumen von
mindestens 100ul gewonnen werden. Im Vergleich zur vorliegenden Studie wurden
kleinere Wattetupfer (& 5 mm) (Probact Swabs, UK) verwendet. Die Speichelproben
wurden innerhalb von 24 Stunden weiterverarbeitet und bei -80°C aufbewahrt.

4.3.2 Erfassung des Aktivitats-/Ruheverhaltens

In der Literatur wurden zur Aufzeichnung der Aktivitats- und Ruhemuster von
Reifgeborenen und Frihgeborenen verschiedene Methoden beschrieben, z.B. die
Verwendung von Tageblchern, drucksensitiven Matratzen, Videoaufnahmen oder die
Aktographie (Giganti et al., 2001a; Glotzbach et al., 1995, Shimada et al., 1993). In
Tagebuchaufzeichnungen wurde die motorische Aktivitat der Neugeborenen durch die
Eltern oder das Pflegepersonal jedoch oft unterschétzt, so dass dies eine zuverlassige
und objektive Erfassung der Kkindlichen Aktivitdtsmuster erschwerte (Sadeh et al.,
2000).

In den letzten Jahren wurde die Aktographie als ein nicht-invasives Messverfahren
immer haufiger angewendet, da es die Ermittlung quantitativ zuverlassiger Daten
ermoglicht (Sadeh, 2011). Mit dem Aktometer ist eine Datenaufzeichnung Uber lange
Studienzeitrdume ortsunabhéngig durchfihrbar. Zusétzlich registriert das Aktometer die
Aktivitatsfrequenzen in einem engem Zeitraum von 60 Sekunden, wodurch prézise
statistische Analysen ermoglicht werden (Sadeh, 2011; Sadeh & Acebo, 2002). Da
teilweise passive Bewegungsaufzeichnungen von aktiven Bewegungen schwer zu
differenzieren sind, wird eine parallele Logbuchfuhrung zur Aktometermessung
empfohlen (Sadeh, 2011).

Die Videographie ergibt ebenfalls eine sehr objektive und genaue Datenaufzeichnung.
Die Anwendung dieser Methode ist im Vergleich zur Aktographie aber organisatorisch
aufwendiger und ortsgebunden (Giganti et al., 2001a; Giganti et al., 2001b).
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4.4 Diskussion der Ergebnisse

4.4.1 Rhythmusanalyse des Hormons Cortisol

Nur bei einem von 22 Frihgeborenen konnte ein circadianer Rhythmus der
Cortisolkonzentration mit einer Periodenldange von 24 Stunden am ersten
Untersuchungstag beobachtet werden. Das Friuhgeborene wurde mit einem
Gestationsalter (GA) von 33+6 SSW geboren und war bei Eintritt in die Studie (=erster
Untersuchungstag) drei Tage alt. Der circadiane Rhythmus des Friilhgeborenen zeigte
dennoch keine Stabilitat Uber den Erhebungszeitraum hinweg, so dass er am siebten und
vierzehnten Studientag nicht mehr darstellbar war. Bei den ubrigen Frihgeborenen
zeigte sich weder ein circadianer noch ein ultradianer Rhythmus beziiglich der

Cortisolkonzentration im Untersuchungszeitraum.

Die aktuelle Literatur beschreibt, dass der circadiane Cortisolrhythmus bei
Frihgeborenen intra- und interindividuell sehr unterschiedlich auftritt. Ein circadianer
Cortisolrhythmus konnte bei Friilhgeborenen mit einem Gestationsalter von 31<34 SSW
zwischen der 2.-16. postnatalen Lebenswoche mit einem medianen Auftreten in der
8. Lebenswoche beobachtet werden (Castro et al., 2000). In der Studie von Antonini et
al. (2000) zeigten finf von neun Studienkinder (55%) (mit einem GA von 31<34 SSW)
zwischen der 2. und 8. Lebenswoche circadiane Cortisolschwankungen, bei den
weiteren vier Frihgeborenen konnte ein circadianer Rhythmus erst ab der 12.-16.
Lebenswoche beobachtet werden. Die Erhebung eines Cortisol-Profils bei unreiferen
Frihgeborenen mit einem GA <30 SSW fand keine circadiane Rhythmik (Kidd et al.,
2005). Es ist allerdings zu berlicksichtigen, dass die beschriebenen Arbeiten den
circadianen Rhythmus nur aus zwei Probenentnahmen, eine am Morgen und eine am
Abend, bestimmten (Antonini et al., 2000; Castro et al., 2000; Kidd et al., 2005).
Bettendorf et al. (1998) beschrieben bei drei von zehn Frihgeborenen (mit einem GA
von 26<31 SSW) ein circadianes Muster der Cortisolkonzentration in der 2.-5.
Lebenswoche. Neu et al. (2007) konnten bei vier von 26 Frihgeborenen (15%) (mit
einem GA von 32<35 SSW) innerhalb der ersten zwei Lebenswochen eine circadiane
Rhythmik des Hormons Cortisol beobachten.

Auch bei reifgeborenen Kindern konnte ein stabiler circadianer Cortisolrhythmus erst ab

dem zweiten bis dritten Lebensmonat festgesellt werden (Antonini et al., 2000; Castro
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et al., 2000; Klug et al., 2000; Weerth et al., 2003b). In der Veroffentlichung von
Weerth et al. (2003b) wurde der Zusammenhang zwischen der Entwicklung des
Aktivitats-/Schlafverhaltens und der Reifung eines circadianen Cortisolrhythmus
deutlich, so dass Reifgeborene mit dem Auftreten langerer Schlafphasen in der Nacht
auch eher eine erhohte Cortisolkonzentration am Morgen zeigten.

Die Ursache der hohen Instabilitit und der interindividuellen Variabilitat der
circadianen Rhythmik bei Friihgeborenen in den ersten Lebenswochen kdnnte unter
anderem auf eine funktionelle Unreife der Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrinden-Achse (HHN-Achse) zuriickzuftihren sein (Herrington et al., 2004).
Die suprachiasmatischen Kerne des vorderen Hypothalamus sind eventuell nicht
ausreichend entwickelt, um pulsatile Sekretionen des Hormons Cortisol regulieren zu
kdnnen (Herrington et al., 2004). Bei Priifung der HHN-Achse bei Friihgeborenen lie3
sich mit Metyrapone eine im Normbereich liegende ACTH-Sekretion der Hypophyse
provozieren (Battin et al.,, 2007). Bei Friihgeborenen mit einem Gestationsalter
<28 SSW fuhrten Stresssituationen aber zu einer inadéquaten Sekretion von Cortisol
(Hanna et al., 1990).

Auch der auf einer Friihgeborenenintensivstation vorgegebene Stationsablauf mit
festgelegten Fitterungs- und Versorgungszeiten (ber 24 Stunden konnte die
individuelle Entwicklung des circadianen Rhythmus hinauszdgern (Neu et al., 2007).
Ein genetischer Einfluss der Rhythmusentwicklung wurde anhand von Analysen bei
eineiigen und zweieiigen Zwillingen nicht gefunden (Custodio et al., 2007). In der
eigenen Untersuchung wurde wegen einer zu kleinen Fallzahl von einer statistischen

Betrachtung der Parameter bei Zwillingspaaren abgesehen.

