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1 EINLEITUNG 1

1 Einleitung

Die Erforschung von Stammzellen, ihrer besonderen Eigenschaften und der sich daraus
entwickelnden neuen Therapieansatze in der Medizin hat in den letzten Jahren signifikant an
Bedeutung zugenommen. Wissenschaftler und Stammzellforscher erkennen ein groBes Potential
in diesem relativ neuen Fachgebiet, entwickeln viel versprechende Perspektiven und sehen die
Mdglichkeit, den menschlichen Bauplan, der in der DNA jeder Zelle kodiert vorliegt, zur Reparatur
und ggf. zum Nachbau von verletzten Organen zu verstehen und zu nutzen. Parallel dazu sind die
Erwartungen der Offentlichkeit an die Stammzellforschung durch eine starke Medienpréasenz des
Themas sehr hoch. Die Gesellschaft erhofft sich eine schnelle Entwicklung und baldige klinische
Anwendung neuer Therapien zur Behandlung oder Heilung bisher inkurabler Erkrankungen und
auch die Sehnsucht nach Wiederverjingung durch innovative Anti-Aging-Therapien wachst
zusehends.

Dabei ist die Stammzellforschung zugleich auch ein sensibles Gebiet: Eine Vielzahl von Aspekten
u. a. aus den Bereichen Datenschutz, Ethik, Recht, Religion und kultureller Akzeptanz und die
Problematik landerspezifischer Unterschiede selbst innerhalb Europas miissen parallel zur
Forschung beriicksichtigt und gelést werden. Langfristige Grundlagenforschung und ein
umfassendes Versténdnis der Funktion von Stammzellen und ihrer Differenzierung sind flr eine

spater erfolgreiche Therapieentwicklung und klinische Anwendung die Voraussetzung.

1.1 Grundlagen der Stammzellforschung

1.1.1 Definition und Vorkommen verschiedener Stammzellarten

Eine Stammzelle wird definiert als Zelle, die sowohl die Fahigkeit besitzt, sich selbst durch
Zellteilung zu reproduzieren, als auch das Potential bereithélt, sich in differenzierte, d.h. reifere,

spezialisierte Zellarten weiterzuentwickeln.

stem cell

® 00— 9L .
<

® —

—_—

precursor colis differeariaied

|||.||l-|'.||'||:|||'. ng cellsl aells

Abb. 1: Die asymmetrische Zellteilung und Differenzierung von Stammzellen. (6)
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Im Modell entspricht diese Doppelfunktion einer asymmetrischen Zellteilung (s. Abb. 1), wobei
eine der beiden neu entstandenen Zellen die Stammzelleigenschaften behalt und die andere sich
zu einem differenzierten Zelltyp weiter entwickelt.

Stammzellen variieren in ihrem Differenzierungspotential. Ihre Entwicklung ist hierarchisch
aufgebaut und verlauft von der omni- oder totipotenten Stammzelle (iber die Stadien der Pluri-
und Multipotenz bis hin zu den Vorlaufer- oder Progenitorzellen der endgiiltig differenzierten
Zellen. An der Spitze dieser Struktur stehen die totipotente Zygote und die Zellen der ersten
beiden Zellteilungsschritte.

Etwa vier Tage nach der Fekundation beginnen die vermehrenden Zellen sich zu spezialisieren
und bilden die Blastozyste mit der so genannten inneren Zellmasse (ICM), aus der sich der
Embryo entwickelt. Dieser auch so genannte Embryoblast besteht zu diesem Zeitpunkt aus etwa
12 Zellen, wahrend der umhiillende Trophaoblast, aus dem sich die Eihdute sowie der embryonale
Teil der Plazenta entwickeln, um die hundert Zellen aufweist (vgl. Abb. 2 und Abb. 3).
Embryonale Stammzellen, die aus der ICM gewonnen werden, sind pluripotent, kdnnen sich also
in alle Zelllinien der drei Keimblatter, mit Ausnahme des Trophoblasten, ausdifferenzieren ([2]
S.420).

1) Embryoblast

2) Zona pellucida

3) Trophoblast

4) Blastozystenhohle

Abb. 2: Blastozyste — Schema. (7) Abb. 3: Aufnahme der Blastozyste am Tag
5.(7)

Im Gegensatz zu embryonalen Stammzellen werden Stammzellen, die nach der Geburt dem
Organismus oder anhdangenden Geweben wie der Nabelschnur entnommen werden, als adulte

oder somatische Stammzellen bezeichnet. Sie sind liber Jahre hinweg, mdglicherweise sogar
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jahrzehntelang, in vielen differenzierten Geweben im menschlichen Kérper zu finden. Sie besitzen
die Fahigkeit zur Selbsterneuerung, dienen also dazu einen festen Pool an organspezifischen
Stammzellen aufrechtzuerhalten und sind multipotent, d.h. sie kénnen sich je nach Lokalisation in
eine limitierte Anzahl von Zelllinien differenzieren ([14] S.831).

Various types of stem cells

'-‘l
®
Cell egg

N

Q) ®
®®®
©®®

Embryo at the Meurons

g-coll stage
'|j ||| :
w Epithelial
cells

\L PLURIPOTENT
? Fibroblast

Embryonic stem cells

Blastocyst Blood cells

MULTIPOTENT

Brain % Q 9 Nerve cells

MNeuronal stem cells

Blood cells

r::r:‘:wé @ 9 Liver calls
L Muscle cells

HE=matopoietic cells

¥ ; \ a Skin
— L @ MNerve calls

Skin stem cells

Abb. 4: Differenzierungsweg und Potenz von Stammzellen. (1)

Im weiteren Verlauf der Differenzierungskaskade entstehen aus einer Stammzelle so genannte
Vorlauferzellen (engl. progenitor oder precursor cells). Sie unterscheiden sich von der Stammzelle
durch eine sehr hohe Proliferationskapazitat, weshalb sie auch als transit amplifyving cells
bezeichnet werden, und stdrker limitierte Differenzierungsmdoglichkeiten ([77] S.3). Dieser

Vorgang lauft im Prinzip in allen Organen nach demselben Mechanismus ab: Zellen teilen sich
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und bilden Nachkommen, deren Potential immer weiter eingeschrankt ist, so dass sie am Schluss
auf die Bildung eines einzigen Zelltyps beschrdnkt sind ([36] S.8). Die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung geht den Zellen dabei (iber die Zeit verloren.

Zundchst wurde angenommen, dass adulte Stammzellen nur in Geweben mit hohen
Erneuerungsraten wie Blut, Haut, Darm, Gonaden oder dem Respirationstrakt vorkommen; es hat
sich aber gezeigt, dass neben Knochenmark und Nabelschnurblut, auf das in dieser Arbeit primar
eingegangen werden soll, die meisten, wenn nicht sogar alle Organe, spezifische Stammzellen
besitzen oder diese zumindest in Kultur ausbilden kénnen ([77] S.4). Zum Beispiel sind
gewebestandige Stammzellen im Fettgewebe des menschlichen Kérpers bis ins vierte oder fiinfte
Lebensjahrzehnt nachweisbar und haben vermutlich regenerative Funktion.

Plastizitat bezeichnet die Fahigkeit einer adulten Stammzelle, sich in verschiedene Endgewebe zu
differenzieren. Das Konzept der Stammzellplastizitdt ist neu und die biologischen Vorgange, die
diesem Phdanomen zugrunde liegen, sind noch nicht ausreichend gekldrt. Lange Zeit galt das
Dogma, dass die Differenzierung nur in eine Richtung mdglich und unumkehrbar sei. In neuerer
Zeit wurden aber Ergebnisse publiziert die nahe legen, dass einige Stamm- und sogar
Vorlauferzellen unter experimentellen Bedingungen durch ,genetisches Umprogrammieren® ein
keimblatt-Gberschreitendes  Differenzierungspotential, die so genannte Fahigkeit zur
Transdifferenzierung, entwickeln kdnnen ([52] S.834). Dies kénnte vielleicht dazu beitragen, dass
embryonale Stammzellen in Zukunft unter Laborbedingungen hergestellt werden kénnen und auf

die umstrittene Durchfiihrung von verbrauchender Embryonenforschung verzichtet werden kann.

1.1.2 Stammzellen aus Knochenmark

1.1.2.1 Mesenchymale Stammzellen

Mesenchymale Stammzellen (MSCs) bilden zusammen mit den hamatopoetischen Stammzellen
(HSCs) die beiden wichtigsten Stammzellpopulationen des Knochenmarks. Beide sind
mesodermalen Ursprungs. Wahrend die hdmatopoetischen Stammzellen die Vorldaufer der
verschiedenen Blutzellen sind, zeigen sich die MSCs fiir die Ausbildung der
Knochenmarkstromazellen verantwortlich ([75] S.443).

Mesenchymale Stammzellen kommen im Knochenmark in einem Verhaltnis von einer Stammzelle
pro 10° mononukledren Knochenmarkszellen (MNCs) vor, kénnen aber aufgrund ihrer
spezifischen Adhdsionseigenschaften und mit Hilfe von Zellkulturassays in vitro identifiziert und
isoliert werden ([20] S.3216-7). Die Tatsache, dass mesenchymale Stammzellen in vitro vermehrt
werden kénnen und nachweislich zur Differenzierung in eine Vielzahl von Zelllinien, einschlieBlich
Knochen-, Knorpel-, Muskel- oder Fettzellen fahig sind, macht sie fir Bereiche wie ,Tissue
Engineering" oder die Gentherapie-Forschung (s. Kap. 1.3.2) besonders attraktiv ([51] S.235).
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Abb. 5: Differenzierung hamatopoetischer und mesenchymaler Stammzellen. (3)

1.1.2.2 Hamatopoetische Stammzellen

Hamatopoetische Stammzellen (HSCs) aus dem Knochenmark sind die gegenwartig am besten
charakterisierten Stammzellen. Fast alle experimentellen Strategien und Konzepte, die
heutzutage auf Stammzellen angewendet werden, wurden zuerst fir diese Zellen untersucht und
entwickelt. Dies griindet sich unter anderem auf folgende kennzeichnende Merkmale:
Hamatopoetische Stammzellen sind multipotent - eine einzelne Zelle kann bis zu zehn
unterschiedliche reife Zelllinien hervorbringen - und sie besitzen eine ausgepragte
Proliferationskapazitdt ([15] S.430). Der Anteil an hamatopoetischen Stammzellen im
Knochenmark wird auf etwa 0,05 — 0,5% der Knochenmarkzellen geschatzt. Die meisten dieser
Zellen werden unter gewdhnlichen Bedingungen jedoch nicht aktiv ([39] S.187-8).

Auch im peripheren Blut kbénnen in sehr geringem MaBe hamatopoetische
Knochenmarkstammzellen nachgewiesen werden. Die Beobachtung, dass die Verwendung von
Wachstums- und Stimulationsfaktoren wie GM-CSF oder G-CSF eine verstarkte Ausschiittung
dieser Zellen aus dem Knochenmark bewirkt ([57] S.277), vereinfachte die Gewinnung von
Stammzellen aus dem peripheren Blut zur Verwendung fiir Transplantationen. Heutzutage hat
sich die Stammzellapherese neben Knochenmark- und Nabelschnurblutspende als gleichwertige

Methode fiir die Stammzellgewinnung etabliert.
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1.1.3 Stammazellen aus Nabelschnurblut

Nabelschnurblut ist Blut des fetalen Kreislaufs und reich an hamatopoetischen Stammzellen ([16]
S.3830). Diese Zellen sind auch am Ende einer Schwangerschaft noch in groBer Anzahl im fetalen
Blutkreislauf vorhanden und kénnen durch die postpartale Abnahme des in Umbilikalvene und
Plazenta verbleibenden Blutes direkt nach der Geburt gewonnen werden. Trotz ihres
zunehmenden Werts fiir Wissenschaft, Forschung und Therapie werden Nabelschnur und
Nabelschnurblut bisher meist als nachgeburtliche biologische Abfallprodukte entsorgt.

Die Isolierung hamatopoetischer Nabelschnurblutzellen erfordert umfangreiche labortechnische
Methoden, da sowohl Stamm- als auch Vorlauferzellen im Gegensatz zu reifen Zellen nicht
morphologisch erkennbar sind und somit funktionelle Untersuchungen oder die Exprimierung
bestimmter Oberflachenmarker, z.B. CD45, CD34 oder CD14, zur Identifikation herangezogen
werden missen ([115] S.297).

Der erste Schritt in der Aufarbeitung im Labor besteht in der Bestimmung der nukledren
Zellpopulation (NCs). Nicht nur korreliert der Gehalt an NCs mit dem Transplantationserfolg nach
Stammzelltransplantation ([55] S.162, [33] S.376), er ist auch einer der am besten geeigneten
Parameter zur Einschdtzung des Gehaltes an hdmatopoetischen Vorlduferzellen und an CD34-
positiven Zellen ([61] S.969). Im weiteren Verlauf der Aufreinigung von Nabelschnurblutproben
erfolgt die Gewinnung der mononukledren Zellpopulation mit Hilfe von Zentrifugationsverfahren,
immunmagnetischen Verfahren und der fluoreszenzbasierten Durchflusszytometrie (s. Kap. 2.3).
Jedoch sind nur etwa 1% ([28] S.295) der mononukledren Zellen auch als hamatopoetische
Stammzellen zu bezeichnen, die als charakteristisches Merkmal das CD34-Oberflachenantigen,
welches mittels monoklonaler Antikdrper nachgewiesen werden kann ([54] S.1, [100] S.118),
exprimieren. Diese Zellen werden als CD34-positive Zellen bezeichnet. Zellen, die den
Oberflachenmarker nicht exprimieren oder die Fahigkeit dazu verloren haben, werden als CD34-
negative Zellen bezeichnet. Das CD34-Antigen ist ein transmembranales Glykoprotein von 90-120
kD, das auch auf GefaBendothelzellen vorkommt und dessen Funktion noch nicht abschlieBend
geklart ist. Es wird vermutet, dass das Molekil an der Regulation der Adhadsion an Stromazellen
der Mikroumgebung beteiligt ist ([41] S.12243). Der genaue Phdnotyp hamatopoetischer
Stammzellen ist dariiber hinaus aber noch ungeniigend definiert.

Das Differenzierungspotential hdmatopoetischer Vorlduferzellen ist durch die Koexpression oder
die Abwesenheit unterschiedlicher Oberflachenantigene (u. a. AC133, CD38, CD45RA, CD61,
CD71, CD90, CD117 und HLA-DR) gekennzeichnet, wahrend mit zunehmender Reifung das
CD34-Antigen verloren geht. Die hierarchische Struktur der hamatopoetischen Stamm- und
Vorlauferzellen und die Regulierung durch Einfluss von Wachstumsfaktoren, die fir die

Ausbildung der einzelnen Zelllinien notwendig sind, sind in Abb. 6 dargestellt.
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Abb. 6: Die Regulation der Himatopoese. (8)

Vorlauferzellen bilden nach Immobilisation in semisolidem Medium sowie Stimulation durch
Wachstumsfaktoren Kolonien aus reifen Zellen der verschiedenen Zelllinien. Sie werden deshalb
oft als ,,Colony forming cells" (CFCs) oder ,,Colony forming units" (CFUs) zusammengefasst.
Myeloische und erythrozytare Vorlauferzellen zeigen morphologisch unterschiedliche Kolonien von
Zellen, die als ,,Colony forming unit-granulocyte macrophage" (CFU-GM) und ,Burst forming unit-
erythroid" (BFU-E) differenziert werden (s. Abb. 6).

Uber die Prasenz mesenchymaler Stammzellen im Nabelschnurblut ist noch relativ wenig
bekannt. Einzelne Untersuchungen konnten jedoch Zellen mit charakteristischen
Oberflachenmerkmalen (liberwiegend CD34- und CD45-negativ) und Adhasionseigenschaften
isolieren, die in vitro mesenchymale Zelllinien, z.B. Osteoblasten und Adipozyten, ausbilden ([25]
S.241). Die bisherigen Ergebnisse lassen ein den mesenchymalen Stammzellen aus Knochenmark
mindestens vergleichbares, teilweise sogar Uberlegenes Potential bezlglich Proliferation und
Differenzierung vermuten ([12]).
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1.2 Nutzungsmoglichkeiten und Einlagerung von Nabelschnurblut

Nabelschnurblut, das bisher meist als Abfallprodukt nach einer Geburt verworfen wurde, kann
grundsatzlich fir drei verschiedene Zwecke genutzt werden: Zur adulten Stammzellforschung
oder zur Einlagerung in einer 6ffentlichen oder privaten Nabelschnurblutbank. Diese drei
Einlagerungsméglichkeiten ersetzen sich nicht gegenseitig, sondern weisen grundsatzliche
Unterschiede auf.

Wie bereits beschrieben ist der Mangel an histokompatiblen Stammzellspendern der
fundamentalste limitierende Faktor flr eine erfolgreiche allogene Stammzelltransplantation, das
ist eine Transplantation bei der — im Gegensatz zur autologen Stammzelltransplantation —
Spender und Empfanger nicht identisch sind. Nur fiir ca. 40% der Patienten, die eine
Stammzelltransplantation bendétigen, kann ein HLA-identischer Spender gefunden werden.
Aufgrund der viel versprechenden Ergebnisse der ersten Nabelschnurbluttransfusionen begannen
einige Zentren in aller Welt o¢ffentliche Nabelschnurblutbanken aufzubauen ([34] S.96). Das
gréBte Zentrum dieser Art entwickelte sich in New York, andere groBe Banken existieren in

Diisseldorf, Mailand, Paris, Madrid, etc. und arbeiten eng zusammen (s. auch www.netcord.org

Stand: 28.07.2007). Die dort aufbewahrten Stammzellproben werden ausschlieBlich fiir allogene
Transplantationen verwendet. Durch o&ffentliche Nabelschnurblutbanken wird versucht, den
Bedarf an Stammzellen fiir Patienten fiir die kein HLA-identischer verwandter Spender gefunden
wurde - das sind etwa zwei Drittel aller auf Stammzelltransplantation angewiesener Patienten -
sicherzustellen. Viele offentliche Blutbanken zielen bei der Anwerbung von Spendern auf die
Beteiligung  ethnischer Minderheiten ab, da diese Gruppen im Knochenmark-
transplantationsregister ~ unterreprasentiert sind, wobei die Inzidenz der durch
Stammzelltransplantation therapierbaren Erkrankungen innerhalb dieser Minderheiten aber
erhéht sein kann und sich somit die Bedarfsdeckung im Vergleich zur relativ homogen
strukturierten genetischen HLA-Typisierung der nordeuropdischen Gesellschaft schwieriger
gestaltet ([113] S5.996).

Zusatzlich zu diesen weltweit zugédnglichen und zum Teil staatlich geférderten
Nabelschnurblutbanken fiir anonym gespendetes Nabelschnurblut entstand parallel zur
Entwicklung der regenerativen Medizin in den letzten Jahren die Geschéftsidee, Nabelschnurblut
fir den Spender selbst zur Eigennutzung einzulagern. Diesem Zweck dienen die privaten
Nabelschnurblutbanken. Sie bieten zukiinftigen Eltern kommerziell auf privater Vertragsbasis die
langfristige personliche Aufbewahrung des Nabelschnurbluts ihres Kindes oder bestimmter
Zellanteile davon an, um es zu einem spateren Zeitpunkt ggf. nutzen zu kdnnen. Nach
deutschem Recht ist das Nabelschnurblut Eigentum des Kindes und wird von den Eltern nur
treuhanderisch bis zu seiner Volljahrigkeit verwaltet. Es ist zur Nutzung fiir den Bedarfsfall einer
autologen Transplantation, also vom Spender auf den Empfanger zuriick, oder fiir eine zurzeit

noch relativ abstrakte Verwendung im Rahmen der regenerativen Medizin, gedacht. Gerichtete
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Spenden, z.B. von einem gesunden Neugeborenen an ein bereits erkranktes Familienmitglied,
z.B. ein dlteres Geschwisterkind, sind in Deutschland rechtlich prinzipiell nicht verboten, die
Induktion einer Schwangerschaft zu Transplantationszwecken und vorgeburtliche Testungen des
Ungeborenen beziiglich einer Spendereignung jedoch schon ([108] Kap. 2.1). International
werden gerichtete Spenden mit privat eingelagertem Nabelschnurblut aber wesentlich haufiger
durchgefiihrt als autologe Nabelschnurbluttransplantationen ([48]). Aus wissenschaftlicher Sicht
wird die private Einlagerung kontrovers diskutiert (vgl. [27]) und zum gegenwartigen Zeitpunkt
aufgrund geringer Kosteneffizienz sowie einem Mangel an aussagekraftigen wissenschaftlichen
Daten staatlicherseits weder empfohlen noch durch die gesetzlichen Krankenkassen finanziert.
Das starkste Argument gegen diese Einlagerung besteht in der relativ geringen
Wahrscheinlichkeit, dass die Stammzellen aus Nabelschnurblut jemals fiir den Spender oder ein
Familienmitglied benétigt werden bzw. dann tatsachlich genutzt werden kénnen. Das Konzept der
privaten Nabelschnurblutbanken, fiir jedes Kind nach der Geburt eine Nabelschnurblutprobe
einzulagern, wird somit in Anbetracht der hohen Einlagerungskosten und der niedrigen
Wahrscheinlichkeit fiir den Bedarf einer autologen Spende, die auf etwa 1% oder weniger
geschatzt wird ([80] S.476), vermutlich nicht der Regelfall werden.