4.4.2 Die Tag-/Nachtcortisolkonzentration

Die gemessenen Cortisolkonzentrationen von Tag 1 (Streuung: 4,1-119,7 nmol/L),
Tag 7 (Streuung: 3,2-65,8 nmol/L) und Tag 14 (Streuung: 3,1-50,0 nmol/L) stimmten
mit den in der Literatur beschriebenen Messbereichen Uberein (Bettendorf et al., 1998;
Economou et al., 1993; Neu et al., 2007). Signifikant hohere Werte der
Cortisolkonzentration konnten in der vorliegenden Arbeit am ersten Untersuchungstag
im Vergleich zum siebten und vierzehnten Studientag beobachtet werden

(Abbildung 8). Dabei lieR8 die Aufteilung der Messwerte in Tages- und Nachtgruppen
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erkennen, dass die Cortisolwerte in der ersten Untersuchungsnacht signifikant héher im
Vergleich zu den folgenden Untersuchungsnachten waren.

Auch in der Literatur wurde tber eine hohere Cortisolkonzentration bei Friihgeborenen
in den ersten Lebenswochen berichtet. Die Cortisolkonzentration der Friihgeborenen
reduzierte sich kontinuierlich mit zunehmendem Lebensalter bis zu einer vergleichbaren
Cortisolkonzentration von Reifgeborenen (Doerr et al., 1988; Economou et al., 1993;
Metzger et al., 1993; Scott & Watterberg, 1995). Vergleichbar mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit wiesen Friihgeborene signifikant hohere Cortisolwerte am Abend
als am Morgen und Nachmittag auf (Economou et al., 1993; Kidd et al., 2005). Eine
Erklarung dafur konnte sein, dass medizinische Interventionen meistens am Tag
durchgefihrt werden und somit hohere Cortisolkonzentrationen am Abend verursachen
(Economou et al., 1993). Um dies zu beweisen, sind aber weitere Studien notwendig.

Bei Reifgeborenen konnte gezeigt werden, dass es durch den Geburtsvorgang (vaginale
Geburt) zu einer Erhéhung der Cortisolkonzentration in den ersten 18 bis 24 Stunden
kam (Klug et al., 2000). Im Vergleich zu gesunden Reifgeborenen zeigten Friilhgeborene
eine signifikant hohere Cortisolkonzentration wahrend der ersten 30 Lebenstage
(Economou et al., 1993; Doerr et al., 1988). Dies ist mdglicherweise auf einen
schwierigeren Anpassungsprozess und auf stressreichere Umwelteinflisse (z.B.
intensivmedizinische Malinahmen) zurtickzufuhren. Eine erhthte Cortisolkonzentration
konnten vor allem bei kranken Fruhgeborenen, z.B. mit einem Atemnotsyndrom,
Infektionen, Bradykardien, Asphyxien oder Pneumothoraces, gemessen werden (Gunes
et al., 2006; Scott & Watterberg, 1995). Economou et al. (1993) verglichen die
Cortisolkonzentrationen  zwischen kranken (Atemnotsyndrom) und gesunden
Frihgeborenen. Es zeigte sich eine signifikant hohere Cortisolkonzentration bei den
erkrankten Friihgeborenen. Diese Differenz zeichnete sich jedoch erst nach dem dritten
Lebenstag und nicht direkt nach der Geburt ab (Economou et al., 1993; Scott &
Watterberg, 1995). Die in der vorliegenden Studie untersuchten Friihgeborenen mit sehr
hohen Cortisolkonzentrationen bendtigten besonders in den ersten Lebenstagen eine
Atemhilfe in Form einer CPAP-Beatmung (continuous positive airway pressure)
aufgrund einer Atemstorung. Notwendige medizinische und pflegerische Malinahmen in
den ersten Lebenstagen, die Trennung von der Mutter, L&m- und Lichteinfliisse
wéhrend des Stationsalltags stellen weitere Stressfaktoren dar, die eine erhohte
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Cortisolkonzentration bei Frihgeborenen im Vergleich zu gesunden Reifgeborenen
erklaren kénnten (Economou et al., 1993). Interessanterweise zeigten Untersuchungen
an erwachsenen Intensivpatienten, dass eine hohe Cortisolkonzentration in
Stresssituationen den tagesperiodischen Cortisolrhythmus aufhob (Reincke et al., 1995).
In Langzeitstudien wurde ermittelt, dass die Cortisolkonzentration bei Frihgeborenen
noch im Kleinkindalter im Vergleich zu reifgeborenen Kindern erhoht war (Buske-
Kirschbaum et al., 2007). Fruhgeburtliche Stressfaktoren und Entwicklungsprozesse
scheinen somit auf die Entwicklung der HHN-Achsen-Funktion einen langfristigen

Einfluss zu nehmen.

4.4.3 Einflussfaktoren auf die Cortisolkonzentration

Die vorliegende Studie zeigte keinen signifikanten Einfluss des Gestationsalters, des
postnatalen Alters, des Geschlechts oder einer pranatalen Steroidtherapie auf die
Cortisolkonzentration im Speichel von Friihgeborenen in den ersten Lebenswochen.

In der Literatur korrelierte die Cortisolkonzentration negativ mit dem Gestationsalter. Je
reifer die Frihgeborenen bei der Geburt waren, desto niedriger war die
Cortisolkonzentration (Chou et al., 2011; Neu et al., 2007; Scott & Watterberg, 1995).
Ein derartiger Zusammenhang zeigte sich in der vorliegenden Studie nicht. Dies kdnnte
mit der relativ geringen Fallzahl zusammenhingen. Uber einen Zusammenhang
zwischen der Cortisolkonzentration und dem postnatalen Alter oder dem Geschlecht der
Frihgeborenen liegen in der vorliegenden Literatur bisher keine Angaben vor (Neu et
al., 2007; Scott & Watterberg, 1995).

Einige Studien beobachteten keinen Einfluss einer prénatalen Steroidtherapie
(Betamethason) auf die basalen postnatalen Cortisolwerte der Friihgeborenen (Battin et
al., 2007; Davis et al., 2004; Davis et al., 2006; Schaffer et al., 2009). Die Zeitspanne
zwischen pranataler Steroidbehandlung und Messung der Cortisolwerte nach Geburt
variierte in den Studien jedoch zwischen 1-21 Tagen (Battin et al., 2007; Davis et al.,
2004; Davis et al., 2006; Schaffer et al., 2009). Andere Studien erfassten dagegen bis
sieben Tage nach der Geburt eine geringere Cortisolkonzentration bei Friihgeborenen
mit einer pranatalen Steroidgabe an die Mutter im Vergleich zu Frihgeborenen ohne
pranatale Steroidtherapie (Buyukkayhan et al., 2009; Kairalla, 1992). Frihgeborene mit
pranataler Steroidtherapie der Mutter reagierten zudem auf einen Stressreiz (z.B.
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Blutabnahme) mit einer absinkenden oder gleichbleibenden Cortisolkonzentration
(Davis et al., 2006). Diese Frihgeborenen zeigten aber interessanterweise einen
starkeren  Herzfrequenzanstieg im  Vergleich zur Kontrollgruppe, welcher
maoglicherweise kompensatorisch bei einem fehlenden Cortisolanstieg auftrat (Davis et
al., 2006). Bei Friihgeborenen ohne pranatale mdtterliche Steroidgabe konnte nach
Schmerzreiz ein Anstieg der Cortisolkonzentration gemessen werden (Davis et al.,
2004; Davis et al., 2006; Schaffer et al., 2009). Alle aufgefuhrten Untersuchungen
fanden keinen Unterschied zwischen einer einmaligen (12 mg) oder zweimaligen (2x12
mg) Steroidgabe (Davis et al., 2004; Davis et al., 2006; Schaffer et al., 2009).

4.4.4 Rhythmusanalyse der Aktivitat

Die Rhythmusanalyse der vorliegenden Arbeit zeigte bei den Friihgeborenen eine
uberwiegende ultradiane Aktivitatsrhythmik. Unter den ultradianen Rhythmen konnte
vorrangig eine vierstiindige Periodenldnge beobachtet werden. Eine circadiane
Aktivitats-Ruhe-Rhythmik war bei den Frihgeborenen nicht stabil vorhanden und

wurde immer wieder von einer ultradianen Rhythmik tberlagert.

Bei Fruhgeborenen und Reifgeborenen konnte bezuglich der Korpertemperatur, der
Herzfrequenz, des Blutdrucks und der Aktivitat bereits in den ersten Lebenswochen ein
circadianer Rhythmus festgestellt werden (Mirmiran & Kok, 1991; Glotzbach et al.,
1995). Der circadiane Rhythmus (GA 34<36 SSW) entwickelte sich bei Friihgeborenen
im Vergleich zu Reifgeborenen allerdings verzogert (Korte et al., 2001). Die
Beobachtungen von Korte et al. (2001) stellten dar, dass bei reifgeborenen Kindern
circadiane Zeitmuster in Hinblick auf das Aktivitatsverhalten bereits in der ersten
Lebenswoche nachweisbar waren, bei Friilhgeborenen dominierte dagegen in den ersten
zwei Lebenswochen eine ultradiane Rhythmik. In der Studie von Glotzbach et al.
(1995) wurde die Aktivitdtsrhythmik von  Frihgeborenen (GA >29 SSW,
PNA >1 Woche) an drei aufeinander folgenden Tagen untersucht. Vergleichbar mit den
Resultaten der vorliegenden Arbeit zeigten die untersuchten friihgeborenen Kinder eine
ultradiane Aktivitatsrhythmik mit einer Periodenldnge von drei bis vier Stunden. In der
Veroffentlichung von Mirmiran & Kok (1991) wurde der Aktivitatsrhythmus von
Frihgeborenen (GA 26<32 SSW) einmalig Uber 24 Stunden in der 2.-8. Lebenswoche

untersucht. Die Analysen zeigten bei einem Friihgeborenen eine circadiane Rhythmik.
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Die weiteren elf Kinder wiesen weder ein ultradianes noch ein circadianes Aktivitats-
Ruhe-Muster auf. Die Friihgeborenen befanden sich in dieser Studie von Mirmiran &
Kok (1991) unter konstanten Tag-Nacht-Lichtverhaltnissen, wodurch eventuell die
Entwicklung eines ultradianen oder circadianen Rhythmus verzdgert wurde. Andere
Arbeiten beobachteten ein circadianes und ultradianes Aktivitats-Ruhe-Muster bei
frihgeborenen und reifgeborenen Kindern erst ab dem zweiten Lebensmonat (Antonini
et al., 2000; Castro et al., 2000; McMillen et al., 1991; Nishihara et al., 2002; Shimada
et al.,, 1993). Diese Beobachtungen unterstiitzen die Hypothese von Antonini et al.
(2000) und Castro et al. (2000), dass sich tagesperiodische Zeitmuster sowohl auf
Aktivitatsebene als auch auf hormoneller Ebene parallel entwickeln. Es muss hierbei
beachtet werden, dass die 0.g. Studien die Aktivitatsrhythmik anhand von
Tagesprotokollen ermittelten, wéhrend Korte et al. (2001) die Aktivitats-Ruhe-
Rhythmen aktographisch erfassten. Durch die zuverlassigere und prézisere
Datenaufzeichnung mit Hilfe des Aktometers konnten circadiane und ultradiane
Schwankungen in der Arbeit von Korte et al. (2001) eventuell friher beobachtet
werden.

Die spatere Entwicklung des circadianen Rhythmus bei Friihgeborenen im Vergleich zu
Reifgeborenen kann wie bei der Entwicklung der Tagesrhythmik von Cortisol auf eine
ungentigende Reife des zentralen Schrittmachers und unausgereifte Perzeption externer
Einflussfaktoren zurtickzufiihren sein. Es gibt Hinweise, dass der Myelinisierungs-
prozess des Nervus opticus (Sehnerv) erst nach 40 SSW beendet ist und neuronale
Mechanismen zwischen dem SCN und der Retina erst ab dem 3. Lebensmonat
funktionstichtig entwickelt sind (Magoon & Robb, 1981). Exogene Zeitgeber wie
Licht, Nahrungsaufnahme und soziale Interaktionen kdnnten somit erst nach Abschluss
des Reifungsprozesses einen wesentlichen Einflussfaktor darstellen (Giganti et al.,
2001a; McMillen et al., 1991). Bisher konnte nicht eindeutig geklart werden, wann die
anatomischen und funktionellen Strukturen bei friih- und reifgeborenen Kindern flr die
Entwicklung einer Tagesrhythmik ausgereift sind (McMillen et al., 1991). Glotzbach et
al. (1995) stellten eine Korrelation zwischen den ultradianen Periodenldngen der
Aktivitatsrhythmik von vier bis sechs Stunden und den Interventions- und
Versorgungszeiten der Friihgeborenen auf der Frihgeborenenstation fest. In der Studie

von Korte et al. (2001) wurde ebenfalls ein Zusammenhang zwischen den festgelegten
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Abstanden der Nahrungsaufnahme und der Entwicklung ultradianer Rhythmen
vermutetet, wodurch die Entstehung einer circadianen Rhythmik eventuell verzdgert
wird (Korte et al., 2001).

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich auf den beiden neonatologischen Stationen (17
und 042) eine Abnahme der Beleuchtungsstarke in der Nacht im Verglich zu den
Lichtverhaltnissen am Tag. In der Literatur lassen sich Hinweise darauf finden, dass
eine Berlicksichtigung der Tag-Nacht-Lichtverhaltnisse auf den Stationen sich sowohl
auf die Stabilitat der Herzfrequenz, die Sauerstoffsattigung, die Zunahme des Gewichtes
als auch auf die Entwicklung eines circadianen Rhythmus positiv auswirken (Vasquez-
Ruiz et al., 2013). Auf Friihgeborenenintensivstationen wurde in den letzten Jahren
zunehmend eine Hell-/Dunkel-Atmosphare in Anlehnung an die Tagesrhythmik
geschaffen, um Frihgeborene in ihrer Reifung der circadianen Rhythmik bereits ab den

ersten Lebenswochen zu unterstiitzen (McMillen et al., 1991; Shimada et al., 1993).

4.4.5 Betrachtung des Aktivitats-/Ruheverhaltens

Die vorliegende Arbeit zeigte, dass die Fruhgeborenen in der Nacht des ersten
Untersuchungstages aktiver als an den folgenden Studientagen waren. Die Messungen
des Aktivitatsverhaltens anhand des ActiLife-Scores belegten, dass die Friihgeborenen
besonders am ersten Studientag sehr aktiv waren, wohingegen die
Bewegungsfrequenzen im weiteren Studienverlauf abnahmen und die Ruhephasen
zunahmen. Auch nahm die Gesamtschlafzeit der Friihgeborenen im Verlauf der Studie
zu.