Private  Nabelschnurbanken stehen jedoch nicht in Konkurrenz zu d&ffentlichen
Nabelschnurbanken, da sie aufgrund differierender Nutzungsabsichten des Nabelschnurblutes
unterschiedliche Zielgruppen ansprechen. Untersuchungen der Arbeitsgruppe an der Frauenklinik
der TU Minchen konnten bestdtigen, dass private Nabelschnurblutbanken, zumindest zum
gegenwartigen Zeitpunkt, die Probenanzahl fir die wissenschaftliche Forschung nicht wesentlich
einschranken ([47] S. 225).

1.3 Klinische Anwendung von Nabelschnurblutstammzellen

Das Interesse an Nabelschnurblut ist nicht auf die Grundlagenforschung beschrankt, sondern
dehnt sich seit einigen Jahren zunehmend in Richtung klinische Anwendung aus. Man
unterscheidet dabei die beiden oben beschriebenen Transplantationsformen, autolog und allogen,

sowie die Anwendung im Bereich der Regenerativen Medizin.

1.3.1 Einsatzmdglichkeiten fiir die Transplantation

Die autologe und allogene Transplantation von hdmatopoetischen Stammzellen aus Knochenmark
und nach Mobilisation auch aus peripherem Blut wird seit Jahrzehnten erfolgreich fiir die
Behandlung von malignen Erkrankungen, einschlieBlich Leukdamien, lymphoproliferativen
Erkrankungen und Tumoren sowie nicht-malignen Stérungen wie Erbkrankheiten und

Autoimmunkrankheiten eingesetzt. Wahrend die Zahl der Stammzelltransplantationen stetig
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steigt, besteht ein Mangel an Stammzellspendern. Deshalb haben alternative Quellen zur
Gewinnung von Stammzellen eine groBe Bedeutung erlangt. Friihe Studien zeigten, dass die aus
einer Nabelschnurblutprobe gewonnene Anzahl von Stammzellen fiir eine hamatopoetische
Rekonstitution nach allogener Transplantation zumindest fiir Kinder und Jugendliche ausreichen
und Nabelschnurblut somit als Alternativquelle neben Knochenmark und mobilisierten peripheren
Blutstammzellen angesehen werden kann ([17] S.4675). Der Gehalt an Stammzellen, der fiir eine
klinische Anwendung flir die Transplantation bei postpartaler Gewinnung der
Nabelschnurblutprobe angestrebt wird, liegt bei einer Anzahl von mindestens 1,2 x 10° CD34-
positiven ([58] S.1819) bzw. 3 x 10” nukle&ren Zellen ([35] S.147) pro Kilogramm Kérpergewicht
des Empfangers. Seit der ersten Transplantation von Nabelschnurblut bei einem an Fanconi-
Andmie erkrankten Kind im Jahre 1988 ([32]) stieg die Anzahl der durchgefiihrten
Transplantationen, sowohl zwischen verwandten ([111]) als auch zwischen nicht verwandten
Spendern und Empfangern ([81]) auf eine Zahl von (ber 5.800 Transplantationen zum
gegenwartigen Zeitpunkt (vgl. [43]). Die Untersuchungen bestatigten dabei die Vergleichbarkeit
der Ergebnisse mit Knochenmarkstransplantationen.

Die Verwendung von Nabelschnurblut als Quelle fiir hdamatopoetische Stammzellen zur
Transplantation bietet im Vergleich zu Knochenmark einige Vorteile ([17] S.4674). Diese sind
unter anderem die risikolose, nichtinvasive Abnahmemethode, die praktisch unlimitierte Anzahl
von geeigneten Spendern, die niedrigere Inzidenz von Infektionskrankheiten bei Neugeborenen
im Gegensatz zu Knochenmarkspendern und die schnellere Verfligbarkeit der Proben bei Bedarf.
Mit am wichtigsten ist aber, dass schwere Graft-versus-Host-Reaktionen nach Transplantation mit
Stammzellen aus Nabelschnurblut seltener auftreten ([79] S.1849). Der groBte praktische
Nachteil liegt im oft begrenzten Abnahmevolumen von Nabelschnurblutproben und daraus
resultierend einer proportional nur fiir ein geringes Kérpergewicht ausreichenden absoluten Zahl
von Stammezellen. Obwohl die Vorlduferzellen aus Nabelschnurblut im Vergleich zu Knochenmark
eine groBere proliferative Kapazitat aufweisen ([24] S.3084), erreicht der durchschnittliche
Zellgehalt der Proben in der Regel die oben genannten Mindestvoraussetzungen an Zellzahlen pro
Kilogramm Korpergewicht des Empfangers nicht. Somit bleibt die Anwendung Erwachsenen zum
gegenwartigen Zeitpunkt in den meisten Fallen versagt und beschrankt sich grdBtenteils auf
Kinder und Jugendliche. Die Forschung bemiiht sich deshalb vermehrt darum, Moglichkeiten zur
ex vivo Vermehrung von Nabelschnurblutstammzellen zu entwickeln.

Obwohl die Nutzung von Nabelschnurblut als autologe Transfusion fiir anamische Neugeborene
oder fiir chirurgische Eingriffe wahrend der ersten Lebenstage als Alternativmethode anerkannt
ist ([45] S.14-5), gibt es nur wenige Untersuchungen zur Anwendung von
Nabelschnurblutstammzellen fiir die autologe Transplantation. In Zukunft koénnte die
Transplantation von gentherapeutisch veranderten Nabelschnurblutstammzellen eine Behandlung

von kongenitalen hamatopoetischen Erkrankungen erméglichen ([17] S.4672-3).
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1.3.2 Einsatz im Rahmen der Regenerativen Medizin

Die Regenerative Medizin ist eine neue interdisziplindare Wissenschaft und beschaftigt sich seit
einigen Jahren mit der Wiederherstellung von Organen und Organfunktionen im weitesten Sinne.
Dazu gehéren unter anderem die Entwicklung von Anti-Aging-Therapien, die Regeneration nach
alters-, krankheits- oder unfallbedingter Organ- und Gewebstransplantation, die Mdglichkeiten
der Zell- und Gewebsregeneration bzw. des Zell- oder Gewebsersatzes, das Verstdandnis von
immunologischen Wundheilungsprozessen, die Erforschung neuer Pharmakotherapien und
Biomaterialien sowie die klinische Applikation von Stammzellen als Ersatz fir durch Krankheit
oder Verletzung zerstértes Gewebe. Studien an Tiermodellen sowie erste experimentelle
Therapieversuche an Menschen haben bereits die Wirksamkeit von embryonalen Stammzellen
und daraus differenzierter Zellen bei der Behandlung zahlreicher degenerativer Erkrankungen wie
Chorea Huntington, Muskeldystrophien, Diabetes oder kardiovaskuldren Erkrankungen bestatigt
([42] S.747).

Ebenso zeigen mesenchymale Knochenmarksstammzellen ausreichendes Potential fiir Zell- oder
Gewebsersatz. Ihre Applikation flhrte zu einer Beschleunigung der Heilungs- bzw.
Erholungsprozesse bei einer Vielzahl neurologischer Erkrankungen wie Schlaganfall ([18] S.1009),
Rickenmarkkontusionsverletzungen ([19] S.3003), traumatischen Schadelverletzungen ([63]
S.1200) und Morbus Parkinson ([59] S.70). Aufgrund ihrer Fahigkeit, sich in unterschiedliche
mesenchymale Gewebe, einschlieBlich Knochen, Knorpel, Sehnen, Muskel- und Fettgewebe,
auszudifferenzieren, sind MSCs aus dem Knochenmark wie auch aus dem Nabelschnurblut eine
attraktive Quelle fiir Ansatze des ,Tissue Engineering" ([78] S.338). Hiermit wird ein
interdisziplindres  Arbeitsgebiet beschrieben, das die Prinzipien und Methoden der
Ingenieurswissenschaften mit denen der biomedizinischen Forschung kombiniert, um Verfahren
zur Herstellung vitaler Ersatzgewebe aus autologem Zellmaterial, ggf. unter Verwendung
semipermanenter resorbierbarer Geriststrukturen, zu entwickeln ([96] S.446). In bestimmten
Bereichen, z.B. dem Ersatz von Herzklappen, der Herstellung von GefaBprothesen oder der
Myokardregeneration bei kardiovaskuldren Erkrankungen, werden die Methoden des ,Tissue

Engineering" bereits erfolgreich klinisch angewendet.

1.4 Fragestellung und Zielsetzung vorliegender Arbeit

Wie dargestellt, ist die Gewinnung einer maximalen relativen und absoluten Anzahl von
Stammzellen aus dem Nabelschnurblut die unabdingbare Voraussetzung fiir ihre weitere
Erforschung und vor allem fiir eine eventuelle spatere klinische Nutzung. Da sich das
Nabelschnurblutvolumen nur begrenzt steigern lasst ohne dem Neugeborenen Blutvolumen
vorzuenthalten, ist der biologische Einfluss der pra- und peripartalen Faktoren, insbesondere der

stressassoziierten Parameter, auf die Anzahl der Stammzellen im Nabelschnurblut zunehmend in
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den Fokus des Forschungsinteresses geriickt.

Die Nabelschnurpunktion zur Gewinnung hamatopoetischer Stammzellen erfolgt wenige Momente
nach der Geburt, der bis dahin gréBten Stresssituation fiir einen Fetus bzw. ein Neugeborenes.
Fetaler Stress kann dabei im Vergleich zu adultem Stress offensichtlich kaum an
Verhaltensmustern gemessen werden. Auch die unter experimentellen Bedingungen zum Teil
schon ab der 18. Woche nachgewiesene hormonelle und die in der spaten Phase der
Schwangerschaft folgende zirkulatorische Stressantwort des Fetus im Sinne einer Zentralisierung
des Blutflusses, die unter anderem in Zusammenhang mit Hypoxien ([31] S.1065-6), Blutverlust
([67] S.193) und reduzierter uteriner Blutversorgung ([49] S.312) beobachtet wurde, sind im
klinischen Alltag schwer messbar und wenig praktikabel. Deshalb wird als Ersatz zur Einschatzung
des fetalen Stresses, der sowohl als Langzeitstress wahrend der Schwangerschaft als auch als
akuter, aber kurzzeitiger Stress wahrend der Geburt auftreten kann, eine Bewertung
physiologischer Parameter herangezogen. So kénnen z.B. die fetale Herzrate im CTG, der Apgar-
Score oder der arterielle Nabelschnur-pH-Wert des Neugeborenen auf eine durchgemachte
Hypoxie, eine nicht addquate Anpassung, oder andere stresshafte Einfllisse hinweisen. In
Anbetracht der Tatsache, dass akute Stresssituationen ([86] S.2778) und ischdmische Zustande
bei Erwachsenen eine verstarkte Mobilisierung und Ausschiittung von Stamm- oder
Vorlauferzellen zur Folge haben ([103] S.437), wurde die Hypothese aufgestellt, dass
verschiedene fetale, maternale, geburtsassoziierte und externe Faktoren einen Einfluss auf die
Stammzellzahl im Nabelschnurblut haben kdnnten.

In den Vorarbeiten im Rahmen von STEMMAT, einem multizentrischen Projekt des Freistaates
Bayern zur Forschung an adulten Stammzellen im Zeitraum von 2002 bis 2005 (vgl. [46]), war in
den Laborergebnissen eine groBe Variation bezliglich der Zellzahl CD34-positiver Zellen pro
Milliliter Nabelschnurblut aufgefallen. Aufgrund der hohen Probenzahl innerhalb des Projekts bot
sich die Gelegenheit, die oben aufgestellte Hypothese an einem groBen Kollektiv zu iberpriifen.
Um die Ursache fir die Varianz der relativen Stammzellzahlen zu finden und um die absolute
Anzahl von CD34-positiven Zellen fiir eine spatere Anwendung zu optimieren, sollten in dieser
Dissertation als einem Teilprojekt von STEMMAT verschiedene Faktoren — insbesondere jene, die
auf fetalen Stress oder eine potentielle hypoxische Einwirkung hinweisen — in einer statistischen
Analyse einzeln und in Kombination auf ihren pradiktiven Wert beziiglich der spater im
Nabelschnurblut gefundenen Zellzahl untersucht werden. Die gleiche Auswertung wurde fiir die
Gesamtgruppe der mononukledren Zellen vorgenommen. Im Fall eines statistischen
Zusammenhangs sollten die Ergebnisse mit den bisherigen Publikationen verglichen werden und
— falls mdglich — daraus Handlungsanweisungen zur Steigerung der Zellzahlen fiir eine

effizientere postpartale Stammzellgewinnung aus Nabelschnurblut abgeleitet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Das STEMMAT-Projekt

Vorliegende Arbeit ist ein Teilprojekt des STEMMAT-Forschungsprojekts. STEMMAT, ein
Verbundprojekt zur Erforschung von adulten Stammzellen aus Nabelschnur und Nabelschnurblut,
wurde im Jahre 2002 unter der Leitung von Prof. Dr. med. Dr.-Ing. Wintermantel, Direktor des
Zentralinstituts fiir Medizintechnik der TU Miinchen in Garching, initiiert. Als gleichberechtigte
Forschungspartner waren die III. Medizinische Klinik und die Frauenklinik der TU Miinchen am
Klinikum rechts der Isar, der Blutspendedienst des Bayerischen Roten Kreuzes (BRK) in Miinchen,
die Klinik fiir Herz-, Thorax- und herznahe GeféaBchirurgie des Universitatsklinikums Regensburg
sowie als Industriepartner die Klimatechnik-Firma Binder aus Tuttlingen beteiligt.

Das STEMMAT-Projekt verfolgte verschiedene Schwerpunktziele, darunter

o die Feststellung der Wertigkeit und des Potentials von Nabelschnurgewebe und
Nabelschnurblut sowie Blutstammzellen fiir das , Tissue Engineering" (STEM CELL),

e die Entwicklung einer Logistik von geeigneten Kryokonservierungstechniken fir
Nabelschnurgewebe, Nabelschnurblut und periphere Stammzellen aus dem Blut
(MATERIALS TECHNOLOGY) und

e die vergleichende Analyse der Restvitalitdat nach verschiedenen Einfrierprozeduren

zwischen den bisher bekannten Blutstammzellen und den Nabelschnurgewebezellen.

Am 22.01.03 wurde der Antrag zur Durchfiihrung der STEMMAT-Studie von der Ethikkommission
der Medizinischen Fakultat der Technischen Universitdt Minchen bewilligt. In drei weiteren
Amendments wurde unter anderem auch die Datenerfassung und Auswertung fiir diese

Dissertation bewilligt (vgl. Kap. 2.2.1).

Die Aufgabenverteilung erfolgte mit den Schwerpunkten wie in Abb. 7 dargestellt:

e Frauenklinik: Nabelschnur- und Nabelschnurblutprobenerfassung und Logistik

III. Medizinische Klinik: Hdmatopoetische Stammzellen aus Nabelschnurblut

Blutspendedienst des BRK: Nabelschnurblutkryokonservierung

HTG Regensburg: Eigenschaften von Nabelschnur und -geféBen

ZIMT: Nabelschnurstroma

Das STEMMAT-Forschungsprojekt lief von 2002 bis 2005 und wurde vollstéandig durch das
Bayerische Staatsministerium fiir Gesundheit, Erndhrung und Verbraucherschutz im Rahmen der
Gesundheitsinitiative BAYERNAKTIV getragen. Mit der Férderung des Projektes sollte — aus
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politischen Griinden — zielgerichtet die adulte Stammzellforschung als Gegengewicht zur
embryonalen Stammzellforschung etabliert und unterstiitzt werden. Die Finanzierung lief im
Herbst 2005 aus, die verschiedenen Forschungsprojekte und die Zusammenarbeit zwischen den
Forschungspartnern werden seitdem aus eigenen Mitteln der Projektpartner fortgesetzt. Die
Auswertung und Publikation der Ergebnisse der einzelnen Forschungsgruppen geht unabhangig

davon weiter.

Gewinnung des N5-Gewebes-blutes
- Organisation und Logistik -
Gyn, BRE

|

NS.Stroma |
ZIMT #fﬂ:
3 Y |

|

W

Kryokonservierung
3, Med BRICZIMT! Binder

Abkirzungen

= Gym Fraumnklinik gar TU Mdnchen

= BEH. Siulspandedimned das Bayerisches Ralen Krauzes, Minchen

= 3 KMed 3. Medizingche Klinik der TU Onchan

= HTG Elinik M Harz-, Thoras- uid baremahe Gefalohirungle, Regersbisg
= Bimder. Sinder GmbH, Twlngar

= ZIMT:  Zenlralinstitul filir Medzmechnik, Garching

= NE e bt nar

Abb. 7: Schematische Aufgabenverteilung im STEMMAT-Verbund (dargestellt am
Querschnitt durch eine Nabelschnur)

2.2 Probengewinnung

2.2.1 Rechtliche Grundlagen

Fir die rechtsgiiltige Einwilligung der werdenden Mutter erfolgte die Aufklarung nach dem
LInformed Consent"-Modell (in Kap. 2.5.1 naher beschrieben), denn auch bei biologischen

Abfallprodukten wie Nabelschnur und Nabelschnurblut besteht ein grundsatzliches
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Eigentumsrecht des Patienten bzw. dessen Eltern. Zusatzlich muss bei allen Forschungsprojekten
mit Patientenbeteiligung auch die Einwilligung der lokalen Ethikkommission vorliegen. Das initiale
Ethikvotum der TU Minchen vom 28.01.03 wurde im Laufe des Projektes durch drei
Amendments — Amendment Nr. 1 Uber die Datenerfassung fiir dieses Teilprojekt, bewilligt am
30.07.03, Amendment Nr. 2 vom 08.10.03 iber die zusatzliche Probensammlung von Plazenta
und Eihaut und Amendment Nr. 3 Uber die Weitergabe von Biomaterial und Zellen an
wissenschaftlich arbeitende Institutionen, bewilligt am 11.06.04 — erweitert. Die Vorgaben fiir die
Patientenforschung aus der Helsinki-Deklaration in ihrer aktuellen Version von der WMA
Generalversammlung in Tokio 2004 wurden ebenfalls eingehalten (vgl. [104]).

2.2.2 Abnahmetechnik

Fir die Abnahme des Nabelschnurblutes wurden wahrend der ersten Monate des
Auswertungszeitraumes (31.07.03 — 16.02.04) geschlossene sterile Beutelsysteme (MACO
Pharma International GmbH, Langen) mit 21 ml Blutstabilisatorlésung (CPD) verwendet. Danach
stellte man aus Kostengriinden auf ein qualitativ gleichwertiges, aber einfacheres und wesentlich
kostengiinstigeres  System  (Blutabnahmebeutel 1-BB-150-CPD-NP;  Gerdtezentrale fir

Bluttransfusion des Osterreichischen Roten Kreuzes, Eugendorf, Osterreich) um.

Zusammensetzung Blutstabilisatorlésung CPD:
Natriumphosphat 2,51 g/I

Natriumcitrat 26,3 g/I

Glucose 25,5 g/l

Zitronensaure 3,27 g/l

Abb. 8: Anfangs verwendetes Nabelschnurblutabnahmesystem der Fa. MACO.

Die Abnahme des Nabelschnurbluts erfolgte durch geschulte Hebammen unmittelbar nach
Abnabelung des Neugeborenen und in der Regel sowohl bei Sectios als auch bei vaginalen
Entbindungen bei noch ungeborener Plazenta, da die starkere natiirliche Kompression in utero zu
einem grdBeren gewonnenen Probenvolumen flhrt. Der Zeitpunkt der Abnabelung entsprach
jedoch stets dem individuellen Geburtsverlauf und wurde nicht unter dem Gesichtspunkt, das
Probenvolumen zu vergroBern, modifiziert. Unter sterilen Bedingungen wurde die Nabelschnur
auf einer Lange von mehreren Zentimetern und im ganzen Umfang zweifach mit

Spriihdesinfektionsmittel desinfiziert, die Einwirkzeit abgewartet und die Nabelschnurvene



2  MATERIAL UND METHODEN 16

punktiert. Das Beutelsystem wurde wahrend des gesamten Vorganges unterhalb des
Arbeitsniveaus gelagert und die Abnahme erst nach Stagnation des Blutflusses beendet. Der
Schlauch des Blutbeutels wurde abgeklemmt, die Nadel sachgerecht entfernt und die Blutprobe,
nach Beschriftung mit Geburtsdatum und Uhrzeit sowie einer fortlaufenden Nummer zur
Identifikation, bei Raumtemperatur gelagert.

Abb. 9: Blutbeutel nach erfolgter Abnahme mit Beschriftung.

2.2.3 Lagerung und Verteilung der Proben

Als zentraler Lager- und Sammelort wurde der KreiBsaal der Frauenklinik der TU Miinchen
festgelegt. Dort wurden die Informations-, Aufkldrungs- und Einwilligungsbégen (s. Anhang)
vorgehalten und die Nabelschnurblutproben nach erfolgter Abnahme bei Raumtemperatur bis
zum Weitertransport an oder die Abholung durch die jeweiligen Forschungspartner gelagert.
Entsprechend des Forschungsbedarfs und der individuellen Laborkapazitdten der Projektpartner
wurde ein Plan zur zeitlichen Verteilung der Nabelschnurblutproben entwickelt. Die Verarbeitung
der Nabelschnurblutproben erfolgte in zwei verschiedenen Labors in Miinchen. Proben aus dem
Zeitraum von Dienstag ca. 18 Uhr bis Sonntag 8 Uhr gingen an das Labor der III. Medizinischen
Klinik des Klinikums Rechts der Isar, die Blutproben des restlichen Zeitraums erhielt das Labor
des Blutspendediensts des Bayerischen Roten Kreuzes (BRK) in Miinchen (vgl. Abb. 10).