Frihgeborene und Feten weisen in ihrem Aktivitatsverhalten interessante Parallelen auf.
In zwei &lteren Untersuchungen wurde beobachtet, dass Feten wie Friihgeborene mehr
Aktivitat in der Nacht zeigten (Patrick et al., 1982; Roberts et al., 1979). Zusétzlich
ergab sich eine vergleichbare Dauer der Schlaf- und Wachphasen von Friihgeborenen
und Feten (Vries et al., 1987). Bei Frilhgeborenen (34-36 SSW) konnte eine Zunahme
der Schlafphase in der Nacht ab dem 4. bis 8. postnatalen Lebenstag beobachtet werden,
wahrend sich das Schlafverhalten tagstber zundchst nicht veranderte (Korte et al.,
2001). Reifgeborene Kinder zeigten dagegen bereits in der ersten Lebenswoche ein
deutliches Tag-Nacht-Muster mit einer langeren Schlafperiode in der Nacht als am Tag
(Ardura et al., 1995; Korte et al., 2001). Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit berichteten Giganti et al. (2001a, 2006) tber einen Anstieg der
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Ruhephase von Frihgeborenen (GA 33<36 SSW) in den ersten Lebenswochen.
Videoaufzeichnungen zeigten zudem, dass friilhgeborene Kinder (GA 33<36 SSW) in
den ersten postnatalen Lebenswochen langere Wachphasen zwischen 02:00 Uhr und
05:00 Uhr als tagsuber aufwiesen (Giganti et al., 2001a; Giganti et al., 2001b). Auch
hatten Friihgeborene mehr aktive als ruhige Schlafphasen in den ersten Lebenswochen
bis zum Erreichen des errechneten Geburtstermins (Giganti et al.,, 2006; Cioni &
Prechtl, 1990). Reifgeborene zeigten hingegen ldngere Wachperioden am
Spatnachmittag und Abend zwischen 17:00 Uhr bis 20:00 Uhr vergleichbar zu
Erwachsenen (Giganti et al., 2001a; Giganti et al., 2001b; Glotzbach et al., 1995). In der
Studie von Shimada et al. (1993) konnten dagegen keine Unterschiede zwischen dem
Aktivitdtsmuster der Frihgeborenen am Tag und in der Nacht ermittelt werden.
Shimada et al. erfassten das Aktivitatsverhalten anhand von Tagebiichern, wobei
Giganti et al. und Korte et al. eine prazisere Datenerfassung mittels Videoaufnahmen
und Aktographie gewahlt hatten. In der Regulierung des menschlichen circadianen
Rhythmus hat das Hormon Melatonin einen wichtigen Einfluss. Melatonin wird
hauptsachlich in der Nacht sezerniert und erreicht auch in der Muttermilch seine
hochsten Konzentrationen in der Nacht (llinerova et al., 1993). Aktuelle Studien
belegten, dass Stillen im Gegensatz zur Flaschennahrung zu einer langeren Schlafphase
der Séauglinge fihrte (Cohen Engler et al., 2012). In Langzeitstudien wurde das Schlaf-
und Wachverhalten von Frihgeborenen mit dem Schlafmuster von reifgeborenen
Kindern im 12. und 20. Lebensmonat verglichen. Friihgeborene wiesen auch im ersten
und zweiten Lebensjahr einen hoheren Anteil aktiver Schlafphasen in der Nacht und
eine schlechtere Schlafqualitat als reifgeborene Kinder auf (Asaka & Takada, 2010;
Gossel-Symank et al., 2004; Wolke et al., 1995). Auch Kinder mit einem
Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitdtssyndrom  (ADHS)  haben  hdufig ein
unruhigeres Schlafverhalten in der Nacht (Gossel-Symank et al., 2004).
Epidemiologische Studien zeigten, dass friihgeborene Kinder haufiger als reifgeborene
Kinder an ADHS erkrankten (Pugliese et al., 2013). Weitere Untersuchungen sind aber
notwendig, um einen moglichen Zusammenhang zwischen der Ausbildung eines

ADHS-Syndroms und gestdrten Schlafmustern bei Frihgeborenen festzustellen.
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4.5 Limitierende Faktoren der vorliegenden Studie

Die Studienpopulation war relativ heterogen beziglich des Gestationsalters und
postnatalen Alters. Wahrend des Studienzeitraumes kam es bei einigen Kindern zu
interkurrenten Erkrankungen und Problemen, die sich moglicherweise auf die
Ergebnisse ausgewirkt haben. Bei einigen Frihgeborenen wurde die Speichelentnahme
durch eine sehr trockene Mundflora erschwert. Fototherapie oder Medikamente kdnnen
unter anderem eine verminderte Speichelsekretion verursachen (Ng et al., 2013).

Auf parallele Logbuchaufzeichnungen oder Videoaufnahmen wurde verzichtet, da
Studien eine hohe Ubereinstimmung zwischen Logbuchaufzeichnungen und der
Aktometeranalyse gezeigt hatten (Sadeh, 1996). Durch eine parallele Tagebuchfuhrung
hatten passive Bewegungen maoglicherweise noch besser gefiltert werden kénnen.

Bei der Auswertung des Aktivitdts-Ruhe-Verhaltens mit dem ActiLife-Score wurde ein
Algorithmus verwendet, der fiir Reifgeborene im Alter von zwei bis vier Wochen
entwickelt worden war, weil noch kein spezieller Algorithmus fiir Frithgeborene vorlag.
Die Studiendurchfuhrung auf zwei unterschiedlichen Stationen konnte die
Untersuchungsergebnisse beeinflusst haben, da sich die Pflegestationen z.B. hinsichtlich
des Stationsablaufes, der Lichtverhaltnisse und des Gerdauschpegels unterschieden. Die
meisten Studienkinder wurden in den ersten Lebenstagen intensivmedizinisch versorgt
und danach auf die Spezialstation verlegt. Sie befanden sich somit konsekutiv auf

beiden Stationen.

4.6 Starken der vorliegenden Studie

Die vorliegende Studie war prospektiv mit klar definierten Ein- und Ausschlusskriterien
angelegt. Sie wurde unter standardisierten Bedingungen durchgefuhrt. Die Fallzahl war
mit 62 Frihgeborenen fir die Analyse des Aktivitats-/Ruheverhaltens und 22
Frihgeborenen fir die Untersuchung der Tag-/Nachtrhythmik der Cortisolkonzentration
im Vergleich zu anderen Studien relativ groR. Die Fallzahlen in bisher durchgefiihrten
Studien zur Analyse des Aktivitdts-/Ruheverhaltens umfassten 10 bis maximal 20
Frihgeborene (Castro et al., 2000; Giganti et al.,, 2001a; Giganti et al., 2001b;
Glotzbach et al., 1995; Korte et al., 2001). Bisherige Studien zur Bestimmung
circadianer Schwankungen der Cortisolkonzentration umfassten eine Gesamtpopulation
von 10 bis 40 Friihgeborenen (Antonini et al., 2000; Bettendorf et al., 1998; Economou
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et al., 1993; Weerth et al., 2003b). Diese Zahlen verdeutlichen, wie schwierig es ist,
Fruhgeborene fiir derartige klinische Studien zu rekrutieren.

In einigen Studien erfolgte die Bestimmung der circadianen Cortisolschwankungen nur
durch eine Messung am Morgen und eine weitere am Abend (Antonini et al., 2000;
Castro et al., 2000; Kidd et al., 2005; Krieger et al., 1971). Zudem fiihrten die Studien
keine Messungen in der Nacht durch (Bettendorf et al., 1998; Neu et al., 2007). Im
Vergleich dazu wurden in der vorliegenden Arbeit sechs Speichelproben pro 24 Stunden
entnommen, wodurch eine genauere Erfassung des Cortisol-Profils erfolgen konnte.
Durch die Aufzeichnung des Aktivitats-/Ruheverhaltens mit Hilfe eines Aktometers
wurde eine  objektive, Untersucher-unabhdngige sowie  Orts-unabhdngige
Datenaufzeichnung (ber einen langeren Zeitraum gewadhrleistet (Sadeh, 2011). Da
einige Arbeiten auf eine parallele Entwicklung des Schlaf-/Wachrhythmus und des
circadianen Cortisolrhythmus verwiesen (Antonini et al., 2000; Castro et al., 2000;
McMillen et al., 1991), wurden in der vorliegenden Arbeit Cortisolkonzentration und
Aktivitats-/Ruheverhalten zu gleichen Zeitpunkten erfasst.