Der Transport zum Labor des Blutspendedienstes erfolgte jeweils Montag und Dienstag abends
durch Mitarbeiter der Frauenklinik in kaltegeschiitzten Tragebeuteln. Das Labor der III.
Medizinischen Klinik holte die ihnen zugeteilten Proben entsprechend dem Verteilungsplan im
Tagesverlauf nach Bedarf aus dem KreiBsaal ab.
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Nabelschnur
ZIMT
HTG HTG
ggf. verwerfen
Nabelschnurblut
. I, Med. :
BRK. . " BRK
Mantag . Cienstag - Kitheach Donnersiag Freliag Samstag . Sonntag
Wochentag

Abb. 10: Zeitlicher Wochenverteilungsplan von Nabelschnur und

Nabelschnurblutproben an die beteiligten Forschungspartner.

2.3 Probenverarbeitung

2.3.1 Grundlagen der Labormethodik

Im Folgenden werden einige Labormethoden ndher erldutert, um das Verstdndnis der zur
Identifikation und Quantifizierung von mononukledren Zellen (MNCs) und CD34-positiven Zellen

durchgefiihrten notwendigen Schritte zu erleichtern.

2.3.1.1 Dichtegradientenzentrifugation

Obwohl angenommen wird, dass Nabelschnurblut verhdltnismaBig mehr primitive
hamatopoetische Vorlauferzellen enthdlt als Knochenmark, wird vermutet, dass eine erhebliche
Anzahl dieser Zellen bei der Aufarbeitung im Rahmen der Vorbereitung zur Kryokonservierung
verloren gehen ([16] S.3830-1). So wurden mit den anfénglich verwendeten und urspriinglich fiir
die Aufarbeitung von Knochenmark entwickelten Gradientenseparationsverfahren nur
unzureichende Ergebnisse, sowohl in Bezug auf den Anteil der gewonnenen Vorlduferzellen als
auch in Bezug auf eine vollstdndige Erythrozytenlyse, erreicht ([72] S.671). Dies wurde auf die
Unterschiede in Erythrozytendichte, -stabilitat, Oberflachenbeschaffenheit der Erythrozyten und
die unterschiedliche Differenzierungs- und Selbsterneuerungskapazitat der Nabelschnurvorlaufer-

zellen unter den fir Knochenmarkzellen entwickelten Bedingungen zuriickgefihrt ([105] S.103).
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Mit der Etablierung von Nabelschnurbanken gewann dieses Problem an Bedeutung. Man begann
effizientere  Separationsmethoden zu entwickeln, welche eine Volumenreduktion der
Nabelschnurblutproben und damit eine Senkung der Einlagerungskosten erlauben. Dariiber
hinaus galt es, ein addquates Verfahren zur Erythrozytenlyse zu entwickeln. Die Verunreinigung
der Probe durch Erythrozyten war und ist ein Hauptproblem und damit der zwingende Grund zur
Aufbereitung von Nabelschnurblut vor jeder Verarbeitung und Einlagerung. Im Labor erschwert
sie die Bestimmung der mononukledren Zellen und reduziert damit den Anteil an Vorlduferzellen
in der Probe, in der Praxis kann eine Injektion groBerer Mengen Erythrozyten oder DMSO dem
Patienten durch anfallende Hamolyseprodukte und durch die Toxizitdét von DMSO schaden.
AuBerdem verringert die Ausfallung der roten Blutkdrperchen die Gefahr einer ABO-Antigen
Unvertraglichkeitsreaktion ([3] S.538). Verschiedenste Methoden wurden im Laufe der Jahre
etabliert und verglichen (z.B. [26], [40], [74]) und neue Verfahren mit modifizierten Medien,
Materialien oder Abldufen entwickelt ([4]), auf deren detaillierte Ausfiihrung hier nicht ndher
eingegangen werden kann. Ein Konsens zur Vereinheitlichung und internationalen
Standardisierung der Dichtegradientenzentrifugation zur Aufbereitung von Nabelschnurblut steht

allerdings noch aus.

2.3.1.2 FACS-Analyse

Dieses Verfahren zur Zellisolierung hat sich in den letzten Jahren zu einem Standardverfahren in
vielen Gebieten der Labormedizin etabliert und eignet sich unter anderem zur schnellen, exakten
und verldsslich reproduzierbaren Bestimmung von CD34-positiven Zellen. Mitte der 1990er Jahre
entwickelte die International Society of Hematotherapy and Graft Engineering (ISHAGE) ein
Protokoll, das eine einheitliche durchflusszytometrische Bestimmung von CD34-positiven Zellen
ermoglichen und etablieren sollte. Die Verarbeitungsablaufe in den beiden an dieser
Untersuchung beteiligten Labors orientierten sich weitgehend an den im Folgenden kurz
beschriebenen Richtlinien des ISHAGE-Protokolls (vgl. [102]).

Um eine kostenglinstige und einfach durchfiihrbare Methode zu garantieren, empfiehlt das
Protokoll ein Verfahren, das auf einer schon 1994 von Sutherland et al. ([101]) beschriebenen
Zweifachfarbung mit monoklonalen Antikérpern gegen CD34 und CD45 sowie den spezifischen
Lichtstreuungseigenschaften der Zellen beruht. Die vorwérts gerichtete Lichtstreuung (forward
scatter, FS) ist mit der GroBe der Zellen assoziiert, die seitliche Lichtstreuung (sideward scatter,
SS) sagt etwas Uber die Granularitdt der Zellen aus. Um die selten vorkommenden CD34-
positiven Zellen zu identifizieren ist es auBerdem von Vorteil, die Antikbrper mir einem stark
fluoreszierendem Konjugat, z.B. Phycoerythrin (PE), zu koppeln. CD45-Antikdrper werden als
zusatzliche Parameter zur Isolation der CD34-positiven Zellpopulation verwendet. Primitive
Blasten exprimieren charakteristischerweise CD45 in geringem bis mittelgradigen AusmaB. Vor
allem in Kombination mit der seitlichen Lichtstreuung ist die CD45-Expression ein Merkmal, das
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sich zur Bestimmung von normalen und leukdmischen Blastenzellpopulationen verwenden lasst.
AuBerdem ist die CD45-Farbung ein Indikator fiir die Effektivitdt der Erythrozytenlyse und
ermoglicht es, Leukozyten von z.B. durch Thrombozytenaggregate oder anderen

Verunreinigungen hervorgerufenen unerwiinschten Effekten zu unterscheiden.
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Abb. 11: Prinzip der FACS-Analyse. (2)

Um unspezifische Farbeeffekte und damit falsch positive Ergebnisse erkennen und vermeiden zu
konnen, empfiehlt das Protokoll eine Isotypkontrolle, d.h. eine Farbung mit einem PE-
konjugierten Antikérper gegen ein irrelevantes Antigen, optimalerweise kombiniert mit CD45-
FITC. Eine zusatzliche Farbung mit 7-AAD oder Propidiumiodid, um in einem ersten optionalen
Analyseschritt lebendige Zellen von toten Zellen zu separieren, schreibt das Protokoll (aus
Kostengriinden) nicht vor, erachtet diese aber als sinnvoll, da die Zellpopulationen nicht allein
aufgrund von Lichtstreuungseigenschaften unterscheidbar sind.

Die so genannte ,Gating"-Strategie beschreibt das Aufeinanderfolgen bestimmter

Analysemethoden mit schrittweisem Aus- bzw. Eingrenzen (= gating) der unerwiinschten oder
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gewiinschten Zellpopulationen und besteht im Fall der CD34-Zellisolation (auBer dem eben
erwahnten optionalen Schritt) aus vier hintereinander geschalteten Analysen.

Im ersten Schritt wird die CD45-Farbung mit der seitlichen Lichtstreuung in Zusammenhang
gebracht (CD45-FITC vs. SS), wodurch die CD45-positiven Leukozyten separiert und von
Erythrozyten, Thrombozyten oder Zelldebris abgegrenzt werden kénnen. Die Zellen aus diesem
Gate werden beziiglich ihrer CD34-Farbung analysiert (CD34-PE vs. SS), anschlieBend die CD34-
positiven Zellen erneut aufgrund der charakteristischerweise in dem fiir hdmatopoetische
Stammzellen spezifischen mittleren, auch CD45%™ genannten, Bereich liegenden CD45-Férbung
(CD45-FITC vs. SS) eingegrenzt. Im letzten Schritt basiert die Analyse allein auf den
Lichtstreuungseigenschaften der Zellen (FS vs. SS) und isoliert die gewiinschte Zellpopulation

geringer Granularitat und niedriger bis mittlerer GroBe.

CD34
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Abb. 12: ,Gating"-Strategie zur Bestimmung der CD34-positiven Zellen. (4)

2.3.1.3 MACS-Zellisolation

Zur Separation der CD34-positiven Zellen wurde in wenigen Fallen ein magnetisches
Zellisolationsverfahren verwendet. Dabei wird die zu isolierende Zellpopulation mit
hochspezifischen Antikérpern markiert, an die magnetische Partikel, so genannte MicroBeads,
gekoppelt sind. Diese haben in etwa eine GroBe von 50 nm und beeintrachtigen weder die
Lebensdauer und Vermehrungsfahigkeit der Zellen noch eine anschlieBende Verarbeitung, sei es
die weitere Zellseparation mittels FACS-Analyse, andere analytische Verfahren wie
Durchflusszytometrie und Immunoassays oder das Anlegen von Zellkulturen.

Enthalt die Zielzellpopulation ein fiir sie spezifisches Antigen (in unserem Fall der CD34-Rezeptor)
bietet sich zur Markierung das so genannte direkte Labeling, bei dem die spezifischen Antikorper

und die magnetischen Partikel von vornherein miteinander verbunden sind, an. Dadurch werden
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die gewiinschten Zellen als positive Zellfraktion in der Sdule festgehalten. Diese positive Selektion

reduziert die Anzahl der notwendigen Waschvorgange und damit unnétigen Zellverlust.
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Abb. 13: MACS Zellseparation. (5)

2.3.2 Protokoll zur Zellzahlbestimmung im Labor des Blutspendedienstes

2.3.2.1 Bestimmung des Gehalts an mononukledren Zellen

Das Nabelschnurblut wurde mittels eines sterilen Anstechdorns (IMF, Liidenscheid) aus dem
Abnahmebeutel entnommen, zu je 25 ml auf sterile 50 ml-Réhrchen (Réhre 50 ml, 114x28mm,
PP; Sarstedt, Nirmbrecht) verteilt und im Verhaltnis 2:1 mit RPMI (RPMI 1640 Medium (1x), with
2 g/l NaHCOs, w/o L-Glutamine, tested for endotoxin; Biochrom, Berlin) verdiinnt. AnschlieBend
wurde eine Probe von 2 ml fiir bakteriologische Untersuchungen (Cryoréhrchen 2 ml; Nalgene,
Rochester, New York, USA) und zwei Proben von je 1 ml fiir eine erste FACS-Analyse (FACS-
Réhrchen mit Rundboden, Polystyrol 6 ml; BD Falcon, Erembodegem, Belgien) sowie fir die
automatische Zellzahlung mit CellDyn (Celldyn 3500; Abott, Wiesbaden) entnommen.

In ein weiteres 50 ml-Réhrchen wurden ca. 22 ml Ficoll (Biocoll, 1,077 g/ml; Biochrom, Berlin)
vorgelegt und mit einer serologischen Pipette (serologische Pipette 5 mil/10 ml; Ratiolab,
Dreieich-Buchschlag / serologische Pipette 25 ml; VWR, Ismaning) ca. 22 ml der verdiinnten

Nabelschnurblutprobe dariiber geschichtet. Danach erfolgte die Separation mittels Zentrifugation
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(Zentrifuge Rotanta 460 R; Hettich, Tuttlingen - Programm 1: 30 Minuten bei 400 g).

Die durch die Gradientenzentrifugation erhaltene Zellschicht an der Interphase zwischen Ficoll
und Plasma wurde mit einer Einmal-Transferpipette (3 ml Transferpipette; Falcon Becton
Dickinson Labware, Le Pont De Claix, Frankreich) abgenommen und in ein frisches 50 ml-
Réhrchen (berflihrt. Das geschatzte Volumen und die Farbe der Zellschicht waren fiir
laborinterne Zwecke zu dokumentieren.

Zur Verdiinnung des Ficoll wurden mindestens drei Aquivalenzvolumina RPMI zugegeben und die
Probe fiir 10 Minuten bei 800 § und Raumtemperatur (Rotanta 460 R - Programm 2)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert, alle Zellpellets einer Nabelschnurblutprobe nach
Resuspension in RPMI in einem 50 ml-Réhrchen vereinigt und mit RPMI auf ein Volumen von 50
ml aufgefiillt. Daran schloss sich ein identischer Zentrifugationsschritt an, der Uberstand wurde
verworfen.

Abhdngig davon, mit welchem Anteil der urspriinglichen Nabelschnurblutprobe weitergearbeitet
werden sollte, wurde das verbleibende Zellpellet in bis zu 10 ml RPMI (10 ml fiir die komplette
Nabelschnurblutprobe) aufgenommen. Nach Farbung mit im Verhaltnis 1:10 verdinnter Tirks
Ldsung (100%; Merck, Darmstadt) erfolgt die Zellzéhlung manuell in einer Neubauer Zéhlkammer
(Optik Labor, bezogen iber VWR, Ismaning).

Abb. 14: Abpipettieren der Zellschicht der Interphase nach Gradientenzentrifugation.

2.3.2.2 Bestimmung des Gehalts an CD34-positiven Zellen mittels FACS-Analyse

Monoklonale Antikorper (alle BD, Heidelberg) wurden im Rahmen einer Standardfarbung zur
Bestimmung von hamatopoetischen Stammzellen nach folgendem Schema in FACS-R&hrchen

(R6hrchen mit Rundboden, s.0.) vorgelegt:
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Isotypkontrolle: 5 pl CD45-FITC
2,5 pl IgG1-PE
2,5 ul PBS/2% FCS (w/o Ca and Mg; Biochrom AG, Berlin)
5 ul 7-AAD (BD, Heidelberg)
Probe 1: 5 pl CD45-FITC
5 ul CD34-PE
5 ul 7-AAD
Probe 2: 5 pl CD45-FITC
5 ul CD34-PE
5 ul 7-AAD

Jede Probe wurde mit 1 x 10° zu farbenden Zellen versetzt und 15 Minuten bei Raumtemperatur
im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurde zur Erythrozytenlyse in zwei Schritten je 1 ml
Ammoniumchloridlésung (IOTest 3 Lysing Solution 10x Concentrate; Beckman Coulter, Krefeld -
laborinterne 1:10 Verdiinnung mit H,O) zugegeben und die Proben erneut fiir 10 Minuten im
Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 2 ml PBS/2% FCS erfolgte eine
Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 300 g und Raumtemperatur (Rotanta 460 R - Programm 3 FACS
Farbung), der Uberstand wurde dekantiert, das Zellsediment aufgeriittelt und in zwei Schritten
mit je 2 ml PBS/2% FCS resuspendiert. AnschlieBend wurde die Probe erneut zentrifugiert (5
Minuten, 300 g, Raumtemperatur) und durchflusszytometrisch analysiert (Facsgerat FacsCalibur;
BD, Heidelberg). Das Gating erfolgte anhand oben beschriebenen Protokolls (vgl. Kap 2.3.1.2 und
Abb. 12).

Als Zielwert wurde der Mittelwert der beiden Proben definiert. War die Isotypkontrolle ungleich
Null, wurde dieser Wert, der eine unspezifische Férbung anzeigt, vom Ergebnis abgezogen.
Rechnerisch ergaben sich der prozentuale Anteil von CD34P°5/CD45%™ Zellen bezogen einerseits
auf CD45-positive Zellen, andererseits auf mononukledre Zellen, auBerdem der Gehalt pro
Milliliter Gesamtprobe bzw. nach Abzug des Volumens der Blutstabilisatorlésung pro Milliliter

Nabelschnurblut.

2.3.3 Protokoll zur Zellzahlbestimmung im Labor der III. Medizinischen
Klinik

2.3.3.1 Bestimmung des Gehalts an mononukledren Zellen

Zur Volumenbestimmung wurde die Blutprobe mittels eines Anstechdorns (BenjaMix; Baxter
Deutschland GmbH, UnterschleiBheim) und einer sterilen 50 mi-Spritze (Luer-Lock; Fresenius AG,
Bad Homburg) in Portionen von je 20 ml in sterile 50 ml-Réhrchen (Blue Max 50 ml

Polypropylene Conical Tube; BD, Heidelberg) umverteilt. Im Anschluss erfolgte eine 1:1
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Verdiinnung mit D-PBS ohne Calciumchlorid und Magnesiumchlorid (Gibco/Invitrogen AG,
Karlsruhe) und die Separation der Blutzellen mittels Dichtegradientenzentrifugation fiir 15
Minuten bei 600 § (Zentrifuge Megafuge 3.0 RS; Kendro Laboratory Products GmbH,
Langenselbold) (iber Ficoll mit einer Dichte von 1,077 g/ml (Biocoll Separation Solution; Biochrom
AG, Berlin). Nach Abnehmen der Interphase mittels steriler Pipette (Costar Stripette 25 mi;
Corning GmbH, Wiesbaden) und einer erneuten Verdiinnung mit D-PBS im Verhaltnis 7:3 in
einem neuen 50 ml-Réhrchen, folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (10 Minuten bei 250 g).
Der Uberstand wurde abgesaugt (Costar Stripette 2 ml; Corning GmbH, Wiesbaden), das
Zellsediment aufgerittelt (MS1 Mini Shaker; IKA, Staufen) und ca. 1 ml Ammoniumchlorid
Solution (CellSystems, St. Katharinen) pro 10° Zellen zur Induktion der Erythrozytenlyse
zugegeben.

Nach Inkubation im Kiihilschrank (Siemens Elektrogerdte GmbH, Minchen) bei 4°C fir 5 bis 10
Minuten und einem weiteren Waschvorgang — zentrifugieren fiir 5 Minuten bei 250 g, absaugen
des Uberstandes, aufriitteln des Zellsediments — wurden die Zellen mit laborintern hergestelltem

HF/2+ Puffer auf ein Volumen von 20 ml aufgefiillt.

Zusammensetzung HF/2+ Puffer:

860 ml Aqua Spillésung (DeltaSelect GmbH, Dreieich)

100 ml HBSS 10x (Gibco/Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

20 ml FCS (PAN Biotech GmbH, Aidenbach)

10 ml HEPES 1M (Gibco/Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

10 ml Penicillin-Streptomycin (Gibco/Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

Von dieser Suspension wurden 20 pl abpipettiert (Eppendorf Pipetten 10 — 100 pl und 50 — 200
ul; Eppendorf AG, Hamburg) und mit 180 pl HF/2+ Puffer in eine 96-Well-Rundbodenplatte
(Nunc GmbH, Wiesbaden) Uberfiihrt, weitere 20 pl davon 1:1 mit Tirks Losung (Merck KGaA,
Darmstadt) gefarbt und anschlieBend die mononukledren Zellen manuell mittels Neubauer
Zahlkammer ausgezahlt. Die verbleibenden in HF/2+ Puffer suspendierten Zellen werden
nochmals zentrifugiert (5 Minuten bei 250 @) und der weiteren Verarbeitung zur Bestimmung der

CD34-positiven Zellen zugefihrt.

2.3.3.2 Bestimmung des Gehalts an CD34-positiven Zellen mittels FACS-Analyse

Je 1 x 10° Zellen wurden auf FACS-R6hrchen (Sarstedt, Niirmbrecht) verteilt und pro Réhrchen je
1 ml FACS-Puffer, bestehend aus 495 ml D-PBS und 5 ml Albumin-Lésung 5 NDS N (DRK-
Blutspendedienst), zugegeben. Nach einem Waschvorgang (5 Minuten bei 250 g), Verwerfen des
Uberstandes und Resuspension in 1 ml FACS-Puffer erfolgte die Markierung der Zellen durch
Zugabe von monoklonalen Antikdrpern nach folgendem Schema:
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Probe 1: 10 pl CD45-FITC (Beckman Coulter GmbH, Krefeld)
10 pl CD34-PE (Beckman Coulter GmbH, Krefeld)
1 pl PI (Invitrogen GmbH, Karlsruhe)
Probe 2: 10 pl CD45-FITC (Beckman Coulter GmbH, Krefeld)
10 pl AC133/2-PE (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach)
1 pl PI (Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

Kontrolle 1: Leerkontrolle

Kontrolle 2: 10 pl CD45-PE (Immunotech/Beckman Coulter GmbH, Krefeld)
Kontrolle 3: 10 pl CD45-FITC (Beckman Coulter GmbH, Krefeld)

Kontrolle 4: 1 pl PI (Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

Kontrolle 5: 10 pl IgG1-FITC (Immunotech/Beckman Coulter GmbH, Krefeld)

10 pl IgG1-PE (Immunotech/Beckman Coulter GmbH, Krefeld)
1 pl PI (Invitrogen GmbH, Karlsruhe)

Anmerkung: Aufgrund der schnell abnehmenden Stabilitét von PI erfolgte dessen Zugabe zu Proben 1 und 2

sowie Kontrollen 4 und 5 erst nach dem letzten Waschschritt.

AnschlieBend wurden die Proben fir 10-15 Minuten im Kiihischank (4°C) inkubiert. Nach
erneutem Waschen der Proben — Zentrifugation flir 5 Minuten bei 250 g, Abkippen des
Uberstandes und Aufnehmen des Zellpellets in 1 ml FACS-Puffer — erfolgte die Analyse auf dem
FACS-Gerat EPICS XL (Beckman Coulter GmbH, Krefeld).

Nachdem in den ersten beiden Analysen — FS vs. PI und CD45-FITC vs. SS — die lebenden von
den bereits abgestorbenen Zellen separiert und CD45-negative Zellen von CD45-positiven
abgegrenzt wurden, folgten die drei weiteren Analyseschritte — CD34-PE vs. SS, CD45-FITC vs.
SS und SS vs. FS — in welchen die in der Probe enthaltene CD34-positive Zellfraktion isoliert und
quantifiziert wurde. Somit ergaben sich rechnerisch der prozentuale Anteil der CD34-positiven
Zellen insgesamt, in Bezug auf CD45-positive und CD45-negative Zellen und der relative Gehalt
an CD34-positiven Zellen pro Milliliter Gesamtprobe bzw. nach Abzug des Volumens der

Blutstabilisatorlésung pro Milliliter Nabelschnurblut.

2.3.3.3 Zellisolierung der CD34-positiven Zellen mittels MACS

Bei einem kleinen Prozentsatz von 4,1% (n=30) der Proben erfolgte vor Durchflihrung der FACS-
Analyse eine Aufreinigung mittels des magnetischen Zellseparationverfahrens MACS. Dafiir
wurden das Direct CD34 Progenitor Cell Isolation Kit (Large Scale), LS Separation Columns sowie
VarioMACS™ bzw. QuadroMACS™ als Magneten zur Separation (alles Miltenyi Biotec GmbH,
Bergisch Gladbach) verwendet.

Pro 10® Zellen wurden je 300 pl HF/2+ Puffer, 100 pl FcR Blocking Reagenz und 100 pl CD34
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MicroBeads zugegeben, die Suspension 30 Minuten im Kihlschrank (4°C) inkubiert und nach
Zugabe von 30 ml HF/2+ Puffer abzentrifugiert (5 Minuten bei 250 ). Der Uberstand wurde
abgesaugt und das Zellpellet mit je 1 ml HF/2+ Puffer pro 10® Zellen versetzt. Vor Beginn der
Separation war die Probe, um Klumpenbildung zu vermeiden, zu filtern (30 um Syringe Filcons;
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg) und die Saule mit 3 ml HF/2+ Puffer zu equilibrieren. Die
Zellsuspension wurde auf die Saule pipettiert und anschlieBend dreimal mit je 1 ml HF/2+ Puffer
nachgespiilt. Danach erfolgte die Entfernung der Saule aus dem Separator und deren Platzierung
auf einer Auffangtube (14 ml Polypropylene Round-Bottom Tube; BD, Heidelberg), in der die
CD34-positiven Zellen nun durch Spiilen mit 5 ml Puffer aufgefangen werden konnten. Um die
Reinheit der CD34-positiven Zellfraktion zu erhéhen, wurden die eben beschriebenen Vorgange
mit einer frischen Sdule wiederholt.

20 pl der positiven Saule wurden mit 20 pl Trypanblau Ldsung (Trypan Blue Stain 0,4%;
Gibco/Invitrogen GmbH, Karlsruhe) gefarbt und die CD34-positiven Zellen manuell mittels
Neubauer Zahlkammer und Handzahluhr ausgezahlt.

2.4 Untersuchte Parameter

Abgeleitet aus der im Kapitel 1.4 aufgestellten Hypothese wurden verschiedene Kriterien, die
nachgewiesenermaBBen oder potentiell einen Einfluss auf den peripartalen Stress eines
Neugeborenen haben oder haben koénnten bzw. mit der Varianz von Stammzellen im
Nabelschnurblut im Zusammenhang stehen koénnten, identifiziert und als zu untersuchende

Einflussfaktoren festgelegt:

e Geschlecht des Kindes

e Geburtsgewicht des Kindes

e Gestationsalter

o Arterieller Nabelschnur-pH-Wert

e Apgar-Score

e Entbindungsmodus

e Geburtslage des Kindes

e Nikotinabusus der Mutter wahrend der Schwangerschaft

e Cortisonmedikation der Mutter wahrend der Schwangerschaft

e pH-Wert der fetalen Mikroblutuntersuchung (falls vorgenommen)

e Zeitintervall von der Abnahme bis zur Verarbeitung der Probe

Dariiber hinaus war die Erfassung verschiedener anderer Kriterien erwogen worden, konnte aber

unter anderem aufgrund nicht kontinuierlicher, weil nicht zur Routine gehoérender
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Dokumentation, ungenauer Eruierbarkeit, méglicher subjektiver Verfalschung oder schwieriger
Interpretierbarkeit nicht durchgefiihrt werden. Hierunter fielen z.B. die Geburtsdauer ab Beginn
der Wehentatigkeit, die prapartalen Aufzeichnungen der fetalen Herzrate (CTG), maternales
Fieber, maternaler Hdmoglobinwert, Entziindungszeichen wie erhdhtes CRP (C-reaktives Protein)

oder Leukozytenzahlen sowie der zeitliche Abstand zwischen Blasensprung und Geburt.

2.4.1 Geschlecht und Geburtsgewicht des Kindes

Im Rahmen der obligatorischen Erstuntersuchung im KreiBsaal durch die Hebammen werden
Geschlecht und Geburtsgewicht des Neugeborenen festgestellt und dokumentiert. Durch
Vergleich mit den Perzentilwertetabellen der Geburtsgewichte mannlicher und weiblicher
Neugeborener bezogen auf die Schwangerschaftsdauer ([110] S.553-4) kann entschieden
werden, ob das Neugeborene zwischen der 10. und 90. Perzentile liegt und somit als ,,appropriate
for gestational age" (AGA) bezeichnet wird, oder ob es unterhalb der 10. Perzentile als ,small for
gestational age" (SGA), bzw. oberhalb der 90. Perzentile liegend als ,large for gestational age"
(LGA) einzuordnen ist. Unabhdngig davon wird ebenso das absolute Gewicht in Betracht
gezogen. Dabei bezeichnet man Kinder mit einem Geburtsgewicht von kleiner 2750 g (unterhalb
der 10. Perzentile liegend) als mikrosom, Kinder mit einem Geburtsgewicht von mehr als 4020 g
(oberhalb der 90. Perzentile) als makrosom ([110] S.552).

2.4.2 Gestationsalter

Das Gestationsalter wird bei regelmdBigem Zyklus vom die Schwangerschaft feststellenden
Facharzt rechnerisch ermittelt oder mittels des so genannten Friihultraschalls in der zehnten bis
zwolften Schwangerschaftswoche anhand von Vergleichskurven der Scheitel-SteiB-Lange
festgelegt. Der voraussichtliche Entbindungstermin wird im Mutterpass dokumentiert. Die
Schwangerschaftsdauer betragt durchschnittlich 267 Tage post conceptionem bzw. 281 Tage
post menstruationem. Bei unklarem Konzeptionszeitpunkt oder unregelmaBigem Zyklus dient der
Frihultraschall zur Berechnung des Geburtstermins. Vor der vollendeten 37.
Schwangerschaftswoche entbundene Kinder werden nach Definition der WHO als Friihgeborene,
nach der vollendeten 41. Schwangerschaftswoche geborene Kinder als Ubertragungen bezeichnet
([118] S.1422).

2.4.3 Arterieller Nabelschnur-pH-Wert

Als Kontrollparameter fir den Saure-Basen-Status des Kindes und zur Quantifizierung der
wahrend Wehentatigkeit und Geburt durchgemachten Hypoxie eines Neugeborenen wird in
Deutschland routinemaBig der pH-Wert des Bluts aus einer Nabelschnurarterie direkt nach der



2  MATERIAL UND METHODEN 28

Geburt bestimmt und dokumentiert. Der pH-Wert korreliert positiv innerhalb des
Referenzwertbereiches mit der Sauerstoffsattigung der fetalen Erythrozyten und eignet sich damit
als Parameter fiir den vor und wahrend der Geburt erlittenen fetalen Stress. In Anlehnung an die
Klassifikation nach Saling wurde die Einordnung wie in Tab. 1 beschrieben vorgenommen ([97]
S.281).

Tab. 1: Referenzbereiche fiir den postpartalen pH-Wert aus der Nabelschnurarterie.

pH-Wert
Optimale Aziditat >7,30
Noch normale Aziditat 7,20-7,29
Leichte Azidose 7,10-7,19
Mittelgradige Azidose 7,00 - 7,09
Schwere Azidose < 7,00

2.4.4 Apgar-Score

Dieser von Virginia Apgar entwickelte Vitalitatsindex ermdglicht das Feststellen und Einordnen
von eventuellen Anpassungsschwierigkeiten beim Neugeborenen. Dazu werden zu drei
Zeitpunkten — eine, finf und zehn Minuten post partum — die finf Kriterien Atmung, Hautfarbe,
Muskeltonus, Herzfrequenz und Reflexe bewertet und je Kriterium null bis zwei Punkte vergeben,
wobei zwei Punkte den Normalzustand darstellen, ein Punkt eine leichte Stérung und null Punkte
eine schwere Anpassungsstérung bedeuten (s. Tab. 2). Ein Apgar-Score von mehr als 7 von 10
moglichen Punkten gilt als physiologisch, Werte zwischen 3 und 7 gelten als leichte, Werte
unterhalb von 3 als schwere Anpassungsstdrung des Neugeborenen ([5] S.267).

Der statistischen Auswertung wurden in der vorliegenden Arbeit, wie in der Originalarbeit von
Virginia Apgar empfohlen ([5] S.261), die Werte des 1-Minuten Apgar-Scores zugrunde gelegt;
diese zeigten auch die breiteste Spannweite auf.

Tab. 2: Das Apgar-Schema.

Apgar-Score 0 Punkte 1 Punkt 2 Punkte

A | Atmung keine unregelméaBig, flach regelmaBig, Kind schreit
P | Puls kein Puls unter 100/min Uber 100/min

G| Grundtonus schlaff leichte Beugung der Extremitdten aktive Bewegung

A | Aussehen blau Stamm rosig, Extremitaten blau gesamter Kdrper rosig
R | Reflexe keine Grimassieren kraftiges Schreien
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2.4.5 Entbindungsmodus

Fir diese Untersuchung wurden die Entbindungsmodi in fiinf verschiedene Gruppen eingeteilt.
Die normale spontane Vaginalgeburt wurde von den beiden assistierten vaginalen Entbindungen
Forceps (=Zangengeburt) und Vakuumextraktion (=Saugglockengeburt) sowie von den
operativen Entbindungen, der primaren oder sekunddren Sectio caesarea (=Kaiserschnitt),
unterschieden. Bei mehreren angewandten Methoden wahrend einer Entbindung wurde der dann
tatsachlich zur Geburt flihrende Modus gewertet.

Die auf den Fetus einwirkenden Stressoren differieren je nach Geburtsmodus. So wird z.B.
angenommen, dass der Fetus bei einem elektiven Kaiserschnitt weniger Stress ausgesetzt ist als
bei einer spontanen Vaginalgeburt oder mehr noch bei den operativen vaginalen Geburten wie
Vakuumextraktion und Zangengeburt ([109] S.443).

2.4.6 Geburtslage

Die Lage beschreibt das Verhaltnis der Langsachse des Kindes zur Lédngsachse der Mutter (bzw.
des Uterus). Bildet der Kopf den vorangehenden Kindsteil, spricht man von Schadellage, stellt der
SteiB den vorangehenden Kindsteil dar, handelt es sich um eine Beckenendlage. Eine Schadellage
liegt in rund 96% aller Geburten vor und ist somit die bei weitem (iberwiegende Geburtslage.
Eine Beckenendlage ist dagegen selten und liegt nur in knapp 4% aller Schwangerschaften zur
Geburt vor. Aufgrund eines erhdhten fetalen wie maternalen Risikos flir das Auftreten von
Komplikationen wahrend vaginaler Entbindungen aus Beckenendlage, wird der Uberwiegende Teil
der Kinder heutzutage von vornherein oder ggf. nach einem missgliickten &auBeren

Wendungsversuch per Kaiserschnitt entbunden.

2.4.7 Maternaler Nikotinabusus

Rauchen wadhrend der Schwangerschaft fiihrt zu verringertem Sauerstoffpartialdruck im
muitterlichen Kreislauf durch Verdrangung der Sauerstoffmolekiile vom Hamoglobin und einer
Linksverschiebung der Sauerstoffbindungskurve. Diese resultiert, bei einer gegebenen pO,
Differenz zwischen maternalem und fetalem Blutkreislauf, aufgrund der hoheren Affinitdt des
Hamoglobins zum Sauerstoff und der damit eingeschrénkten Abgabe der O,-Molekiile konsekutiv
in einer schlechteren intrauterinen Versorgung des Fetus. Nikotinabusus in der Schwangerschaft
beeintrachtigt aufgrund vermehrter Freisetzung von Katecholaminen im maternalen Kreislauf die
Blutversorgung Uber die Plazenta, setzt das Kind somit wiederholt und unmittelbar hypoxischen
Zustanden aus und reduziert des Weiteren das Geburtsgewicht um durchschnittlich 150g ([53]
S.708-9). Deshalb werden im Rahmen der Vorsorgeuntersuchungen die Patientinnen mittels eines
standardisierten Anamneseblattes zu ihrem Nikotinabusus wéhrend der Schwangerschaft befragt
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und zur Nikotinabstinenz in der Schwangerschaft angehalten.

Da eine objektive quantitative Bewertung und ein Korrelationsversuch mit der Anzahl der taglich
gerauchten Zigaretten unter diesen Bedingungen grundsatzlich nicht méglich ist, zumal das
Suchtverhalten durch einen Siichtigen in der Regel nicht objektiv beurteilt wird und die Anzahl
der tatsachlich gerauchten Zigaretten in Negierung bzw. Verheimlichung der Sucht im Sinne einer
Verzerrung regelmaBig unterschatzt wird, wurde in dieser Untersuchung trotz dadurch
angestiegener Unscharfe nur das Merkmal Nikotinabusus wahrend der Schwangerschaft ja/nein

ausgewertet.

2.4.8 Maternale Cortisonmedikation

Die Stressantwort des Fetus auf interne oder externe Stressreize ist unter anderem mit einer
erhdhten Ausschiittung von Glukokortikoiden verbunden. Diese aktivieren (ber eine Kaskade von
Enzym- und Zellpopulationsveranderungen verschiedene Wachstumsfaktoren, die die Proliferation
von hamatopoetischen Vorlauferzellen zu férdern imstande sind (vgl. ausfihrlicher Kap. 4.1.11).
Somit schien es interessant, zu untersuchen, ob eine externe Zufiihrung von Cortisonpraparaten
Uber den maternalen Kreislauf in ahnlicher Weise den Zellzahlgehalt im Nabelschnurblut
beeinflussen kann.

Eine regelmaBige Cortisonmedikation der Patientinnen (Asthmasprays etc.) wurde ebenfalls auf
oben erwdhntem Anamneseblatt dokumentiert. Verabreichung von Cortison i.v., z.B. bei HELLP-
Syndromen, oder i.m. zur Foérderung der Lungenreife des Kindes als Pravention oder bei sich
abzeichnender vorzeitiger Geburt im Rahmen eines stationdren Krankenhausaufenthaltes wurden

in der Kurve der Patientin notiert.

2.4.9 Mikroblutuntersuchung

Diese von Saling eingefiihrte direkte Blutabnahme am fetalen Skalp ermdglicht die Blutgasanalyse
von arteriovendsem Mischblut des Kindes wahrend der Austreibungsphase. Sie dient vor allem
dazu, bei vorliegendem suspektem CTG als zusatzliche diagnostische MaBnahme eine tatsachliche
Hypoxamie des Kindes zu identifizieren und somit die Indikation fiir eine operative Entbindung zu
erharten oder bei physiologischen Werten unnétige operative Entbindungen zu vermeiden. Fir
die einzelnen Phasen der Geburt existieren verschiedene Normwerte, dabei ist die Giiltigkeit und
Aussagekraft der pH-Werte zeitlich nur auf den Moment der Abnahme begrenzt. Werte (iber 7,24
sind als physiologisch anzusehen, Handlungsbedarf besteht bei einem pH unter 7,20. Im
dazwischen liegenden Bereich sollte bei Risikogeburten die sofortige Entbindung angestrebt,
ansonsten in zeitnahen Abstanden die Blutgasanalyse wiederholt werden ([84] S.229). Im Falle
mehrerer aufeinanderfolgender pH-Wert-Bestimmungen ging der niedrigste Wert in unsere

Auswertung mit ein.
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2.4.10 Verarbeitungsintervall

Die im Nabelschnurblut bei der Geburt vorhandenen und abgenommenen Stammzellen sind
lebende Zellen. Nabelschnurblut wurde innerhalb des STEMMAT-Projektes bei Raumtemperatur
gelagert, da dies bessere Verarbeitungsbedingungen fiir das Nabelschnurblut gewahrleistet als
eine Lagerung im Kiihlschrank. Dabei kann grundsatzlich aber die Zeitdauer der Lagerung auch
einen Einfluss auf die relative und absolute Anzahl der im Nabelschnurblut vorhandenen
Stammzellen haben, die sich im Blutbeutel — auch bei Raumtemperatur — prinzipiell noch weiter
vermehren konnen. Die Zeit, die zwischen der Abnahme der Nabelschnurblutprobe und ihrer
Verarbeitung vergeht, wird im Folgenden als Verarbeitungsintervall bezeichnet. Sie hangt
einerseits von der zeitlichen Aufteilung der Proben zwischen den beiden Labors, z.B. durch
langere Lagerung bei Wochenendabnahmen (s. Kap. 2.2.3), aber auch von den spezifischen
Transport- und Personalkapazitaten sowie den Verarbeitungsprotokollen der beiden Labors ab.
Um einen mdoglichen Zeiteffekt auf die Zellzahlen zu berticksichtigen, wurde der Zeitraum bis zur
Verarbeitung ausgewertet und mit den Zellzahlen korreliert. In den meisten der bisherigen
Untersuchungen wurden die Blutproben innerhalb eines vorher fest definierten Zeitraumes (meist
24 Stunden) verarbeitet. Alle bis dahin nicht prozessierten Proben wurden von der Verarbeitung
oder der Auswertung ausgeschlossen. Da ein reprasentativer Prozentsatz an erst nach mehr als
zwei Tagen verarbeiteten Proben fiir diese Auswertung zur Verfiigung stand, bot dies erstmalig
die Voraussetzung, die Veranderungen der Zellzahlen nach dieser Zeit zu beobachten. Die
Zeiteinteilung in ,nach 24 Stunden" und ,nach 60 Stunden™ ergab sich aus dem praktischen

Prozedere und der statistischen Haufigkeitsverteilung.

2.5 Datenerhebung

2.5.1 Patientenaufklarung

Die Teilnahme an der wissenschaftlichen Nabelschnurblut- und Nabelschnurspende fiir STEMMAT
erfolgte, wie international Ublich, anhand des ,Informed Consent"-Modells, das eine vollstandige
Informiertheit der Patientin einer rechtlich bindenden Einwilligung zur Voraussetzung macht. Die
initiale Information und Aufkldrung der werdenden Mutter Uber eine Teilnahmemdglichkeit zur
postpartalen wissenschaftlichen Nabelschnurblutspende geschah gezielt ab der 34.
Schwangerschaftswoche in der Schwangerenambulanz bzw. im KreiBsaal der Frauenklinik der TU
Miinchen. Die beteiligten Arzte oder die Hebammen des KreiBsaals informierten jede Patientin,
die sich zur Geburt anmeldete, tber die Teilnahmemdglichkeit an der Studie, deren Zielsetzung,
die Verfahrensablaufe und mdgliche Vor- und Nachteile umfassend und objektiv anhand von drei
Informations-, Aufklarungs- und Einwilligungsbégen (s. Anhang) sowie ggdf. in einem zusatzlichen

personlichen Gesprach. Bei der Geburt musste die schriftliche Einwilligung der werdenden Mutter
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vorliegen (s. Anhang). Obwohl die Nabelschnur wie auch das Nabelschnurblut als Teil des Kindes
gelten, (iber das eigentlich beide Elternteile gemeinsam treuhanderisch fiir das Neugeborene
verfligen, wurde aus Vereinfachungsgriinden zur wissenschaftlichen Spende in Abstimmung mit
der Ethikkommission der TU Minchen nur die Unterschrift der werdenden Mutter zur
Voraussetzung gemacht, da es sich bei Nabelschnur und Nabelschnurblut des Neugeborenen um
Abfallprodukte der Geburt handelt, die im Regelfall bisher entsorgt wurden.

Ausschlusskriterien fiir die Teilnahme am STEMMAT-Projekt waren nicht ausreichende
Deutschkenntnisse fiir eine rechtlich giiltige Einwilligung oder Minderjahrigkeit der werdenden
Mutter. Des Weiteren wurde, trotz vorliegender Einwilligung, in den Fallen auf eine Nabelschnur-
und Nabelschnurblutspende verzichtet, in denen durch eine notfallmdBige oder kompliziert
verlaufende Geburt, z.B. bei Notkaiserschnitten, Tot- oder Fehlgeburten oder kindlichen
Fehlbildungen der Fokus auf der Abwendung von Gefahr fiir maternales oder fetales Leben lag.