Eine angepasste Hell-/Dunkel-Atmosphédre in Anlehnung an die Tagesrhythmik
unterstitzt die Reifung der circadianen Rhythmik bei Friihgeborenen und Neugeborenen
(McMillen et al., 1991; Shimada et al., 1993). Die Erfassung der Lichtverhaltnisse tber
24 Stunden konnte auf beiden neonatologischen Stationen (17 und 042) eine optimale
Abnahme der Beleuchtungsstérke in der Nacht im Vergleich zu den Lichtverhéltnissen
am Tag zeigen.

Die Untersuchungen fir die vorliegende Studie erfolgten ausschliellich nicht-invasiv.
Die Gewinnung von Speichel mit Wattestabchen erfolgte nicht nur ohne Schmerzreiz,
sondern konnte in gewisser Weise auch das natirliche Saugbedirfnis der Kinder
befriedigen. Die Anwendung von Aktometern zur Messung des Aktivitatsverhaltens

schrénkte die Bewegungsfreiheit der Kinder nicht ein.
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4.7 Schlussfolgerungen

Bei der Mehrheit der Friihgeborenen konnte weder ein stabiler circadianer noch ein
ultradianer Rhythmus der Cortisolkonzentration in den ersten Lebenswochen
nachgewiesen werden. Nur wenige Friihgeborene zeigten eine Entwicklung zu einer
circadianen Rhythmik ihres Aktivitats- und Ruheverhaltens. Dagegen dominierte eine
ultradiane  Aktivitats-Ruhe-Rhythmik mit einer vierstiindigen Periodenlange.
Erkenntnisse zur circadianen Rhythmusentwicklung von Frihgeborenen sind flr
Behandlungsprozesse und Umgebungsgestaltungen von grofem Interesse. Ein besseres
Verstandnis der Entwicklung von biologischen Rhythmen bei Friihgeborenen und ihre
intra- und interindividuellen Unterschiede konnten fir die Pflege und medizinische

Behandlung dieser Kinder von grof3er Bedeutung sein.

Die Fruhgeborenen zeigten bei einem Lebensalter von durchschnittlich vier Tagen vor
allem nachts eine signifikant hdhere Cortisolkonzentration als eine und zwei Wochen
spater. Eine parallele Aufzeichnung des Aktivitats- und Ruheverhaltens erfasste auch
eine hohere Aktivitat der Frihgeborenen in der ersten Untersuchungsnacht als eine und
zwei Wochen spater. Der prozentuale Anteil der Ruhephasen nahm im Verlauf der
zweiwochigen Beobachtungszeit zu, wéhrend der Anteil der mittleren Aktivitatsstufe
abnahm. Eine hohere Cortisolkonzentration und eine stdrkere Aktivitat der
Friihgeborenen zu Beginn des Untersuchungszeitraumes lassen sich moglicherweise auf
einen stressreichen Anpassungsprozess bzw. die intensivmedizinische Behandlung in

den ersten Lebenswochen zuriickfihren.

Weitere Forschungsaktivitaten sind notwendig, um einen eventuellen Zusammenhang
zwischen Krankheiten, Stressreizen und frilhen Veranderungen des Aktivitats-Ruhe-
Verhaltens sowie der Cortisolkonzentration zu erkennen. Mdglicherweise l&sst sich
dann kunftig die Erfassung des Aktivitdtsmusters von Frihgeborenen fir die

Optimierung ihrer Pflege und Behandlung nutzen.
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Zusammenfassung

Hintergrund: Viele physiologische Funktionen des Menschen wie Hormonsekretion,
Schlaf-Wach-Rhythmus oder Korpertemperatur unterliegen einem sich regelméfig
wiederholenden Muster, dem biologischen Rhythmus. Externe Umwelteinflisse wie
Licht, Temperatur, Nahrungsaufnahme und soziale Kontakte stellen entscheidende
externe Zeitgeber dar, die zur Ausbildung biologischer Rhythmen beitragen und
endogene Rhythmen fortwahrend synchronisieren. Bereits bei Feten kdnnen circadiane
Rhythmen, getriggert durch die Mutter, beobachtet werden. Nach der Geburt muss sich
diese ,,innere Uhr* in Synchronisation mit den externen Zeitgebern erst wieder neu
einstellen. Frihgeborene sind in den ersten Lebenstagen zudem oft unausweichlichen
Stressfaktoren durch intensivmedizinische, diagnostische, therapeutische oder
pflegerische MaRnahmen ausgesetzt. Uber die Entwicklung von circadianen Rhythmen
bei Fruhgeborenen gibt es in der Literatur bislang nur wenige und teilweise

widerspriichliche Daten.

In der vorliegenden Studie wurde bei Friihgeborenen die Reifung des endogenen
Rhythmus bezuglich des Aktivitats-Ruhe-Verhaltens und der Cortisolkonzentration im

Speichel in den ersten Lebenswochen untersucht.

Methodik: 62 Fruhgeborene mit einem Gestationsalter von 30<37 SSW und einem
postnatalen Alter <10 Lebenstagen wurden in die Studie eingeschlossen. An den
Studientagen 1, 7 und 14 wurde bei allen Studienkindern Uber 24 Stunden das
Aktivitats-Ruhe-Verhalten mit Hilfe eines Aktometers aufgezeichnet. Bei 22 dieser
Frihgeborenen wurden zusétzlich an den drei genannten Studientagen zu je sieben
standardisierten Zeitpunkten Speichelproben fir die Bestimmung (ELISA) der
Cortisolkonzentration entnommen. Die Berechnung der Tag-Nacht-Rhythmik erfolgte
mittels der Lomb-Scargle-Methode (Least Squares Spectral Analysis (LSSA)) und die

Auswertung der Daten anhand eines angepassten linear gemischten Modells.

Ergebnisse: Eine circadiane Rhythmik bezuglich des Hormons Cortisol konnte nur bei
einem Frihgeborenen am ersten Studientag beobachtet werden. Ansonsten liel3 sich
weder ein circadianer noch ultradianer Rhythmus der Cortisolkonzentration erkennen.

Am ersten Studientag war die Cortisolkonzentration im Mittel des gesamten Tages
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(=24 Std.) signifikant (p <0,05) hoher als an den darauffolgenden Studientagen
(Gesamttag 1: Median=16,5 nmol/L, Gesamttag 7: Median=9,8 nmol/L; Gesamttag 14:
Median=10,0 nmol/L). Besonders die ndachtliche Cortisolkonzentration der
Frihgeborenen reduzierte sich signifikant (p <0,05) im Studienverlauf (Nacht 1:
Median=17,1 nmol/L; Nacht 7: Median=9,6 nmol/L; Nacht 14: Median=9,8 nmol/L).
Das Aktivitats-Ruhe-Verhalten der Frihgeborenen wurde durch einen ultradianen
Rhythmus mit einer vierstindigen Periodenldange in den ersten Lebenswochen
dominiert. Bei 12 Kindern konnte an einzelnen Studientagen eine circadiane
Periodenldnge beobachtet werden. Die Aktivitatsanalyse zeigte eine signifikante
Zunahme des prozentualen Anteils von Ruhephasen wahrend der ersten Lebenswochen
(p<0,05) (Tag 1: 55%; Tag 7: 61%; Tag 14: 60%). Die durchschnittliche
Gesamtschlafzeit verlangerte sich signifikant (p < 0,05) von 66% an Studientag 1 auf
72% an Studientag 7.