2.5.2 Datenquellen

Als primare Datenquelle dieser Untersuchung diente das Geburtenbuch der Frauenklinik am
Klinikum Rechts der Isar. Alle wichtigen die Geburt betreffenden Daten (Entbindungsdatum und
-uhrzeit, Name und Adresse der Mutter, Geschlecht, Geburtsgewicht, GréBe und Kopfumfang des
Kindes, Entbindungsmodus und Kindslage, Schwangerschaftsalter, Apgar-Scores und der
arterielle Nabelschnur-pH-Wert) sowie besondere Vorkommnisse wahrend des Geburtsverlaufes,
z.B. ein Hinweis auf eine vorgenommene Mikroblutuntersuchung, werden darin von den
Hebammen zeitnah zur Entbindung festgehalten. Jeder Patientin wird eine fortlaufende
Geburtenbuchnummer zugeordnet, die Eintragungen erfolgen in chronologischer Reihenfolge
nach Entbindungsdatum und -uhrzeit. Jahrlich wird ein neues Geburtenbuch begonnen.

Zusatzlich wurden die Patientenakten als Datenquelle herangezogen. Diese sind wahrend des
gesamten stationdren Aufenthaltes im Arztzimmer der Wodchnerinnenstation zuganglich, nach
Entlassung und Fertigstellung der Arztbriefe werden sie chronologisch nach Geburtsdatum der
Mutter und getrennt nach Privat- und Kassenpatientinnen im Archiv der Frauenklinik aufbewahrt.
Neben den Anamnesebdgen, die unter anderem Informationen (ber Nikotinabusus und eine
eventuelle regelmaBige Cortisonmedikation der Mutter wahrend der Schwangerschaft enthalten,
finden sich in der Patientenakte die handschriftlichen Aufzeichnungen der Hebammen und Arzte
zum Geburtsverlauf, die Dokumentation der Laboruntersuchungen (arterieller Nabelschnur-pH-
Wert und - falls vorgenommen — pH-Wert der Mikroblutuntersuchung), das Dokumentationsblatt
einer Erstuntersuchung durch den Padiater mit Informationen zu GréBe, Geburtsgewicht und
Apgar-Scores des Neugeborenen sowie die Patientenkurven, in denen unter anderem alle
verabreichten Medikamente verzeichnet werden.

Das Intervall bis zur Verarbeitung der Proben wurde in den beiden Labors zusammen mit den
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Probenvolumina sowie den weiteren Ergebnissen der Zellzahlbestimmung in einer Excel-
Datentabelle dokumentiert und in regelmaBigen Abstdnden per E-Mail an die Forschungspartner

weitergegeben.

2.5.3 Dokumentation

Die Dokumentation der Daten erfolgte wahrend des Auswertungszeitraums vom 31.07.03 bis zum
15.04.05 auf einem PC Notebook (Acer Computer GmbH, Ahrensburg) unter Verwendung des
Programms Microsoft Excel Office 2003 in einer umfassenden Datentabelle. Der im Vergleich zum
STEMMAT-Projekt spatere Beginn dieser Datenerfassung war dadurch bedingt, dass das erste
Amendment zum Ethikvotum, das die Studie als Teilprojekt genehmigte, von Seiten der
Ethikkommission der TU Miinchen erst am 30.07.03 vorlag.

Die Daten der Proben wurden nicht personenbezogen in einer Excel Datei dokumentiert und
abgespeichert. Da jede Nabelschnur- und Nabelschnurblutprobe mit einer fortlaufenden
STEMMAT-Nummer und dem Beginn des Verarbeitungsintervalls erfasst wurde, der mit
Geburtsdatum und -uhrzeit identisch ist, war es mdglich, anhand dieser Daten den zugehdrigen
Eintrag im Geburtenbuch zu identifizieren. Da personenbezogene Informationen fiir die
Datenauswertung unerheblich waren, erfolgte die gesamte Evaluation mit der Ethikkommission
abgestimmt anonym.

Fir die Parameter Datum und Uhrzeit der Probenabnahme, Geschlecht, Geburtsgewicht,
Geburtmodus und -lage des Kindes, Gestationsalter, Apgar-Score und arterieller Nabelschnur-pH-
Wert galt das Geburtenbuch als primare Quelle. Informationen zum Nikotinabusus der Mutter
wahrend der Schwangerschaft sowie zu einer ggf. durchgefiihrten Cortisonmedikation wahrend
der Schwangerschaft wurden primdr aus dem Anamneseblatt bzw. den Krankenblattern der
Patientenakte entnommen. Die Ergebnisse einer eventuellen Mikroblutuntersuchung (MBU)
wurden ebenfalls der Patientenakte entnommen.

In dem Fall, dass eine Eintragung im Geburtenbuch nicht vollstandig war, wurden die
handschriftlichen Aufzeichnungen zum Geburtsverlauf in der Patientenakte herangezogen; waren
die Parameter auch dort nicht festgehalten, wurde das Gestationsalter nach dem auf dem
Anamnesebogen vermerkten, voraussichtlichen Geburtstermin ermittelt. Geburtsdatum, -uhrzeit,
Geschlecht, Geburtsgewicht, Nabelschnur-pH-Wert und die Apgar-Scores waren in solchen Fallen
auf dem Dokumentationsblatt zur Erstuntersuchung des Neugeborenen notiert.

Die STEMMAT-Datentabelle der Proben- und Geburtsangaben wurde durch die Ergebnisse zur

Volumen- und Zellzahlbestimmung der beiden Labors erganzt.
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2.6 Statistische Auswertung

Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm SPSS 12.0 fiir Windows (SPSS Inc.,

Chicago, Illinois, USA). Dazu wurden alle Daten der oben erwahnten Excel-Tabelle, sofern nicht

bereits in passendem Format eingegeben, in numerische Variablen umkodiert und in das

Statistik-Programm SPSS (ibertragen.

2.6.1 Ziel- und EinflussgroBBen

Als ZielgréBen wurden der Gehalt an mononukledren Zellen pro Milliliter Nabelschnurblut und der

Gehalt an CD34-positiven Zellen pro Milliliter Nabelschnurblut (Bestimmung mittels FACS in

beiden Labors) festgelegt.

Die EinflussgréBen umfassen folgende Parameter:

Geschlecht des Kindes in zwei Merkmalsauspragungen (mannlich / weiblich)

absolutes Gewicht des Neugeborenen in drei Merkmalsauspragungen (kleiner als
2750 g / 2750 - 4020 g / groBer als 4020 g)

Geburtsgewicht im Verhaltnis zum Schwangerschaftsalter (small for gestational age /
appropriate for gestational age / large for gestational age)

Schwangerschaftsalter in  drei Merkmalsauspragungen  (Friihgeborenes /
Reifgeborenes / Ubertragenes)

arterieller Nabelschnur-pH-Wert in den finf Merkmalsauspragungen nach Saling (s.
Abschnitt 2.4.3)

niedrigster pH-Wert der Mikroblutuntersuchung (falls vorgenommen) in drei
Merkmalsauspragungen (pathologisch <7,2 / prapathologisch 7,2-7,24 / physiologisch
>7,24)

Apgar-Wert nach einer, fiinf und zehn Minuten (physiologisch > 8 / pathologisch < 8)
Geburtsmodus (spontan vaginale Geburt / Vakuumextraktion / Forceps / primare
Sectio / sekundare Sectio)

Geburtslage in zwei Merkmalsauspragungen (Schadellage / Beckenendlage)
verabreichtes Cortisonpraparat (keine Cortisongabe / Celestan i.m. / Cortisonpradparat
i.v. / Cortisonspray)

Nikotinabusus der Mutter wahrend der Schwangerschaft (Nichtraucherin / Raucherin)
auswertendes Labor (Blutspendedienst des BRK / III. Medizinische Klinik)
Verarbeitungsintervall in drei Merkmalsauspragungen (weniger als 24h / 24 - 60h /
mehr als 60h)



2  MATERIAL UND METHODEN 35

2.6.2 Deskriptive Statistik

Die deskriptive Statistik beschrankte sich fiir die nominalverteilten Daten (Geschlecht,
Geburtsgewicht in Abhangigkeit vom Schwangerschaftsalter, Geburtsmodus und -lage,
Nikotinabusus, Cortisonmedikation und auswertendes Labor) auf die Haufigkeitsverteilungen. Fiir
diskrete und quantitativ-diskrete Variablen wurden dabei die Haufigkeiten fiir jede
Merkmalsauspragung angegeben. Bei den stetigen Variablen wurden die einzelnen
Merkmalsauspragungen zur Angabe der Haufigkeitsverteilung in die in Kap. 2.6.1 aufgefiihrten
Klassen zusammengefasst. Fir die ordinalverteilten Daten (Apgar-Score) wurde zusatzlich der
Median angegeben. Von Verwendung des Mittelwertes, wie sie bei Apgar-Werten in anderen
Studien praktiziert wird, wurde hier bewusst abgesehen. Das arithmetische Mittel sowie die
Standardabweichung wurden sowohl fiir die intervallverteilten (arterieller Nabelschnur-pH-Wert
und pH-Wert der Mikroblutuntersuchung), als auch fiir die rationalverteilten Daten (absolutes
Gewicht des Kindes, Schwangerschaftsalter und Verarbeitungsintervall) berechnet. Mittelwerte
und Standardabweichungen wurden in der Regel auf zwei Dezimalstellen, Gewichtsangaben zu

vollen Gramm gerundet.

2.6.3 Mittelwertvergleich und Lagetests

Des Weiteren wurden die mittleren Zellkonzentrationen fiir mononukledre und CD34-positive
Zellen in den verschiedenen Merkmalsklassen untersucht. Ergaben sich hierbei Unterschiede,
wurde mittels eines statistischen Lagetests festgestellt, ob das Ergebnis als zufallig bedingt oder
als statistisch signifikant anzusehen ist. Das Signifikanzniveau dafir wurde mit a < 0,05
veranschlagt. Somit gilt ein Unterschied zwischen zu vergleichenden Datenkontingenten dann als
signifikant, wenn der errechnete p-Wert, also die Wahrscheinlichkeit fiir eine zufallsbedingte
Ursache, weniger als 5% betragt. Alle p-Werte wurden auf drei Dezimalstellen gerundet. Die
Bezeichnung statistischer Trend wurde fiir das Intervall 0,05 < a < 0,1 definiert.

Da das Datenkontingent — nach Uberpriifung durch den Komolgorov-Smirnov-Test — keiner
Normalverteilung folgte, wurden zum Stichprobenvergleich nicht-parametrische Tests flr zwei
(Mann-Whitney U) oder mehrere unabhangige Variablen (Kruskal-Wallis H) herangezogen. War
bei Variablen mit mehr als zwei Merkmalsauspragungen mittels des Kruskal-Wallis-Tests fir
mehrere unabhangige Stichproben ein signifikanter Unterschied zwischen den untersuchten
Datenkontingenten festzustellen, wurde anschlieBend zusatzlich ein Paarvergleich mittels Mann-
Whitney-Test durchgefihrt.

Aufgrund vorhandener Verschiedenheiten in den Protokollen zur Probenverarbeitung der beiden
Forschungslabors, wurde zur Vollstandigkeit und im Sinne einer internen Qualitétskontrolle neben
einer Gesamtauswertung auch eine vergleichende Auswertung der Ergebnisse beider Labors
durchgefiihrt.
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Die in dieser Arbeit verwendeten Grafiken und Diagramme zeigen, sofern nicht anders

angegeben, Fehlerbalken mit dem arithmetischen Mittelwert und das 95%-Konfidenzintervall.

2.6.4 Bivariate Korrelationsanalyse

Zur Uberpriifung, ob ein Zusammenhang zwischen zwei mindestens ordinalskalierten Variablen
besteht, kann der Korrelationskoeffizient r berechnet werden. Das Vorzeichen des Koeffizienten
gibt die Art des Zusammenhangs an: gegensinnig bei Werten < 0, gleichsinnig bei Werten > 0.
Der Betrag des Korrelationskoeffizienten sagt etwas lber die Starke des Zusammenhangs aus. Je
naher der Wert an +1 oder -1 liegt, desto stérker der Zusammenhang. Die Interpretation von
Korrelationskoeffizienten und deren Bedeutung wird nach dem Prinzip cum hoc ergo propter hoc
(lat. ,zugleich, also deswegen") hdufig lberschatzt. Ein empirischer Koeffizient, dessen Betrag
gréBer als 0 ist, besagt jedoch lediglich, dass eine Beziehung zwischen den Variablen besteht.
Dariiber hinaus gibt er keine Information, ob diese Beziehung kausalen Charakter hat, worauf ein
eventuell bestehender Zusammenhang zurlickzufihren sein kénnte und welche
Schlussfolgerungen gezogen werden kdnnen.

Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der Anzahl mononukledrer bzw. CD34-positiver
Zellen und den ordinal- und intervallskalierten Einflussfaktoren wurde in dieser Auswertung
aufgrund der nicht vorliegenden Normalverteilung, sofern nicht anders erwdhnt, der
Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman berechnet. Beim Auftreten von AusreiBern wurde der
Rangkorrelationskoeffizient nach Kendall bevorzugt. Der Parameter pH-Wert der
Mikroblutuntersuchung wurde aufgrund relativ niedriger Fallzahlen (n=183) nicht in die
Korrelationsanalyse miteinbezogen. Die Rangkorrelationskoeffizienten wurden auf drei

Dezimalstellen gerundet.

2.6.5 Multivariate Regressionsanalyse

Zur Unterstitzung der Ergebnisse aus den Mittelwertvergleichen und der Korrelationsanalyse
wurde die multiple lineare Regression fiir die zuldssigen Parameter untersucht. Wahrend die
Korrelationsrechnung die Stérke des Zusammenhangs zwischen zwei Variablen ermittelt, dient die
Regressionsanalyse dazu, die Art des Zusammenhangs aufzudecken bzw. Mdéglichkeiten an die
Hand zu geben, den Wert einer abhangigen Variablen aus den Werten mehrerer unabhangiger
Variablen vorherzusagen. Das BestimmtheitsmaB3 gibt dabei an, wie stark die Varianz einer
Variablen durch die Varianz einer anderen Variablen bestimmt wird. Es ist somit ein MaB fiir die
Glite der Anpassung durch die Regressionsgerade und liegt immer zwischen 0 und 1.

Da fiir die Regressionsanalyse eine Normalverteilung der Daten Voraussetzung ist, wurden die
ZielgréBen unserer Untersuchung, also die Konzentrationen an mononukledren und CD34-

positiven Zellen, logarithmiert. Als EinflussgréBen wurden jeweils alle im Mittelwertvergleich



2  MATERIAL UND METHODEN 37

signifikanten Parameter miteinbezogen, sofern sie intervallskaliert oder nominalskaliert, aber
dichotom, ausgepragt waren. Der pH-Wert der Mikroblutuntersuchung konnte nicht mit
aufgenommen werden, da die Auswertung sonst auf die 183 Falle, in denen dieser Parameter
erhoben wurde, beschrankt worden wadre. Die Berechnung erfolgte mit der Einschlussmethode;

p-Werte und BestimmtheitsmaBe wurden auf drei Dezimalstellen gerundet.
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3 Ergebnisse

3.1 Allgemeine Angaben zur Probenzahl

3.1.1 Rekrutierung

Im Auswertungszeitraum vom 31.07.03 bis zum 15.04.05 verzeichnete die Frauenklinik des
Klinikums Rechts der Isar 1.508 Entbindungen, davon 1.435 Einlingsgeburten, 72
Zwillingsgeburten und eine Drillingsgeburt mit insgesamt 1.582 entbundenen Kindern. 1.176
Frauen (78,0%) erklarten sich zur wissenschaftlichen Nabelschnurblutspende fiir STEMMAT
bereit. Es wurde eine Nabelschnurblutabnahme bei 1.192 Neugeborenen durchgefihrt.

Wahrend der Jahresiibergange 2003/2004 und 2004/2005 wurden aus organisatorischen
Griinden — ca. zweiw0chige Laborferien (ber die Feiertage — Sammelpausen eingelegt, in denen
keine Nabelschnurblutproben abgenommen und verarbeitet wurden. Daraus erklért sich der
Abfall der monatlichen Rekrutierungsraten auf durchschnittlich nur 34 Proben in den

Dezembermonaten gegeniiber durchschnittlich 60 Proben in den Uibrigen Monaten.

Anzahl der STEMMAT Nabelschnurproben
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Abb. 15: Monatliche Rekrutierungsraten im STEMMAT Projekt im Sammelzeitraum
01.08.03-30.04.05.
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125 Falle (10,5 % der insgesamt betrachteten 1.192 Kinder) konnten in diese Auswertung nicht
mit einbezogen werden. Dies lag nicht an systematischen Ausschlusskriterien, sondern betraf
Neugeborene, bei denen aufgrund ihres problematischen Geburtsverlaufs eine
Nabelschnurblutabnahme nicht im Vordergrund stand oder technisch nicht mdglich war, z.B.
reanimationspflichtige und totgeborene Kinder oder auch Neugeborene, bei denen flir das
STEMMAT-Projekt nur die Nabelschnur aber kein Nabelschnurblut abgenommen wurde, da die
Nabelschnur z.B. vor der Abnahme ausgeblutet, abgerissen oder kollabiert war. Auch Griinde wie
bakterielle Kontamination der Blutproben, ein prapartaler Nachweis infektidser Krankheiten wie
Hepatitis B oder HIV (Ausschluss von der Laborverarbeitung aus Arbeitssicherheitsgriinden) oder
eine mangelnde Verarbeitungsmoglichkeit durch die Laborpartner, z.B. wegen Krankheit oder
Abwesenheit der zustandigen Labormitarbeiter, fiihrten dazu, dass Proben verworfen werden
mussten. Zuletzt waren auch bei Nabelschnurblutproben, die aufgrund des geringen Volumens
von nur wenigen Millilitern nicht individuell auswertbar waren und die deshalb nur gepoolt
verarbeitet oder verworfen wurden, keine individuellen Rickschliisse auf die in dieser

Auswertung genannten Kriterien méglich.

3.1.2 Probenzahlen

Aufgrund der Verteilung der Proben nach oben erldautertem zeitlichen Schema an die beiden
Forschungslabors ergibt sich ein Anteil von 31,7% (n=338) der Nabelschnurblutproben fiir das
Labor des Blutspendedienstes; das Labor der III. Medizinischen Klinik erhielt 68,3% (n=729) der
Proben zur Verarbeitung.

Das Labor des Blutspendedienstes verarbeitete 230 der erhaltenen 338 Proben (68,0%) beziiglich
der Parameter Gehalt an mononukledren Zellen pro Milliliter Nabelschnurblut und Gehalt an
CD34-positiven Zellen pro Milliliter Nabelschnurblut. 108 Proben wurden zum Ziel der Entwicklung
standardisierter  Kryokonservierungsprotokolle ohne vorangehende Zellzéhlung in der
Kryokonservierung verwendet.

Im Labor der III. Medizinischen Klinik wurde bei 649 Proben (89,0% aller erhaltenen Proben) der
Gehalt an mononuklearen Zellen pro Milliliter Nabelschnurblut und bei 233 Proben (32,0%) die
Konzentration von CD34-positiven Zellen bestimmt. 217 der letztgenannten Proben (93,1%)
wurden beziiglich des Gehalts an CD34-positiven Zellen pro Milliliter Nabelschnurblut per FACS-
Analyse untersucht und 30 Proben (12,9%) per MACS Zellseparationsverfahren. Da bei 14 Proben
(6,0%) beide Methoden angewendet wurden, ergibt sich die Gesamtzahl von 233. Um eine
einheitliche Methodengrundlage zu gewahrleisten, wurden fiir die weitere statistische Auswertung
ausschlieBlich die Proben, die mittels FACS analysiert wurden, herangezogen.
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Abb. 16: Probenzahlen und Verteilung auf Forschungslabors.

3.2 Zellzahlgehalt der Nabelschnurblutproben

Betrachtet man die Ergebnisse beider Labors, betragt der Gehalt an mononukledren Zellen im
Mittel 6,56 + 3,82 x 10° / ml Nabelschnurblut (n=879), der mittlere Gehalt an CD34-positiven
Zellen liegt nach Bestimmung mittels FACS-Analyse bei 2,57 + 2,31x 10% / ml (n=447), nach
MACS Zellseparation bei 1,95 + 1,24x 10* / ml (n=30). Der Median liegt mit einem Wert von 5,6
x 10* / ml fur den Gehalt an mononukledren Zellen, und Werten von 1,99 x 10* / ml fiir den
Gehalt an CD34-positiven Zellen nach FACS bzw. 1,75 x 10* / ml fiir die Bestimmung mit MACS
durchwegs unterhalb der arithmetischen Mittelwerte, was auf AusreiBer im Datenkontingent nach
oben hinweist.

Die Mittelwerte und Standardabweichungen fiir die einzelnen Labors sowie das Minimum und das

Maximum als Streuungswerte der jeweiligen Variablen kénnen aus Tab. 3 entnommen werden.
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Tab. 3: Mittelwerte und StreuungsmaBe der Stammzellkonzentrationen im

Nabelschnurblut.