Schlussfolgerung: In den ersten vier Lebenswochen konnte bei den Friihgeborenen
noch keine stabile circadiane Rhythmik gefunden werden. Hinsichtlich des Aktivitats-
Ruhe-Musters zeigte sich eine dominierende ultradiane Rhythmik von vier Stunden.
Hohere Cortisolkonzentrationen und stérkere Aktivitat der Friihgeborenen zu Beginn
des Untersuchungszeitraumes sind maoglicherweise auf stressreiche Umwelteinfliisse,
wie z.B. intensivmedizinische Behandlungen oder medizinische Interventionen
zurlickzufuhren. Weitere Studien sind in Bezug auf die Cortisolkonzentration und das
Aktivitats-Ruhe-Verhalten bei Friihgeborenen notwendig, um den Einfluss von
wichtigen Umwelteinflissen, wie Stressfaktoren und Krankheitsprozesse, aufzuzeigen

sowie ggf. die Behandlung und Pflege optimieren zu kénnen.
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Summary

Background: Many physiological processes in humans like hormone secretion, activity-
rest patterns or body temperature regulation underlie cyclic patterns, so-called
biological rhythms. Environmental influences such as light-dark cycle, food ingestion,
sleep-wake cycles and social cues are major determinants in synchronizing human
circadian rhythm. The foetal circadian system is mainly synchronized by the maternal
circadian rhythm; however, neonates lose this circadian rhythm after birth which needs
time to adapt to the extra-uterine life. Preterm infants are exposed early to medical and
caregiving interventions, which can be a reason of stress for preterm infants. To date,
only few and inconsistent results exist about the development of the circadian rhythm of
preterm infants in the literature.

The purpose of this study was to examine the biologic rhythm of preterm infants during
their first weeks of life by measuring circadian cortisol levels and their activity-rest
behaviour.

Methods: 62 preterm neonates with gestational age between 30 and 37 completed
weeks and a postnatal age of less than ten days were included in the study. Actographic
monitoring was used to record the activity and rest patterns of the preterm continuously
over 24 hours on day one, seven and fourteen. Additionally, saliva samples were
obtained from 22 preterm neonates at seven predefined time points of those days.
Cortisol and activity data were analysed by Least Squares Spectral Analysis (LSSA) to
assess periodic characteristics and frequencies. Hierarchical Linear Modeling was
further performed for statistical analysis.

Results: The cortisol rhythm analysis indicated a circadian rhythm pattern for only one
premature infant, the majority of the neonates showed no circadian or ultradian rhythm
of the hormone cortisol. Furthermore, the cortisol level of the premature neonates was
significantly higher on the first day of study (p < 0.005) compared to day seven and
fourteen of the study (day 1: median=16.5 nmol/L, day 7: median=9.8 nmol/L; day 14:
median=10.0 nmol/L). Notably, cortisol levels at night declined significantly (p < 0.05)
during the study period (night 1: median=17.1 nmol/L; night 7: median=9.6 nmol/L;
night 14: median=9.8 nmol/L).

The activity-rest rhythm of the preterm neonates was dominated by ultradian rhythm

patterns with a period length of four hours in the first weeks of life. 12 preterm infants
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showed a circadian pattern of activity-sleep-rhythm at one time point during the study.
The duration of resting phases (low activity frequencies) increased significantly during
the observation period (day 1: 55%; day 7: 61%; day 14: 60%). In addition, the sleep
duration of the infants increased significantly (p < 0.05) from 66% of day one to 72% of
day seven.

Conclusion: No stable circadian rhythm was found during the first four weeks of life of
the examined preterm infants. An ultradian rhythm of the acitivity-rest behaviour with a
period length of four hours could be detected in a subgroup of these infants. The study
population showed higher cortisol levels and higher activity frequencies at earlier time
points after birth which may reflect difficulties in the adaptation process of neonates
after birth, e.g. intensive care or medical interventions. Further studies are necessary to
better understand the correlation between stress processes, illnesses, extra uterine
adaption and cortisol concentration as well as the activity-rest behaviour of preterm

infants in order to optimize treatment and nursing of preterm infants.
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Anhang

11.1 Formelle Bemerkung

In der vorliegenden Arbeit wird die weibliche Form durch mannliche Formulierungen

vertreten.
11.2 Tabellarische Darstellung der Rhythmusanalyse

Tabelle 5: Rhythmusanalyse der Cortisolkonzentration (mmol/L) an den Studientagen 1,7 und 14

Studiencode Studientag X Tag X Nacht Mesor Peak
MO05 T1 10,69 14,05 12,71 12,71
M12 T1 18,58 15,35 16,64 16,64
M14 T1 19,85 11,74 24,18 41,19
M17 T1 10,28 35,08 26,81 26,81
M20 T1 7,94 16,71 12,95 12,95
M21 T1 12,68 26,93 22,18 22,18
M35 T1 26,77 22,74 24,47 24,47
M38 Tl 30,17 39,83 35,00 35,00
M42 T1 47,50 14,50 28,65 28,65
M47 T1 10,68 25,51 16,61 16,61
M49 T1 6,84 12,32 9,03 9,03
M50 T1 28,64 26,38 2735 27,35
M55 T1 48,16 31,19 36,85 36,85
M59 T1 5,58 7,54 6,56 6,56
M61 T1 35,15 56,49 47,96 47,96

Insgesamt

Mittelwert T1 21,30 23,76 23,20 24,33
Unteres Kl T1 13,43 16,55 16,95 17,57
Oberes KI T1 29,17 30,97 29,44 27,40
MQ9 T7 5,80 7,97 7,11 7,11
M12 T7 26,99 10,72 16,14 16,14
M14 T7 9,23 9,82 9,62 9,62
M20 T7 21,16 13,08 16,31 16,31
M35 T7 5,99 19,97 15,31 15,31
M38 T7 6,02 8,50 7,44 7,44
M42 T7 12,20 7,11 9,29 9,29
M47 T7 7,35 4,19 577 577
M50 T7 28,20 22,63 25,42 25,42
M61 T7 13,98 9,56 11,03 11,03

Insgesamt
Mittelwert T7 13,69 11,35 12,34 12,34
Unteres Kl T7 7,45 7,23 8,06 8,06
Oberes Kl T7 19,94 15,48 16,63 14,19
M12 T14 15,53 11,03 12,96 12,96
M14 T14 17,72 23,53 21,20 21,20
M21 T14 17,98 6,51 12,24 12,24
M35 T14 11,35 11,50 11,44 11,44
M49 T14 9,04 6,12 7,58 7,58
M50 T14 14,39 23,39 19,53 19,53

M59 T14 12,29 19,08 16,82 16,82
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Mé61 T14 16,06 15,95 15,99 15,99
Insgesamt
Mittelwert T14 14,30 14,64 14,72 14,72
Unteres KI T14 11,65 8,82 10,95 10,95
Oberes Kl T14 16,95 20,45 18,49 16,28

T1: Studientag 1; T7:_Studientag 7; T14: Studientag 14; Unteres KI: unteres Konfidenzintervall; oberes KI: oberes
Konfidenzintervall; x Tag: Mittelwert der Tageswerte; X Nacht: Mittelwert der Nachtwerte; Mesor: Mittelwert der
angepassten Funktion; Peak: Hochste Punkt der Zeitperiode