Zellzahlen (gesamt) N Minimum | Maximum | Mittelwert | Std. Abw.
MNC x 10° / ml (Ficoll) 879 0,70 37,90 6,56 3,82
CD34"* x 10* / ml (FACS) 447 0,03 16,61 2,57 2,31
CD34" x 10* / ml (MACS) 30 0,49 6,52 1,95 1,24
(nach Labor getrennt)
BSD MNC x 10° / ml (Ficoll) | 230 1,80 12,40 5,12 2,09
CD34" x 10* / ml (FACS) 230 0,24 16,61 2,92 2,21
CD34" x 10* / ml (MACS) 0
III. Med MNC x 10° / ml (Ficoll) 649 0,70 37,90 7,07 4,16
CD34" x 10* / ml (FACS) 217 0,03 14,45 2,19 2,35
CD34" x 10% / ml (MACS) 30 0,49 6,52 1,95 1,24

3.3 Zusammenhang von Evaluationsfaktoren und Stammzeligehalt

3.3.1 Geschlecht

Die in die Auswertung mit einbezogenen Proben stammen in 45,7% (n=488) von Kindern

weiblichen und in 54,3% (n=579) der Falle von Neugeborenen mannlichen Geschlechts.

Mittelwerte und Standardabweichungen fiir den Zellzahlgehalt an MNCs und CD34-positiven

Zellen von Knaben und Madchen sind in Tab. 4 dargestellt.

Tab. 4: Mittelwerte und Standardabweichung fiir mannliche/weibliche Neugeborene.

MNC x 10°/ |CD34* x 10%/

Geschlecht ml (Ficoll) ml (FACS)
mannlich Mittelwert 6,54 2,68

Std. Abw. 4,06 2,31

N 467 251
weiblich Mittelwert 6,59 2,42

Std. Abw. 3,54 2,30

N 412 196
Insgesamt Mittelwert 6,56 2,57

Std. Abw. 3,82 2,31

N 879 447
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Die Unterschiede zeigen sich sowohl in der Gesamtauswertung als auch in der nach Labors
getrennten Auswertung als statistisch nicht signifikant (MNC: p=0,248; CD34": p= 0,129).

3.3.2 Geburtsmodus

Die Verteilung der Geburtsmodi ist Tab. 5 zu entnehmen. Daraus ergeben sich die prozentualen
Anteile von 66,3% (n=707) vaginalen Geburten und 33,7% (n=360) Kaiserschnitten.

Tab. 5: Haufigkeitsverteilung der verschiedenen Geburtsmodi.

Geburtsmodus Haufigkeit | Prozent
Spontangeburt 645 60,4
Vakuumextraktion 55 5,2
Forceps 7 0,7
Primare Sectio 159 14,9
Sekundare Sectio 201 18,8
Gesamt 1.067 100,0

Im Mittelwertsvergleich finden sich die héchsten Zellzahlen bei den assistierten vaginalen
Entbindungen — Vakuumextraktionen und Zangengeburten — sowie den Spontangeburten. Die
operativen Entbindungen — Kaiserschnitte —, ob geplant oder notfallmaBig durchgefiihrt, weisen
erniedrigte Mittelwerte auf (s. Tab. 6). Damit errechnet sich ein mittlerer mononukledrer
Zellgehalt von 6,87 + 3,97 x 10° / ml (n=603) und ein CD34-positiver Zellgehalt von 2,65 + 2,47
x 10* / ml (n=302) fiir die vaginalen Entbindungen gegeniiber einem mononuklesren Zellgehalt
von 5,90 + 3,40 x 10° / ml (n=276) und einem CD34-positiven Zellgehalt von 2,39 + 1,92 x 10*/
ml (n=145) auf Seiten der Sectiones.

Beziiglich aller fiinf Geburtsmodi ist fiir den Gehalt an mononukledaren Zellen pro Milliliter
Nabelschnurblut ein signifikanter Unterschied (p<0,001) festzustellen, die Unterschiede zwischen
dem durchschnittlichen Gehalt an CD34-positiven Zellen stellten sich als nicht signifikant
(p=0,600) heraus.

Im Vergleich untereinander ergeben sich weder zwischen den drei vaginalen Entbindungen
(p=0,248) noch zwischen den beiden operativen Entbindungen (p=0,444) statistisch signifikante
Unterschiede, jedoch zeigen Spontangeburten sowohl gegeniiber primdren Sectiones (p=0,001)
als auch gegeniiber sekundaren Sectiones (p=0,007) signifikant hohere Mittelwerte. Ebenso
waren bei Vakuumextraktionen die Mittelwerte gegeniiber geplanten (p<0,001) und
notfallmaBigen Kaiserschnitten (p=0,002) signifikant erhéht (vgl. Abb. 17).
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Daraus folgt bei der zusammenfassenden Gegeniberstellung von vaginalen Entbindungsmodi
(Spontangeburten, Vakuumextraktionen und Zangengeburten) und operativen Entbindungsarten
(primadre und sekundare Sectiones) ein signifikant (p<0,001) erhdhter Gehalt an mononukledren
Zellen auf Seiten der vaginal entbundenen Neugeborenen, der trotz Assoziation mit dem
Geburtsgewicht auch in der multivariaten Analyse statistisch signifikant bleibt (p=0,005;
R?=0,122)

Tab. 6: Mittelwerte und Standardabweichungen der Zellzahlkonzentrationen fiir die

verschiedenen Geburtsmodi.

MNC x 10°/ ml | CD34" x 10% / ml
Geburtsmodi (nach Ficoll) (FACS)
Spontangeburt Mittelwert 6,81 2,60
Std. Abw. 3,95 2,39
N 551 278
VE Mittelwert 7,54 3,36
Std. Abw. 4,38 3,38
N 45 20
Forceps Mittelwert 6,83 2,94
Std. Abw. 2,82 2,62
N 7 4
Prim. Sectio Mittelwert 5,82 2,50
Std. Abw. 3,41 1,78
N 123 62
Sek. Sectio Mittelwert 5,97 2,31
Std. Abw. 3,40 2,02
N 153 83
Insgesamt Mittelwert 6,56 2,57
Std. Abw. 3,82 2,31
N 879 447

Analog der Gesamtauswertung kann bei beiden Labors im Vergleich aller finf Geburtsmodi ein
statistisch signifikanter Unterschied (BSD: p<0,001; III. Med.: p=0,028) beziiglich des Gehalts an
mononukledren Zellen pro Milliliter Nabelschnurblut festgestellt werden. Ebenso basiert dieses
Ergebnis auf dem statistisch signifikanten Unterschied (BSD: p<0,001; III. Med.: p=0,002)
zwischen vaginal und operativ entbundenen Neugeborenen, mit héheren Zellzahlen auf Seiten

der vaginal entbundenen Kinder.
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3.3.3 Geburtslage des Neugeborenen

Insgesamt wurden im Auswertungszeitraum 1.018 Kinder (95,4%) aus Schadellage, 49 Kinder
(4,6%) aus Beckenendlage geboren. Von Letzteren wurden 48 Kinder per Sectio, lediglich ein
Kind spontan vaginal entbunden. Aufgrund der geringen Fallzahl von nur einer vaginal
entbundenen Beckenendlage ist eine statistische Auswertung beziiglich des Zusammenhangs von
Geburtslage und Zellzahlgehalt im Nabelschnurblut beim vaginalen Entbindungsmodus nicht
mdglich und sinnvoll. Auch bei den Schnittentbindungen lasst sich kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen in Schadel- oder Beckenendlage geborenen Kindern feststellen (p=0,414

fiir mononukledre, p=0,568 fiir CD34-positive Zellen).

Tab. 7: Aufteilung der Lagetypen bei den verschiedenen Geburtsmodi.

Geburtslage Gesamt

Schadellage | Beckenendlage

Vaginale Entbindung 706 1 707
Modus

Sectiones 312 48 360
Gesamt 1.018 49 1.067

3.3.4 Geburtsgewicht des Neugeborenen

Das absolute Geburtsgewicht liegt in 82,7% der Falle (n=882) im normosomen Bereich, 103
Kinder (9,7%) wurden mit einem Geburtsgewicht kleiner 2750 g, 82 Kinder (7,7%) mit einem
Geburtsgewicht iber 4020 g geboren. In Abhangigkeit vom Schwangerschaftsalter werden 8,3%
(n=89) der Neugeborenen als ,small for gestational age", 82,2% (n=877) als ,appropriate for
gestational age"™ und 9,5% (n=101) als ,large for gestational age" beurteilt. Der Mittelwert des
absoluten Geburtsgewichtes liegt bei 3343 £+ 492 g (n=1.067), bei einem minimalen
Geburtsgewicht von 1335 g und einem Maximum von 4730 g. Mittelwerte und Streuungsmage fiir
die Zellkonzentrationen sind aus Tab. 8 zu entnehmen.

In der Gesamtauswertung lassen sich weder fiir die Einteilung nach absolutem Geburtsgewicht
(MNC: p=0,079; CD34": p= 0,967) noch fiir die beziiglich des Schwangerschaftsalters adaptierte
Einteilung (MNC: p=0,751; CD34": p=0,295) statistisch signifikante Unterschiede nachweisen.
Beim Vergleich der einzelnen Gruppen unterscheiden sich die mikrosomen Neugeborenen
signifikant (p=0,033) von den normosomen beziiglich der Konzentration an mononukledren
Zellen, mit niedrigeren Zellzahlen auf Seiten der Kinder mit geringerem Gewicht.

Auf Seiten des Labors des Blutspendedienstes findet sich ein statistisch signifikanter Unterschied
(p=0,001) fir den Gehalt an mononukledren Zellen pro Milliliter Nabelschnurblut. Dabei

unterscheiden sich die niedrigen Mittelwerte mikrosomer Neugeborener signifikant von
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normosomen (p<0,001) und makrosomen (p=0,005) Kindern.
Die Unterschiede fiir die an das Schwangerschaftsalter angepasste Einteilung sind auch bei der

pro Labor getrennt betrachteten Auswertung nicht signifikant.

Tab. 8: Mittelwerte und Standardabweichungen der Zellzahlkonzentrationen fiir die

unterschiedlichen Gewichtsklassen.

MNC x 10° / ml CD34* x 10* / ml
Geburtsgewicht (Ficoll) (FACS)
mikrosom (<2750g) Mittelwert 5,93 2,44
Std. Abw. 3,31 1,86
N 78 40
normosom (2750-4020g) Mittelwert 6,63 2,56
Std. Abw. 3,76 2,33
N 732 368
makrosom (>4020g) Mittelwert 6,58 2,72
Std. Abw. 4,88 2,52
N 69 39
Angepasst an SSW
Small Mittelwert 6,81 2,20
for gestational age Std. Abw. 3,65 2,11
N 70 39
Appropriate Mittelwert 6,48 2,62
for gestational age Std. Abw. 3,62 2,39
N 723 365
Large Mittelwert 7,04 2,42
for gestational age Std. Abw. 5,34 1,69
N 86 43
Insgesamt Mittelwert 6,56 2,57
Std. Abw. 3,82 2,31
N 879 447

Es ergibt sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang mit auBerst niedriger Korrelation fiir
den Gehalt an mononukledren Zellen (r=0,092, p=0,006) und den Gehalt an CD34-positiven
Zellen (r=0,142, p=0,003), der sich nach getrennter Auswertung sowohl im Datenkontingent der
ITII. Medizinischen Klinik flir mononukledre Zellen (r=0,104, p=0,008) als auch im Labor des
Blutspendedienstes fiir beide Zellpopulationen (MNCs: r=0,145, p=0,028; CD34": r=0,195,
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p=0,003) nachweisen lasst.
In der multivariaten Analyse zeigt das Geburtsgewicht keinen signifikanten Einfluss mehr auf die

Konzentration der mononukleéren Zellen (p=0,133; R*=0,138).

3.3.5 Schwangerschaftsalter

Der Uberwiegende Anteil der Neugeborenen von 93,3% (n=996) wurde im Zeitraum zwischen
der jeweils vollendeten 37. und 41. Schwangerschaftswoche entbunden. 67 Friihgeborene (vor
der 37. SSW entbundene) sowie vier Gbertragene (nach der 41. SSW entbundene) Kinder wurden
in die Auswertung eingeschlossen, was einem prozentualen Anteil von 6,3% bzw. 0,4%

entspricht.

60—

50

40

30

20

Anzahl der Neugeborenen

10

e e '# ™
27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43
Schwangerschaftsalter in Wochen

Abb. 19: Histogramm zur Haufigkeitsverteilung des Parameters
Schwangerschaftsalter.

Der Mittelwert liegt bei 39,27 + 1,59 Schwangerschaftswochen (n=1.067), der Median bei 39
Wochen und 4 Tagen. Die friheste Entbindung in dieser Auswertung erfolgte bei 28 Wochen und
3 Tagen, die spateste mit 42 Wochen und 2 Tagen. Mittelwerte und Standardabweichungen fiir

den Stammzellgehalt in Abhangigkeit des Schwangerschaftsalters sind aus Tab. 9 ersichtlich.
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Tab. 9: Mittelwerte und Standardabweichungen der Zellzahlkonzentrationen bei

friihgeborenen, reifgeborenen und iibertragenen Kindern.

MNC x 10°/ | CD34" x 10*/

Schwangerschaftswochen ml (Ficoll) ml (FACS)
Friihgeborene Mittelwert 5,69 3,24

Std. Abw. 3,55 2,62

N 47 25
Reifgeborene Mittelwert 6,62 2,53

Std. Abw. 3,84 2,29

N 828 420
Ubertragene Mittelwert 5,35 2,52

Std. Abw. 3,35 2,02

N 4 2
Insgesamt Mittelwert 6,56 2,57

Std. Abw. 3,82 2,31

N 879 447

Diese Unterschiede erweisen sich bezogen auf die mononukledaren Zellzahlen als signifikant
(p=0,041), der Zellgehalt der CD34-positiven Zellen unterscheidet sich dagegen nicht signifikant
(p=0,169). Das Resultat ergibt sich allein aus dem signifikanten Unterschied (p=0,016) zwischen
Frihgeborenen und Reifgeborenen mit einem erniedrigten Mittelwert auf Seiten der
frihgeborenen Kinder.

Fir das Labor des Blutspendedienstes kann, wie in der Gesamtauswertung, ein statistisch
signifikanter Unterschied (p=0,026) fiir den Gehalt an mononukledren Zellen festgestellt werden,
der sich aus den im Vergleich von friih- und reifgeborenen Kindern signifikant niedrigeren
Mittelwerten (p=0,009) auf Seiten der friihgeborenen Kinder ergibt.

Da das Datenkontingent beziiglich des Schwangerschaftsalters starke Ausreier erkennen ldsst,
wird in diesem Fall der Rangkorrelationskoeffizient nach Kendall verwendet. Dieser zeigt eine
schwache, aber signifikante positive Korrelation (r=0,102, p<0,001) fiir den Gehalt an
mononukledren Zellen und eine sehr schwache negative Korrelation fiir den Gehalt an CD34-
positiven Zellen (r=-0,063, p=0,049). Die Auswertung seitens des Labors der III. Medizinischen
Klinik zeigt dhnliche Ergebnisse (MNC: r=0,111, p<0,001; CD34": r=-0,115, p=0,013), das Labor
des Blutspendedienstes erkennt einen signifikanten Zusammenhang lediglich flir den Gehalt an
mononukledren Zellen (r=0,113, p=0,012).

In der multivariaten Analyse zeigt sich das Schwangerschaftsalter durch die Parameter absolutes

Gewicht und Nikotinabusus tGberlagert.
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3.3.6 Apgar-Score des Neugeborenen

Die Haufigkeitsverteilung der Apgar-Werte kann aus Tab. 10 entnommen werden. Der Median
betragt fiir den nach 1 und 5 Minuten erhobenen Apgar-Score jeweils 9, fiir den nach 10 Minuten
erhobenen Wert ergibt sich ein Median von 10. Der 1-Minuten-Wert liegt in 177 Fallen (16,6%),
der 5-Minuten-Wert in 26 Fallen (2,4%) und der 10-Minuten-Wert in nur sechs Fallen (0,6%)

unterhalb von 8.

Tab. 10: Haufigkeitsverteilung der Apgar-Werte nach einer, fiinf und zehn Minuten.

Apgar (nach 1 min) Haufigkeit Prozent

2 4 0,4
3 3 0,3
4 8 0,7
5 17 1,6
6 22 2,1
7 123 11,5
8 299 28,0
9 560 52,5
10 31 2,9
Gesamt 1.067 100,0

Apgar (nach 5 min) Haufigkeit Prozent

5 3 0,3
6 6 0,6
7 17 1,6
8 145 13,6
9 528 49,5
10 368 34,5
Gesamt 1.067 100,0

Apgar (nach 10 min) | Haufigkeit Prozent

6 1 0,1
7 5 0,5
8 38 3,6
9 344 32,2
10 679 63,6

Gesamt 1.067 100,0
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Tab. 11: Mittelwerte und Standardabweichungen unterschieden nach Apgar-Score.

MNC x 10° / ml | CD34 x 10* / ml
Apgar-Score (Ficoll) (FACS)
Apgar < 8 Mittelwert 6,76 3,02
Std. Abw. 3,63 2,41
N 142 78
Apgar > 8  Mittelwert 6,53 2,47
Std. Abw. 3,86 2,27
N 737 369
Insgesamt  Mittelwert 6,56 2,57
Std. Abw. 3,82 2,31
N 879 447

Kinder mit Apgar-Scores kleiner 8 weisen hdhere Mittelwerte fir mononukleére und CD34-
positive Zellzahlen auf als Kinder mit physiologischen Apgar-Werten (s. Tab. 11).

Dieser Unterschied erweist sich fiir den Gehalt an CD34-positiven Zellen als statistisch signifikant
(p=0,028). In der getrennten Auswertung kann seitens des Labors des Blutspendedienstes diese

Beobachtung bestatigt werden (p=0,002).
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Abb. 20: Konzentration der CD34-positiven Zellen in Abhdangigkeit vom Apgar-Score.

Eine statistisch signifikante aber geringe negative Korrelation l&sst sich fiir den nach einer Minute
(r=-0,112, p=0,018) und fir den nach zehn Minuten (r=-0,106, p=0,025) erhobenen Apgar-
Score und den Gehalt an CD34-positiven Zellen feststellen. In der getrennten Auswertung findet

sich auf Seiten des Labors des Blutspendedienstes ebenso eine geringe aber signifikante
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Korrelation zwischen dem CD34-Zellgehalt und den nach einer Minute erhobenen Apgar-Werten
(r=-0,191; p=0,004). In der multiplen Regressionsanalyse verliert der Apgar-Score seinen
signifikanten Einfluss (p=0,632; R?=0,041), was auf eine Uberlagerung durch Assoziation mit
dem Nabelschnur-pH-Wert hinweist.

3.3.7 Arterieller Nabelschnur-pH-Wert

Von insgesamt 1.061 Neugeborenen (99,4%) konnte der pH-Wert aus einer aus der
Nabelschnurarterie gewonnenen Blutprobe bestimmt werden, in den fehlenden sechs Fallen
(0,6%) war die Bestimmung aufgrund labortechnischer Griinde nicht méglich. 84,9% der Kinder
(n=901) wurden mit einem physiologischen pH-Wert von 7,2 oder gréBer geboren, 13,7%
(n=145) zeigten eine leichte Azidose mit pH-Werten zwischen 7,19 und 7,1 und 1,4% (n=15)
eine mittelgradige bis schwere Azidose mit pH-Werten unterhalb 7,1.

Tab. 12: Haufigkeitsverteilung des Nabelschnur-pH-Werts in Klassen.

Glltige
Arterieller Nabelschnur-pH-Wert Haufigkeit | Prozent Prozente
Schwere Azidose (<7,0) 1 0,1 0,1
Mittelgradige Azidose (7,0 - 7,09) 14 1,3 1,3
Leichte Azidose (7,1 - 7,19) 145 13,6 13,7
Noch normale Aziditdt (7,2 - 7,29) 506 47,4 47,7
Optimale Aziditat (>7,29) 395 37,0 37,2
Gesamt 1.061 99,4 100,0
Fehlend 6 0,6
Gesamt 1.067 100,0

Der Mittelwert liegt bei 7,27 £ 0,08 (n=1.061) mit einem Minimum von 6,99 und einem
Maximum von 7,51. Fir die untersuchten Zellkonzentrationen zeigen sich zunehmende
Mittelwerte bei abnehmendem pH-Werten (s. Tab. 13 bzw. Abb. 21 und Abb. 22).

Dieser Unterschied ist fiir die Konzentration mononukledrer (p<0,001) und CD34-positiver Zellen
(p=0,001) statistisch signifikant. Bezlglich der mononukledren Zellen zeigen sich statistisch
signifikante Unterschiede sowohl zwischen nicht azidotischen Kindern und Kindern mit leichter
Azidose (p<0,001), als auch zwischen nicht azidotischen Kindern und Kindern mit mittelgradiger
und schwerer Azidose (p=0,009). Fiir die Konzentration der CD34-positiven Zellen kénnen analog
signifikante Unterschiede zwischen Neugeborenen mit physiologischem pH-Wert im Vergleich zu
leicht azidotischen (p=0,002) sowie zu mittelgradig und schwer azidotischen Kindern (p=0,032)

gefunden werden. Zwischen den beiden Azidosegruppen besteht kein signifikanter Unterschied.
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Tab. 13: Mittelwerte und Standardabweichungen der Zellzahlkonzentrationen in den

unterschiedlichen pH-Wert-Klassen.

MNC x 10°/ ml | CD34" x 10% / ml
Arterieller Nabelschnur-pH-Wert (Ficoll) (FACS)
Keine Azidose (27,2) Mittelwert 6,27 2,39
Std. Abw. 3,56 2,15
N 741 379
Leichte Azidose (7,1-7,19) Mittelwert 8,14 3,55
Std. Abw. 4,78 2,93
N 122 62
Schwere bis mittelgradige Azidose (<7,1) Mittelwert 8,67 4,44
Std. Abw. 4,48 2,00
N 12 4
Insgesamt Mittelwert 6,57 2,57
Std. Abw. 3,82 2,31
N 875 445
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Abb. 21: Konzentration der CD34-positiven Zellen in Abhiangigkeit vom pH-Wert.
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Abb. 22: Zellkonzentration der mononukledren Zellen in Abhdngigkeit vom pH-Wert.