Tabelle 7: Rhythmusanalyse (counts/min) der Aktivitat an den Studientagen 1,7 und 14

Studiencode Studientag X Tag X Nacht Mesor Peak
MO01 1 123,63 140,34 131,28 317,13
MO02 1 127,61 214,13 168,16 485,58
MO03 1 233,26 153,69 205,47 616,52
M04 1 375,19 561,53 457,07 868,30
MO05 1 464,26 348,73 417,63 982,09
MO06 1 230,49 245,38 242,14 850,34
MOQ7 1 71,13 148,29 102,22 421,91
MO8 1 495,62 424,58 479,21 999,56
M09 1 241,33 465,09 345,74 114283
M10 1 568,80 303,03 442,27 906,26
M11 1 348,12 266,77 317,95 802,47
M13 1 109,30 66,65 91,37 202,45
M14 1 304,66 419,91 352,32 1509,48
M15 1 219,78 243,35 229,28 725,04
M16 1 345,59 278,70 317,50 861,94
M17 1 464,76 442,34 454,36 1056,46
M18 1 515,86 549,16 549,00 1370,60
M19 1 451,64 895,19 655,50 1757,36
M20 1 237,87 619,89 416,51 1359,69
M21 1 219,10 231,37 223,63 526,40
M23 1 366,28 206,32 284,07 763,37
M24 1 888,13 1003,30 941,82 1686,52
M25 1 247,02 279,78 258,85 714,71
M26 1 816,34 512,33 667,65 1635,63
M27 1 402,62 422,54 407,58 1041,46
M28 1 348,67 358,30 352,46 586,22
M29 1 315,25 387,62 353,10 769,15
M30 1 356,36 359,32 345,84 850,82
M31 1 85,71 26,41 57,71 167,69
M33 1 258,99 173,28 218,11 551,12
M34 1 346,53 286,27 321,17 843,50
M35 1 289,12 263,23 279,94 788,31
M36 1 300,87 175,93 246,16 913,39
M37 1 388,26 393,68 397,19 847,04
M38 1 259,33 473,58 352,52 978,56
M39 1 303,68 214,64 256,35 713,32
M40 1 161,03 191,16 177,42 710,61
M42 1 403,80 594,91 467,20 1004,75
M44 1 277,76 302,24 296,06 847,56
M45 1 424,32 547,89 480,52 1540,19
M46 1 640,36 404,24 524,93 937,93
M47 1 463,15 350,64 425,21 845,37
M48 1 190,52 132,89 165,45 370,23
M49 1 375,73 412,05 380,03 822,84
M50 1 251,45 471,80 353,87 800,34
M51 1 132,48 152,65 145,47 391,93
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M52 1 374,92 297,66 346,36 672,87
M53 1 320,18 298,43 317,10 657,38
M54 1 196,11 69,13 136,21 394,17
M55 1 285,84 110,71 216,12 891,32
M56 1 189,11 276,68 226,71 480,03
M57 1 290,33 302,85 308,33 886,21
M58 1 203,61 143,41 169,94 317,89
M59 1 280,25 307,69 295,82 812,69
M60 1 172,91 210,55 185,94 498,38
M61 1 208,39 294,35 248,58 630,37
MO1 7 246,90 32,75 147,41 508,01
MO02 7 153,63 117,41 135,42 231,48
MO03 7 344,57 134,67 250,30 653,04
MO04 7 332,41 527,86 424,30 666,88
MO05 7 311,88 268,33 298,77 709,44
MO06 7 313,63 173,45 254,87 614,85
M09 7 213,43 143,92 179,55 639,42
M10 7 166,60 128,76 150,33 467,27
M11 7 344,90 319,65 314,78 697,74
M12 7 342,04 328,77 295,91 1064,33
M14 7 383,38 322,77 360,47 884,78
M15 7 229,95 203,05 189,12 560,83
M16 7 185,22 136,70 163,75 371,49
M18 7 510,62 700,11 591,79 1331,22
M19 7 371,20 156,98 280,19 971,53
M21 7 409,78 231,62 326,63 1113,39
M23 7 280,18 205,03 228,41 712,43
M24 7 346,83 236,89 302,63 664,64
M25 7 197,84 324,14 254,88 615,64
M26 7 419,57 379,71 418,69 976,08
M27 7 246,11 158,39 212,48 950,57
M29 7 219,16 109,99 164,67 535,66
M30 7 536,68 261,61 414,62 1025,37
M31 7 137,99 154,17 145,72 475,73
M32 7 305,18 212,92 265,28 579,73
M33 7 263,88 387,93 319,86 1363,14
M35 7 215,48 341,59 254,57 1142,81
M36 7 414,26 339,70 393,29 1098,93
M37 7 171,18 155,38 160,18 583,48
M38 7 434,62 199,97 322,01 814,06
M39 7 218,10 388,09 288,45 741,19
M40 7 183,25 135,19 168,84 519,61
M42 7 460,78 526,25 495,17 1260,45
M44 7 162,32 103,74 130,46 436,51
M45 7 445,58 442,05 434,76 1049,49
M46 7 322,14 233,24 291,45 972,58
M47 7 295,05 138,43 216,65 727,62
M48 7 471,68 310,80 391,50 1084,21
M49 7 515,44 258,80 396,08 1340,45
M50 7 291,54 282,82 289,85 1038,92
M51 7 208,83 209,40 197,72 458,77
M52 7 364,97 265,93 306,60 702,57
M53 7 400,41 245,05 321,57 572,46
M57 7 271,39 473,33 351,66 1158,38
M59 7 246,82 157,75 205,84 571,33
M60 7 251,65 410,90 319,38 911,63
M61 7 270,79 253,67 256,45 674,50
MO1 14 161,14 322,01 237,87 568,89
MO02 14 228,79 336,17 254,41 922,64
MO05 14 346,05 178,09 302,40 752,98
MO06 14 155,08 306,24 240,63 835,57
M09 14 251,96 168,08 221,88 658,34
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M11
M12
M14
M15
M16
M18
M19
M20
M21
M23
M25
M26
M27
M28
M29
M30
M33
M34
M35
M36
M38
M39
M40
M41
M42
M44
M45
M46
M47
M48
M49
M50
M51
M52
M53
M54
M55
M56
M57
M58
M59
M60
M61

14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14

410,04
224,80
456,90
444,90
156,11
360,43
425,09
148,15
180,51
212,21
236,07
439,36
391,84
319,04
303,05
295,43
403,19
293,81
386,11
474,94
300,99
353,20
224,12
307,68
552,98
288,12
448,68
273,57
389,97
455,95
400,81
419,18
251,20
175,67
507,88
439,22
476,56
278,77
250,50
435,72
229,03
190,68
319,32

185,04
224,03
258,54
387,11
179,28
368,63
172,50
179,34
150,84
136,30
143,15
373,76
238,32
279,23
173,28
377,14
307,86
261,81
350,51
429,75
202,82
273,10
130,58
155,53
633,37
206,54
526,55
248,38
211,99
364,85
546,59
207,64
313,47
94,10

334,43
308,52
547,76
512,67
96,63

314,05
154,77
123,40
118,44

302,77
223,34
372,97
401,13
170,35
361,74
308,40
168,30
163,98
175,10
197,45
411,24
324,74
312,51
245,53
309,56
343,87
275,22
344,74
530,43
262,47
298,85
177,86
234,41
548,56
271,49
467,25
254,44
306,64
408,27
448,58
370,85
251,43
141,56
432,43
369,74
516,32
383,38
182,66
375,98
196,65
157,27
237,80