In der getrennten Auswertung konnen beide Labors statistisch signifikante Unterschiede
bezlglich des Gehalts an mononuklearen Zellen pro Milliliter Nabelschnurblut fir die drei
Untergruppen bestdtigen (III. Med.: p< 0,001; BSD: p=0,007). Beziglich des Gehalts an CD34-
positiven Zellen wird auf Seiten des Labors des Blutspendedienstes ein statistisch signifikanter
Unterschied (p=0,002), auf Seiten des Labors der III. Medizinischen Klinik ein statistischer Trend
(p=0,072) festgestellt. Grundsatzlich gilt auch hier, dass die Mittelwerte der Zellzahlen mit
abnehmendem pH-Wert ansteigen.

Dabei finden sich fir den Gehalt an mononukledren Zellen in beiden Labors statistisch
signifikante oder grenzwertig signifikante Unterschiede fiir Kinder mit physiologischen pH-Werten
gegeniiber Kindern mit leichter Azidose (BSD: p=0,023; III. Med.: p<0,001) sowie gegeniber
Kindern mit mittelschwerer bis schwerer Azidose (BSD: p=0,021; III. Med.: p=0,063). Dies ist in
Abb. 23 dargestellt. Auch die Mittelwerte der CD34-positiven Zellen zeigen bei leichter (BSD:
p=0,002; III. Med.: p=0,072) und mittelgradig bis schwerer Azidose (BSD: p=0,054) eine
Zunahme (nicht gesondert graphisch dargestellt). Zwischen den beiden Azidosegruppen kann in

keinem Fall ein statistisch signifikanter Unterschied ermittelt werden.
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In der Gesamtauswertung kann eine geringe, aber hochsignifikante (p<0,001) Korrelation sowohl
fir den Gehalt an mononukledren Zellen (r=-0,190), als auch fiir den Gehalt an CD34-positiven
Zellen (r=-0,167) ermittelt werden. Dieses Ergebnis kann seitens beider Labors fiir die
Konzentration an mononuklearen Zellen (III. Med.: r=-0,192, p<0,001; BSD: r=-0,212, p=0,001)
sowie durch das Labor des Blutspendedienstes fiir den CD34-Zellgehalt (r=-0,208, p=0,001)
bestdtigt werden. Damit wird der bereits im Mittelwertsvergleich erkannte gegensinnige
Zusammenhang von pH-Wert und Stammzellgehalt im Nabelschnurblut verdeutlicht. Auch in der
multivariaten Regressionsanalyse bleibt der arterielle Nabelschnur-pH-Wert ein hochsignifikanter
Einflussfaktor (MNC: p<0,001, R2=0,138; CD34": p=0,002, R2=0,041) und zeigt sich nicht durch

andere Parameter (iberlagert.
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Abb. 23: Konzentration der mononukleadren Zellen fiir die unterschiedlichen pH-Wert-

Klassen (in nach Labors getrennter Auswertung).
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3.3.8 pH-Wert der Mikroblutuntersuchung

Bei 183 der ausgewerteten Geburten wurde vom Geburtshelfer eine Punktion des fetalen Skalps
mit Blutgasanalyse des pH-Werts durchgefiihrt. In 80,3% (n=147) liegt das Ergebnis im
physiologischen Bereich Gber einem pH-Wert von 7,24. 13,1% (n=24) der Falle bewegen sich im
prapathologischen Bereich und ein pathologischer pH-Wert von <7,2 wird bei 6,6% (n=12) der
Proben festgestellt. Der Mittelwert betragt 7,30 = 0,06 (n=183) bei einem Minimum von 7,11
und einem Maximum von 7,49. Neugeborene mit pathologischem pH-Wert in der
Mikroblutuntersuchung weisen hdhere Mittelwerte fiir mononukledre Zellen und CD34-positive

Zellen auf als Kinder mit prapathologischem oder physiologischem pH-Wert.

Tab. 14: Mittelwerte und Standardabweichungen unterschieden nach pH-Wert der

Mikroblutuntersuchung.

MNC x 10°/ ml | CD34* x 10*/ ml
pH-Wert der Mikroblutuntersuchung (Ficoll) (FACS)
pathologisch (<7,2) Mittelwert 7,49 4,79

Std. Abw. 2,96 5,29
N 10 7
prapathologisch (7,2 - 7,24)  Mittelwert 7,02 2,50
Std. Abw. 4,45 1,08
N 17 9
physiologisch (>7,24) Mittelwert 6,99 2,19
Std. Abw. 4,33 1,87
N 124 61
Insgesamt Mittelwert 7,03 2,46
Std. Abw. 4,24 2,38
N 151 77

In der Gesamtauswertung ergeben sich keine signifikanten Unterschiede (p=0,680 fiir
mononukledre Zellen, p=0,300 fiir CD34-positive Zellen). Bei getrennter Auswertung kann auf
Seiten des Labors des Blutspendedienstes ein signifikanter Unterschied zwischen den drei
Gruppen sowohl fir den Gehalt an mononukledren Zellen (p=0,026) als auch an CD34-positiven
Zellen (p=0,034) festgestellt werden, der sich auf die signifikant erhohten Mittelwerte an
mononukledren (p=0,017) und CD34-positiven Zellen (p=0,004) von Kindern mit einem
pathologischen pH-Wert gegeniiber Kindern mit einem physiologischen pH-Wert begriindet (vgl.
Tab. 14). Damit wird der aus der Grafik erkennbare gegensinnige Zusammenhang des pH-Werts

der Mikroblutuntersuchung und des Stammzellgehalts bestatigt.
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3.3.9 Maternaler Nikotinabusus

Bei 949 Patientinnen (88,9%) wurde im Rahmen der Vorsorgeuntersuchungen dokumentiert, ob
wahrend der Schwangerschaft ein maternaler Nikotinabusus vorlag. Bei 11,1% (n=118) der
werdenden Miitter gab es keine Angabe. Der Anteil der Raucherinnen betrug 13,0% (n=123), der
Anteil der Nichtraucherinnen 87,0 % (n=826).

Tab. 15: Mittelwerte und Standardabweichung der Zellzahlkonzentrationen fiir

Raucherinnen und Nichtraucherinnen.

MNC x 10° / ml | CD34 x 10% / ml
Nikotinabusus (Ficoll) (FACS)
Kein Nikotinabusus Mittelwert 6,66 2,63
Std. Abw. 3,93 2,37
N 683 344
Nikotinabusus Mittelwert 5,86 1,83
Std. Abw. 3,03 1,81
N 102 62
Insgesamt Mittelwert 6,55 2,51
Std. Abw. 3,84 2,31
N 785 406

Bezliglich des Zellzahlgehalts liegen die Mittelwerte der Kinder rauchender Miitter fir
mononukledre und flir CD34-positive Zellen unterhalb der durchschnittlichen Mittelwerte der
Kinder von Nichtraucherinnen. Dieser Unterschied ist mit p=0,042 fiir den Gehalt an
mononukledren sowie p=0,004 fiir den Gehalt an CD34-positiven Zellen statistisch signifikant (s.
Abb. 24 und Abb. 25).
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Abb. 24: Konzentration der CD34-positiven Zellen in Abhdngigkeit vom maternalen

Nikotinabusus.
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Abb. 25: Zellkonzentration der mononuklearen Zellen in Abhdngigkeit vom
maternalen Nikotinabusus.

In der getrennt betrachteten Auswertung pro Labor kann das Ergebnis, dass Kinder von in der
Schwangerschaft rauchenden Miittern einen signifikant erniedrigten Gehalt an mononukledren
Zellen und CD34-positiven Zellen aufweisen als Kinder nichtrauchender Mitter, von Seiten des
Labors des Blutspendedienstes bestétigt werden (MNC: p=0,029; CD34*: p=0,001).

Auch die multivariate Regressionsanalyse bekraftigt, vor allem nach Ausgleich der starken
Assoziation mit den Parametern Geburtsgewicht und Schwangerschaftsalter, den signifikanten
Einfluss des Rauchens wahrend der Schwangerschaft auf die Konzentrationen der mononukledren
Zellen (p=0,022; R?*=0,122) und der CD34-positiven Zellen (p=0,015; R?=0,041) im

Nabelschnurblut.

3.3.10 Maternale Cortisonmedikation

5,8% (n=62) aller Patientinnen bekamen im Laufe ihrer Schwangerschaft einmalig oder
regelmaBig Cortisonpraparate verabreicht.

51 dieser Patientinnen (4,8%) erhielten Celestan (Betamethason) 12 mg i.m., zweimal im
Abstand von 24 Stunden, zur Férderung der Lungenreife des Neugeborenen. Sieben Patientinnen
(0,7%) wurde ein i.v. Cortisonpraparat verabreicht, eine Patientin (0,1%) erhielt sowohl Celestan
als auch ein intravenéses Cortisonpraparat und drei Patientinnen (0,3%) wurden aufgrund einer
bekannten Asthmaerkrankung mit Cortisonspray behandelt.

Mittelwerte und Standardabweichungen fiir den Zellgehalt an mononuklearen Zellen und CD34-
positiven Zellen fiir die beiden Untergruppen sind in Tab. 16 zu finden. Diese Unterschiede sind
jedoch sowohl in der Gesamtauswertung als auch in der nach Labor getrennten Auswertung

statistisch nicht signifikant.
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Tab. 16: Mittelwerte und Standardabweichungen fiir Miitter mit/ohne
Cortisonmedikation.

MNC x 10°/ | CD34 x 10%/

Cortisongabe ja/nein ml (Ficoll) ml (FACS)
Kein Cortison  Mittelwert 6,61 2,55

Std. Abw. 3,89 2,28

N 829 419
Cortisongabe  Mittelwert 5,73 2,77

Std. Abw. 2,33 2,65

N 50 28
Insgesamt Mittelwert 6,56 2,57

Std. Abw. 3,82 2,31

N 879 447

3.3.11 Intervall bis zur Verarbeitung der Blutprobe

Bei insgesamt 938 Proben wurde die Anzahl der Stunden, die zwischen Probengewinnung und
Probenverarbeitung verstrichen waren, dokumentiert. 59,7% (n=560) der Proben konnten
innerhalb von 24 Stunden verarbeitet werden, bei 31,9% (n=299) lag der Wert zwischen 24 und
60 Stunden, 8,4% (n=79) wiesen ein Verarbeitungsintervall von mehr als 60 Stunden auf.

Mittelwerte und StreuungsmaBe des Verarbeitungsintervalls sind aus Tab. 17 zu entnehmen.

Tab. 17: Mittelwerte und StreuungsmaBe des Verarbeitungsintervalls.

Verarbeitungsintervall N Minimum = Maximum | Mittelwert | Std. Abw.

Gesamt 938 1 120 25,62 20,43

Labor BSD 230 4 66 24,94 9,76
II1. Med 708 1 120 25,84 22,85

Eine getrennte Auswertung ergibt einen Anteil von 63,3% (n=448) von innerhalb der ersten 24
Stunden verarbeiteten Proben flr das Labor der III. Medizinischen Klinik, 25,7% (n=182) wurden
im Zeitraum zwischen 24 und 60 Stunden und 11,0% (n=78) nach Uberschreitung von 60
Stunden verarbeitet.

Letzteres begriindet sich auf das zeitliche Verteilungsschema, wonach das Labor der III.
Medizinischen Kilinik die Gber die Wochenenden gesammelten Proben erhielt (vgl. Abb. 10). Dem
Labor des Blutspendedienstes stand, wohl vor allem standorttechnisch bedingt, ein etwas

geringerer Anteil von 48,7% (n=112) innerhalb der ersten 24 Stunden zur Verarbeitung zur
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Verfligung; mehr als die Halfte der Proben, 50,9% (n=117), wurden im Zeitraum zwischen 24
und 60 Stunden, nur eine Probe (0,4%) nach mehr als 60 Stunden verarbeitet.
Die Mittelwerte des Stammzellgehalts nehmen sowohl fiir die mononukledren als auch fir die

CD34-positiven Zellen mit langerem Intervall bis zur Verarbeitung zu (vgl. Tab. 18).

Tab. 18: Mittelwerte und Standardabweichung abhangig vom Verarbeitungsintervall.

MNC x 10°/ ml | CD34 x 10*/ ml
Verarbeitungsintervall (nach Ficoll) (FACS)
<24h Mittelwert 6,12 2,51
Std. Abw. 3,85 2,36
N 542 272
24-60h Mittelwert 7,03 2,59
Std. Abw. 3,62 2,03
N 277 158
>60h Mittelwert 8,62 3,21
Std. Abw. 3,81 3,56
N 55 17
Insgesamt Mittelwert 6,57 2,57
Std. Abw. 3,83 2,31
N 874 447

Bezliglich des Gehalts an mononukledren Zellen unterscheiden sich die drei Untergruppen
statistisch signifikant (p<0,001). So weisen die erst nach 60 Stunden verarbeiteten Proben
signifikant hohere Mittelwerte auf als diejenigen, die innerhalb 24 Stunden (p<0,001) verarbeitet
wurden. Gleiches gilt fiir die Proben mit einem Verarbeitungsintervall zwischen 24 und 60
Stunden (p<0,001). Letztgenannte Proben zeigen signifikant hohere Mittelwerte (p=0,003)
gegeniiber den innerhalb 24 Stunden verarbeiteten Proben (vgl. Abb. 26).

Von beiden Labors wird der statistisch signifikante Unterschied zwischen den innerhalb 24
Stunden und den nach diesem Zeitraum verarbeiteten Proben bestatigt (BSD: p=0,011; III.
Med.: p<0,001). Der in der Gesamtauswertung nachgewiesene weitere Anstieg der Zellzahlen
nach mehr als 60 Stunden ist in der nach Labors getrennten Auswertung nicht mehr erkennbar
bzw. nicht mehr statistisch signifikant (vgl. Abb. 27).

In der Gesamtauswertung zeigt sich eine positive Korrelation flir den Gehalt mononukledrer
Zellen (r=0,227, p<0,001) und den Gehalt CD34-positiver Zellen (r=0,102, p=0,31). Bezlglich
der mononukledren Zellkonzentration kdnnen beide Labors diese Beobachtung bestdtigen (BSD:
r=0,230, p<0,001; III. Med.: r=0,304, p<0,001). Auch in der multivariaten Analyse bleibt das
Verarbeitungsintervall ein hochsignifikanter Einflussfaktor (p<0,001; R?=0,138).
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Abb. 26: Konzentration der mononuklearen Zellen in Abhdngigkeit vom

Verarbeitungsintervall (Gesamtauswertung).
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Abb. 27: Konzentration der mononukleadren Zellen in Abhdngigkeit vom

Verarbeitungsintervall (in nach Labors getrennter Auswertung).
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3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Eine Ubersicht aller untersuchten Parameter sowie die Ergebnisse zu deren Einfluss auf den
Stammzellgehalt im Nabelschnurblut der Neugeborenen wird in Tab. 19 aufgelistet.

Tab. 19: Einflussnahme der untersuchten Parameter auf den Stammzellgehait.

Variable MNC / ml CD34* [/ ml Stammzellgehalt
Art. Nabelschnur-pH-Wert p < 0,001 p = 0,001 zunehmend mit abnehmendem pH
Nikotinabusus p = 0,004 p = 0,042 Nichtraucherinnen > Raucherinnen
Schwangerschaftsalter p = 0,041 p=n.s. Reifgeborene > Frithgeborene
Geburtsmodus p < 0,001 p=n.s. vaginale > operative Entbindungen
Verarbeitungsintervall p < 0,001 p=n.s. zunehmend mit zunehmenden Verarbeitungsintervall
Apgar-Score p=n.s. p = 0,028 Apgar kleiner 8 > Apgar 8 und gréBer
MBU pH-Wert (BSD) p = 0,017 p = 0,004 pathologisch > physiologisch
Absolutes Gewicht (BSD) p = 0,001 p=n.s. mikrosom < makrosom / mikrosom < normosom
Gewicht bzgl. SSA p=n.s. p=n.s. kein Zusammenhang
Geschlecht p=n.s. p=n.s. kein Zusammenhang
Cortisonmedikation p=n.s. p=n.s. kein Zusammenhang
Geburtslage Fallzahl zu gering
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4 Diskussion

4.1 Bewertung der Ergebnisse und Einordnung in die Literatur

Der Einfluss verschiedener perinataler Faktoren auf den Zellgehalt im Nabelschnurblut
Neugeborener konnte durch unsere Untersuchung zumindest fir einige Variablen aufgezeigt bzw.
bestatigt werden. Inwieweit sich hierbei Parallelen oder Widerspriiche zu den Arbeiten anderer
Forscher ergaben und welche Vorgange und Pathomechanismen unseren Ergebnissen vermutlich

zugrunde liegen, soll hier im Folgenden diskutiert werden.

4.1.1 Zellzahlen und Zellkonzentration

Die Zellzahlkonzentrationen fiir mononukledre Zellen in dieser Studie waren mit den Ergebnissen
ahnlich angelegter Untersuchungen vergleichbar oder lagen (iberwiegend leicht Uber deren
Mittelwerten ([76] Tab. 2). Der Zellzahlgehalt wird jedoch meistens als absolute Anzahl pro
Blutprobe ([13] Tab. 2) oder pro Transplantationseinheit ([89] Tab. I(a)) und nicht als
Konzentration pro Milliliter angegeben.

Die Ergebnisse fiir den Gehalt bzw. die Konzentration von CD34-positiven Zellen variieren weitaus
starker im Gegensatz zu den MNCs (vgl. [117] Tab. II), was durch die verschiedenen
existierenden Protokolle zur Zellzahlbestimmung erkldrbar ist. Auch hier erschwert die
Uberwiegende Angabe von absoluten Zellzahlen im Gegensatz zu Konzentrationen den Vergleich.
Zur korrekten Interpretierbarkeit der Forschungsergebnisse wére eine internationale
Standardisierung der Methodik zwingende Voraussetzung. So stellen Untersuchungen, die ein
unserer Studie vergleichbares Protokoll verwendeten, dhnliche ([7] Tab. 1) oder nur minimal
hdéhere Mittelwerte ([71] Tab. 2, [9] Tab. 2) beziiglich der CD34-positiven Zellzahlen fest. Aus der
Zellzahlkonzentration in unserer Studie (vgl. Kap. 3.2) kann man schlieBen, dass bei empfohlener
Zelldosis von mindestens 1,2 x 10° CD34-positiven Zellen ([58] S.1819) pro Kilogramm
Kdrpergewicht die absoluten Zellzahlen pro Nabelschnurblutprobe nur zur Transplantation fir
einen Empfanger mit duBerst geringem Korpergewicht (maximal ca. 20 kg) ausreichen wiirden.
Analog zur Handhabung bei Knochenmarktransplantationen wird das hamatopoetische Potential
von Nabelschnurblutproben meist anhand der Gesamtzahl von nukledren Zellen (TNCs) pro Probe
eingeschatzt. Die Relation von nukledren Zellen des Spenders zum Korpergewicht des
Empfangers ergibt die Zelldosis, welche eng mit dem Erfolg der Transplantation, insbesondere
mit der Geschwindigkeit des Engraftments und der Uberlebensrate, korreliert ([33] S.374-6). Im
Moment wird eine minimale Zelldosis von 3 x 10’ nukledren Zellen ([35] S.147) pro Kilogramm
Korpergewicht des Empfangers empfohlen. Dass der Aussagewert des TNC-Gehaltes nur einer
von wenigen Faktoren ist bzw. von der Assoziation mit dem Gehalt an koloniebildenden
Vorlauferzellen (CFCs) Uberlagert wird, zeigten u. a. Migliaccio et al. ([68] S.2721). Wagner et al.
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konzentrierten sich mehr auf den Gehalt an CD34-positiven Zellen. Sie stellten einen
Zusammenhang zwischen der transplantierten CD34-Zelldosis und héheren Uberlebensraten,
einer hoéheren Engraftmentwahrscheinlichkeit und niedrigerem  therapieassoziierten
Friihversterben fest ([112]). Die Zahl der CD34-positiven Zellen wird aufgrund der funktionellen
Heterogenitdt der hamatopoetischen Stammzellen und der Schwierigkeiten bei der
Standardisierung der Gewinnungstechnik im Vergleich oft als wenig aussagekraftiger Parameter
beurteilt. Die Anzahl mononukledrer Zellen kann hingegen — trotz geringerer Selektivitat — besser
mit anderen Parametern korreliert werden, da ein Standard fiir deren Gewinnung bereits etabliert
ist ([76] S.853). Auch in den an unserer Untersuchung beteiligten Labors, die sich vorrangig mit
Zellkolonien hamatopoetischer Vorlduferzellen befassten, wurde deshalb standardmaBig der
Gehalt an mononukledren Zellen anstelle des TNC-Gehalts bestimmt. Dass diese beiden
Parameter aber hochsignifikant zusammenhangen, zeigten u. a. Prat et al. ([76] S.853) in ihrer
Studie.