982,75
543,44
1226,71
1083,38
469,41
961,57
685,21
529,27
405,85
519,18
481,41
814,56
934,92
983,67
636,31
991,74
1168,27
862,90
1022,18
1145,34
679,45
822,87
576,91
623,93
1458,00
558,81
1192,41
714,03
876,68
909,08
879,19
1218,44
789,01
510,02
950,87
866,98
994,68
1082,40
510,93
919,05
535,55
495,48
539,53

T1: Studientag 1; T7: Studientag 7; T14: Studientag 14; X Tag: Mittelwert der Tageswerte; X Nacht: Mittelwert der

Nachtwerte; Mesor: Mittelwert der angepassten Funktion; Peak: Hchste Punkt der Zeitperiode
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11.3 Aufklarungsbogen
Philipps (5% Universitdt
Marburg

Zentrum fiir Kinder- und Jugendmedizin+BaldingerstraRe*35033 Marburg Fachbereich Medizin
Zentrum fur Kinder- und Jugendmedizin
Geschaftsf. Direktor: Prof. Dr. Rolf. F. Maier
Tel.: 06421 /58 66229
Fax 06421 / 58 68970
E-Mail: rolf. maier@med.uni-marburg.de
Anschrift: Baldingerstralie

35033 Marburg
Marburg, 14.09.2011
Forschungsprojekt

»Akustische Stimulation bei Friithgeborenen: Auswirkungen auf physiologische,
hormonelle und verhaltensbezogene Parameter

Sehr geehrte Eltern,

wir mochten Sie um Ihr Einverstdndnis bitten, dass Ihr Kind an dem oben genannten
Forschungsprojekt teilnimmt.

Worum geht es?

Frihgeborene sind vielen neuen Reizen ausgesetzt. Zu der Frage, welche Reize die
physiologische und psychologische Entwicklung des Friihgeborenen fordern, gibt es bislang nur
sehr wenige Informationen. Wir wissen bisher nicht, ob regelméaRige, gezielte Stimulation mit
der Stimme der Mutter oder mit ruhiger Musik einen Vorteil fiir das Kind bedeutet oder ob die
Umgebung — wie bisher angestrebt — mdglichst ruhig sein sollte. Dies mdchten wir mit der
vorliegenden Studie untersuchen.

Was ware im Falle Threr Zustimmung der Beitrag lhres Kindes?

Falls Sie zustimmen, wird lhr Kind zuféllig in eine von drei Studiengruppen eingeteilt: Einer
Gruppe werden 14 Tage lang einmal taglich aullerhalb der Besuchszeiten fur 30 Minuten tber
Kleine Lautsprecher Wiegenlieder vorgespielt. Einer zweiten Gruppe wird ein von der Mutter
vorgelesener und mit unserer Hilfe aufgenommener Text vorgespielt. Eine dritte Gruppe wird
wie sonst ublich ohne zusétzliche akustische Stimulation versorgt.

Vor, wéhrend und nach der Stimulation messen wir Herzfrequenz, Sauerstoffsattigung,
Atemfrequenz und Blutdruck bei Ihrem Kind. Zusatzlich entnehmen wir an Tag eins, sieben und
vierzehn Speichel mit einem kleinen Wattetrdger aus der Wangentasche, um die Konzentration
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von dem Hormon Cortisol zu messen. Dieses Hormon ist ein guter Indikator fiir das Erleben
von Stress. Zudem mochten wir die korperliche Aktivitdt und Hauttemperatur der Kinder
beobachten. Dafur tragt Ihr Kind ein leichtes, uhrdhnliches Gerat am Oberarm, welches die
Bewegungen aufzeichnet. Die Aufzeichnung der Messwerte beginnt 15 Minuten vor der
Stimulation und endet 15 Minuten nach der akustischen Stimulation und findet zeitgleich bei
den Kindern statt, die in die Gruppe ohne Stimulation gelost wurden.

Mit Ausnahme der akustischen Reize, der Auswertung der ohnehin erhobenen Uberwachung
Ihres Kindes (Herzfrequenz, Atemfrequenz, Sauerstoffsdttigung, Temperatur), sowie der
Entnahme von Speichelproben und der Aufzeichnung des Bewegungsverhaltens werden keine
MaRnahmen durchgefiihrt, die tber die klinisch notwendige Routineversorgung hinausgehen.

Was ware im Falle Ihrer Zustimmung der Beitrag von Ihnen?

Falls Ihr Kind in die Gruppe gelost wird, die taglich mit der Stimme der eigenen Mutter
stimuliert werden soll, wirden wir Sie bitten, einen von uns vorgegeben Text auf Band zu
sprechen.

Welches Risiko besteht fur Ihr Kind?

Die genannten Prozeduren sind mit keinen Schmerzen fur Ihr Kind verbunden. Nach
menschlichem Ermessen ist die Teilnahme an dem Forschungsprojekt furr Ihr Kind ungeféhrlich.
Mit Risiken ist nicht zu rechnen.

Was passiert mit den Daten von IThrem Kind, falls Sie Ihre Zustimmung geben?

Die Untersuchungsergebnisse werden unter Einhaltung der arztlichen Schweigepflicht und
entsprechend dem Datenschutzgesetz vertraulich behandelt und nur in pseudonymisierter Form
gespeichert und ausgewertet. Dies bedeutet, dass Ihrem Kind eine interne
Identifikationsnummer zugeordnet wird, die AulRenstehenden keinerlei Riickschlusse auf den
Patienten erlaubt. Flinf Jahre nach Abschluss der Studie werden die Daten geldscht.

Welche Konsequenzen ergeben sich fur Sie und Ihr Kind, wenn Sie Ihre Zustimmung nicht
geben?

Die Teilnahme an dem Forschungsprojekt ist freiwillig und kann jederzeit ohne Angabe von
Grinden widerrufen werden, ohne dass lhnen oder Ihrem Kind dadurch irgendwelche Nachteile
entstehen.

Haben Sie noch Fragen zu diesem Forschungsprojekt?
In diesem Fall wenden Sie sich bitte an die Arztin/den Arzt, die/der lhr Kind behandelt.

Prof. Dr. Rolf F. Maier
Direktor der Klinik fir Kinder- und Jugendmedizin Marburg
Studienleiter
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11.4 Einverstandniserklarung

Philipps (55 Universitdt

Marburg

Zentrum fiir Kinder- und Jugendmedizin*BaldingerstraRe+35033 Marburg Fachbereich Medizin
Zentrum fur Kinder- und Jugendmedizin
Geschéftsf. Direktor: Prof. Dr. Rolf. F. Maier

Tel.: 06421 / 58 66229

Fax 06421 /58 68970

E-Mail: rolf. maier@med.uni-marburg.de
Anschrift: Baldingerstral3e

35033 Marburg

Marburg, 14.09.2011

Forschungsprojekt
»Akustische Stimulation bei Friithgeborenen: Auswirkungen auf physiologische,
hormonelle und verhaltensbezogene Parameter

Einverstandniserklarung

ICh WUrde VON .....c.ooviieicrecccre e tiber das o0.g. Forschungsprojekt informiert
und ausfuhrlich aufgeklért.

Ich hatte ausreichend Zeit, mich zur Teilnahme von mir und meinem Kind zu entscheiden.

Ich weil, dass die Teilnahme freiwillig ist, dass ich jederzeit und ohne Angabe von Griinden
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