Im Allgemeinen korrelieren die Zellzahlen und Zellkonzentrationen im Nabelschnurblut sowohl
eng miteinander, als auch mit dem erzielten Probenvolumen. Der am haufigsten bestatigte
Zusammenhang besteht zwischen Probenvolumen und TNC-Zahlen ([13], [22], [76], [11], [71]
und [94]) sowie zwischen CD34-Zellzahlen und CFU-GM ([13], [11], [71] und [94]). Aber auch
der Gehalt an nukledren Zellen l&sst auf die Zellzahlen an CD34-positiven Zellen und CFU-GM
schlieBen ([29] und [94]). In unserer Untersuchung korrelierten die Zellkonzentrationen an
mononukledren Zellen entsprechend hochsignifikant mit der Konzentration an CD34-positiven
Zellen (p<0,001).

Die Qualitat einer Nabelschnurblutprobe hangt somit maBgeblich von ihrem Gehalt an nukledren
Zellen (TNCs), koloniebildenden Zellen (CFCs) und CD34-positiven Zellen ab. Jeder dieser
Parameter bietet Vor- und Nachteile, so ist der TNC-Gehalt einfach zu bestimmen, allerdings
relativ ungenau als Pradiktor, die CFC-Assays sind (iberaus exakt, aber aufwandig, langwierig und
kostspielig und der Gehalt an CD34-positiven Zellen kann erst aussagekraftig fiir Studien
herangezogen werden, wenn ein Standard in der Methodik zur Bestimmung der Zellzahlen einen
Vergleich zwischen verschiedenen Labors, Forschergruppen und Nabelschnurblutbanken méglich

macht.

4.1.2 Geschlecht

Trotz reprasentativer Haufigkeitsverteilung konnte in unserer Untersuchung kein statistisch
signifikanter Unterschied bezlglich der Zellzahlen in Abhdngigkeit vom Geschlecht des
Neugeborenen festgestellt werden. Auch in der bisher verdéffentlichten Literatur lassen sich nur
wenige einschldgige Ergebnisse finden. Zwar berichten mehrere Untersuchungen
Ubereinstimmend bei Madchen eine signifikant erhdhte Zahl von TNCs ([71], [10], [93]), eine
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mogliche Erklarung findet sich aber weder in diesen Studien, noch anderweitig in der
gegenwartigen Literatur. M-Reboredo et al. ([70]) widerlegen diese Aussage in ihrer Studie. In
den meisten der genannten Arbeiten sowie bei Ballen et al. ([13]), die auBerdem signifikant
erniedrigte Zahlen von CFU-GM bei Madchen berichten, wurde kein statistisch signifikanter
Unterschied im CD34-Zellgehalt zwischen den Geschlechtern festgestellt; andere Forscher-
gruppen hingegen fanden héhere CD34-positive Zellzahlen bzw. -konzentrationen ([9] S.617,
[94] S.243, [29] S.1806) im Nabelschnurblut mannlicher Neugeborener. Der Unterschied blieb in
zwei dieser Studien ([9] und [29]) auch nach Anpassung an Geburtsgewicht und Geburtsmodus
in einer Multivarianzanalyse statistisch signifikant. Das bei Prat et al. berichtete erhdhte
Probenvolumen bei Knaben ([76] S.854) ist aber wohl am ehesten auf die Korrelation mit einem
erhdhten Geburtsgewicht (auch in unserer Studie signifikant nachzuweisen) zurlickzufiihren.

Die aktuelle Datenlage lasst folglich keinen Rickschluss auf eine Empfehlung zur Einbeziehung,
besseren Eignung oder zum Ausschluss von Nabelschnurblutspenden aufgrund des Geschlechts

des Neugeborenen zu.

4.1.3 Geburtsmodus

Den Ergebnissen dieser Untersuchung nach hat der Geburtsmodus signifikanten Einfluss auf die
Konzentration der mononukledren Zellen im Nabelschnurblut (vgl. Kap. 3.3.2). In Anlehnung an
die aktuelle Literatur wurden trotz der urspriinglichen Einteilung in fiinf verschiedene
Geburtsmodi, primdr die vaginalen Entbindungen den operativen Entbindungen per Kaiserschnitt
entgegengestellt. Hierbei wiesen die vaginal entbundenen Kinder einen signifikant erhdhten
Zellgehalt an mononukledren Zellen auf; bezliglich der CD34-positiven Zellkonzentration konnte
kein statistisch signifikanter Unterschied festgestellt werden.

Da — im Gegensatz zu den meisten bisher verdffentlichten Arbeiten — weder der Geburtsmodus
noch das Schwangerschaftsalter (in Abhdngigkeit dessen natirlich der Entbindungsmodus
variiert) ein Ausschlusskriterium fiir unsere Studie darstellte, reprasentieren unsere Ergebnisse in
etwa die reguldre Haufigkeitsverteilung der Geburtsmodi im Patientinnenkollektiv einer
Universitatsklinik. Diese Verteilung weicht zum Teil stark von anderen Untersuchungen mit
selektivem Einschluss der Patientinnen nach Geburtsmodus ab; Uiberwiegend wurden dort nur reif
geborene Kinder und unkomplizierte Geburten, im Falle von Sectios also auch nur elektive
Kaiserschnitte, in die Auswertungen miteinbezogen. Somit sind die Vorraussetzungen fiir eine
generelle Vergleichbarkeit nur begrenzt gegeben.

Der wohl eindeutigste Konsens, der zum gegenwartigen Zeitpunkt besteht, ist das bei
Schnittentbindungen festgestellte signifikant erhdhte Volumen der Nabelschnurblutproben. Dies
kann auf verschiedene Ursachen zurilickgefiihrt werden. Einer der Hauptfaktoren, die zu einem

erhdhten Probenvolumen beitragen, ist die Schwerkraft. Grisaru et al. beschrieben, dass das
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Sammelvolumen allein durch eine Lagerung des Neugeborenen auf dem Bauch der Mutter erhéht
werden kann ([37] S.1241). Bei Schnittentbindungen wird das Neugeborene in der Regel héher
gelagert als die Plazenta, eine naheliegende Erklérung fiir das teilweise festgestellte erhdhte
Probenvolumen bei Kaiserschnitten (vgl. [50], [64] und [10]). Eine gezielte Nutzung dieses
Phanomens zur Erhéhung des Nabelschnurblutprobenvolumens widerspricht unseres Erachtens
jedoch dem é&rztlichen Leitprinzip ni/ nocere, da davon ausgegangen werden muss, dass dabei
dem Neugeborenen willentlich Blutvolumen vorenthalten wird. Auch der bei Yamada et al.
beschriebene signifikante Unterschied zwischen vaginal und per Sectio entbundenen Kindern lasst
sich analog eher auf das Abnabelungsprozedere zuriickfiihren, das bei Kaiserschnitten eine
Abnabelung des an den Beinen hochgehaltenen Neugeborenen innerhalb von finf Sekunden
nach Geburt vorsah, wahrend bei spontan vaginalen Entbindungen die Kinder 20 cm unterhalb
des Introitus gelagert und erst nach 30 Sekunden abgenabelt wurden ([117] S.831). Dariber
hinaus tragen die — durch manuelle Lésung der Plazenta — bei Schnittentbindungen oft verkiirzte
Zeit zwischen Geburt des Kindes und Geburt der Plazenta und die dadurch reduzierte Bildung von
Blutkoageln zu dem beobachteten Effekt bei ([50] S.508 und [64] S.1175). Die meisten der
genannten Studien lassen auBer dem erhdéhten Volumen keine weiteren signifikanten
Unterschiede bezliglich der Zellpopulationen ([10] S.192, [64] S.1175) oder lediglich eine auf den
Volumenunterschied zurlickzufiihrende Erhéhung der absoluten Zellzahlen ([117] S.831)
erkennen. Allerdings gibt es auch mehrere Untersuchungen, die einen erhdhten Gehalt an
nukledren Zellen auf Seiten der vaginal entbundenen Neugeborenen beschreiben ([9] Table 3,
[69] S.691, [107] S.492). Solves et al. stellten keinen signifikanten Unterschied zwischen vaginal
oder per Kaiserschnitt entbundenen Kindern fest, allerdings waren bei assistiert vaginalen
Geburten die TNCs signifikant erhéht ([93] S.109).

Unsere Ergebnisse werden durch die Studie von Dimitriou et al. ([21] S.383) bestdtigt. Auch
Nikischin et al. fanden eine statistisch signifikante Leukozytose mit Linksverschiebung in Richtung
unreifer Vorlauferzellen im Nabelschnurblut von vakuumextrahierten Neugeborenen und spontan
geborenen Kindern gegeniber per Kaiserschnitt entbundenen Sauglingen ([73] S.105). Shlebak
et al. beschrieben sowohl vermehrte CFU-GM, als auch ein erhéhtes Produktivitdtspotential von
sekundaren CFU-GM Kolonien ([89] S.1170) bei spontan vaginal entbundenen Kindern.

Lim et al. ([62] S.1146) berichteten einen erhdhten Zellgehalt von nukledaren Zellen,
Granulozyten, CD34-positiven Zellen und anderen hamatopoetischen Vorlauferzellen bei
assistierten Geburten, wozu in diesem Fall primare und sekundére Kaiserschnitte, die operativ
vaginalen Geburten (Vakuumextraktion und Forcepsextraktion) sowie Entbindungen aus Steilage
gezahlt wurden. Diese Beobachtung konnte aber auf der durch das Einschlusskriterium
Lunkomplizierte Geburt" wohl teilweise verzerrten Haufigkeitsverteilung der Geburtsmodi der
niederldndischen Studie beruhen, die mit einem prozentualen Anteil von nur 1,5% elektiven

Kaiserschnitten, aber einem Anteil von 14% Vakuumextraktionen wohl auBerhalb des
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reprasentativen Bereiches liegen diirfte. Das kdnnte auch erklaren, warum diese Korrelation in
der Multivarianzanalyse nicht bestdtigt werden konnte. Dariiber hinaus berichten weitere
Untersuchungen den von uns festgestellten, statistisch nicht signifikanten Unterschied zwischen
Spontangeburten und Schnittentbindungen fiir CD34-positive Zellen ([9] Tab. 2 und 5, [117] Tab.
2 und [95] Tab. 2).

Starkeren Einfluss als der Geburtsmodus nimmt vermutlich die Dauer der verschiedenen
Geburtsphasen, was Lim et al. bereits mit einer anderen Studie belegt hatten. Dabei
untersuchten sie einen mdoglichen Zusammenhang zwischen Geburtsmodus bzw. der
Stressantwort wahrend der Geburt und der Ausschiittung von Leukozyten und hamatopoetischen
Vorlauferzellen im Nabelschnurblut, wobei analog hdhere Zellzahlen bei Geburten mit langer
Eroffnungs- und Austreibungsphase sowie bei den vaginal operativ assistierten gegeniiber den
spontan vaginalen Geburten festzustellen waren ([60] S.554).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Ergebnisse der bisher verdffentlichten
Untersuchungen zu widerspriichlich erscheinen, um die Aussagekraft des Parameters
Geburtsmodus auf den Stammzellgehalt im Nabelschnurblut adaquat beurteilen zu kénnen. Einige
Indizien weisen aber darauf hin, dass das Abnahmeprozedere, inklusive der Lagerung des Kindes
und der zeitliche Ablauf der Entbindungen einen gréBeren Einfluss darstellen als der Modus an
sich. Diese Abldufe kdnnten, ohne dem Kind oder der Mutter Schaden zuzufligen, so modifiziert
werden, dass ein hdheres Volumen der Nabelschnurblutproben erzielt werden kann. Ein
Ausschluss von spendebereiten Patientinnen sollte aber nicht beziiglich des Geburtsmodus
getroffen werden, da trotz des erhtéhten Volumens bei Proben von operativ entbundenen
Neugeborenen, der bei vaginalen Geburten festgestellte hdhere Gehalt an Leukozyten den
insgesamt pro Probe enthaltenen Gehalt an nukledaren Zellen wohl wieder ausgleicht ([64]
S.1175, [7] S.225 und [95] S.212).

4.1.4 Lage des Neugeborenen

Die Haufigkeitsverteilung der Geburtslage in unserer Studie entspricht dem allgemeinen
Vorkommen und ist reprasentativ fiir die Grundgesamtheit. Allerdings wird der Parameter
Geburtslage durch die starke Assoziation mit dem Entbindungsmodus in der statistischen
Auswertung Uberlagert. Eine vaginale Geburt aus Beckenendlage ist meist mit einer langen
Austreibungsphase sowie mit einer groen Stressbelastung des Feten verbunden. Aufgrund der
relativ hoheren Komplikationsrate, die bei vaginalen Entbindungen aus Beckenendlage zu
beobachten ist, wird heutzutage deshalb die liberwiegende Mehrheit der sich bei Geburtstermin
in Beckenendlage befindlichen Feten per Kaiserschnitt entbunden. Auch bei Friihgeborenen, in
deren Kollektiv eine Beckenendlage haufiger vorkommt, ist der vorrangige Entbindungsmodus die

Schnittentbindung. So verzeichneten wir in unserer Untersuchung nur eine vaginale Geburt aus
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Beckenendlage, gegeniber 48 per Sectio aus dieser Lage entbundenen Kindern. In der Literatur
finden sich keine Hinweise darauf, dass der bei Kaiserschnitten auf den Feten einwirkende Stress
ausschlaggebend mit der Lage des Kindes assoziiert ware. So ergaben sich weder bei den
Spontangeburten noch bei den Schnittentbindungen signifikante Ergebnisse beziiglich des
Zellgehaltes (vgl. Kap. 3.3.3). Somit lasst sich zum gegenwartigen Zeitpunkt der Faktor

Geburtslage weder als Ein- oder Ausschlusskriterium, noch als pradiktiver Parameter verwenden.

4.1.5 Geburtsgewicht des Neugeborenen

Der vielfach zitierte positive Zusammenhang zwischen dem Geburtsgewicht des Neugeborenen
und dem Stammzellgehalt im Nabelschnurblut konnte in unserer Untersuchung nicht eindeutig
signifikant bewiesen werden. In der gegenwartigen Literatur ist das Gewicht der Neugeborenen
gemeinsam mit dem Schwangerschaftsalter der meistuntersuchte und als mit am
aussagekraftigsten  eingeschatzte  neonatale  Parameter flir eine  Eignung  zur
Nabelschnurblutabnahme. Viele Studien belegen {bereinstimmend eine direkte positive
Korrelation zwischen Geburtsgewicht und dem Probenvolumen ([11], [13], [29], [93], [50], [64],
[71] und [89]). Auch (ber eine Erhohung der nukledaren Zellzahlen bei schwereren Kindern
scheint weitestgehend Konsens zu herrschen. In den meisten Fallen scheint dies jedoch eher mit
dem vermehrten Sammelvolumen assoziiert zu sein, also eine reine Erhéhung der absoluten
Zellzahlen darzustellen ([13] S.9, [64] S.1175). In anderen Studien bleibt die Vermehrung zwar in
der Multivarianzanalyse signifikant ([69] S.691), eine direkt vermehrte Zellkonzentration konnte
fiir nukleare Zellen allerdings nicht festgestellt werden. Hiett et al. demonstrierten im Gegensatz
dazu, trotz durchschnittlich verringerter absoluter Zellzahlen pro Nabelschnurblutprobe, eine
vergleichbare Vorlauferzellkonzentration von SGA- und AGA-Kindern, so dass die Uberwiegende
Anzahl der Proben der kleineren Kinder durchaus fiir eine Transplantation verwendbar gewesen
wadre ([44] S.589).

Analog dirfte bei der mehrfach postulierten Erhéhung der CD34-positiven Zellen im
Nabelschnurblut von Kindern mit groBerem Geburtsgewicht ebenfalls der Volumeneffekt eine
groBe Rolle spielen ([29] Tab. 4, [64] S.1175). Aroviita et al. beschrieben einen direkt positiven
Zusammenhang sowohl zwischen dem absoluten als auch dem relativen Geburtsgewicht und der
CD34-positiven Zellkonzentration im Nabelschnurblut. Allerdings wurden hierbei nur Neugeborene
mit Extremwerten (unterhalb der 5. und oberhalb der 95. Perzentile) miteinander verglichen ([8]
S. 1325). Nakagawa et al. konnten diese Beobachtung auch mit einem reprasentativeren
Patientenkollektiv bestatigen ([71] S.264).

Die Haufigkeitsverteilung des Geburtsgewichtes der in unsere Untersuchung aufgenommenen
Neugeborenen entspricht durchaus der Grundgesamtheit und auch die Einteilung zur Anpassung

des Gewichtes an das Schwangerschaftsalter anhand standardisierter Perzentilenkurven — mit
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8,6% der Kinder unterhalb der zehnten und 9,1% Uber der 90. Perzentile — ist eindeutig als
reprasentativ zu bezeichnen. Der Mittelwert ist mit dhnlich angelegten Studien vergleichbar ([64]
S. 1175, [76] S.853), liegt aber niedriger als in den Studien, in denen Friihgeburtlichkeit ein
Ausschlusskriterium darstellte. Trotz reprdsentativer Daten konnte der vielfach beschriebene
Zusammenhang zwischen Gewicht und Zellzahlgehalt in unserer Untersuchung nur in einzelnen
Teilbereichen nachgewiesen werden (vgl. Kap. 3.3.4). Das kdnnte an der Tatsache liegen, dass
das Geburtsgewicht mit diversen anderen, moglicherweise verzerrenden Faktoren eng assoziiert
ist. Auch in vorliegender Arbeit besteht eine starke Korrelation mit dem Gestationsalter
(p<0,001), des Weiteren sind Knaben in der Regel schwerer als Madchen (p=0,004) und Kinder
rauchender Miitter sowie per Kaiserschnitt entbundene Kinder haben — auch, aber nicht nur
aufgrund des Zusammenhangs mit dem Schwangerschaftsalter — ein signifikant erniedrigtes
Geburtsgewicht (p=0,037). LGA-Kinder werden hingegen Uberdurchschnittlich hdufig per Sectio
entbunden (p=0,003) und die aus Beckenendlage geborenen Kinder sind im Allgemeinen
mikrosom (p=0,003). Diese vielen, sich gegenseitig beeinflussenden Parameter gilt es, adaquat
in die Studien mit einzubeziehen und mit entsprechenden multivariaten Verfahren zu
untersuchen, was in einigen der zitierten Arbeiten leider unterblieb. In unserer Studie zeigte sich
das Geburtsgewicht in der multiplen Regressionsanalyse nicht als signifikanter Einflussfaktor
(p=0,133).

Auch Donaldson et al. deuteten in ihrer Verdffentlichung an, dass das gemeinhin mit dem
Geburtsgewicht assoziierte Gewicht der Plazenta, obgleich schwieriger zu eruieren und dann
notwendigerweise mit einer Nabelschnurblutabnahme ,ex utero" verbunden, den mindestens
ebenbiirtigen, mdglicherweise sogar aussagekraftigeren Parameter darstellt ([22] S.131).
Ahnliche Aussagen treffen Solves et al. ([93] S.111), Mancinelli et al. ([64] S.1175) und Askari et
al. ([10] Table 3). Ballen et al. verdffentlichten 2001 die wohl bisher prégnantesten Ergebnisse in
Bezug auf das Geburtsgewicht ([13]) und stellten eine hochsignifikante Assoziation mit dem
Probenvolumen, der Zellzahl von TNCs und CD34-positiven Zellen, als auch der Anzahl von CFU-
GM fest (p<0,001). Dem zufolge ergab sich in diesem speziellen Patientenkollektiv in der
Multivarianzanalyse eine Zunahme des Volumens um 6%, eine Zunahme der TNC um 11%, der
CD34-positiven  Zellen um 28% und der CFU-GM um 22% pro 500 g Zunahme im
Geburtsgewicht.

Insofern wird das Geburtsgewicht wohl zu Recht als einer der priméren pradiktiven Parameter fir
den Zellzahlgehalt im Nabelschnurblut betrachtet, allerdings gilt es die zahlreichen weiteren
Einfluss nehmenden Faktoren zu berticksichtigen. Bei einer Nabelschnurblutspende sollte immer
die Gesamtheit der neonatalen, maternalen und perinatalen Parameter erwogen werden, ein Ein-
oder Ausschluss rein auf Basis des Geburtsgewichtes, mit cut-off Levels, wie von manchen
Autoren empfohlen ([93] S.110), kann unserer Meinung nach, aufgrund der dafiir nicht

ausreichenden Datenlage, nicht empfohlen werden.
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4.1.6 Schwangerschaftsalter

Wie bereits mehrfach verdffentlicht, konnte auch unsere Untersuchung die positive Korrelation
von mononukledren Zellen bei zunehmendem Schwangerschaftsalter sowie eine Abnahme der
CD34-positiven Zellen gegen Ende der Schwangerschaft bestatigen. Mit einer Beobachtungszahl
von 1.067 Schwangeren und einer mit anderen Studien vergleichbaren Haufigkeitsverteilung kann
man trotz des leicht erniedrigten Mittelwertes von einer reprasentativen Stichprobe ausgehen.
Der erniedrigte Mittelwert ergibt sich aus der Tatsache, dass — im Vergleich zu den meisten
anderen Arbeiten — Friihgeburtlichkeit in unserer Studie kein Ausschlusskriterium darstellte.
Ubereinstimmend beschrieben sowohl Jones et al. ([50] Tab. III) als auch Askari et al. ([10] Tab.
3) ein gesteigertes Probenvolumen bei nach der 40. Schwangerschaftswoche geborenen Kindern.
Dieses Ergebnis blieb jedoch in beiden Studien in der Multivarianzanalyse nicht statistisch
signifikant, so dass von einer Verzerrung durch den mit dem Schwangerschaftsalter stark
korrelierenden Parameter Geburtsgewicht ausgegangen werden kann. Auch in unserer
Untersuchung zeigte sich in der multivariaten Analyse eine Uberlagerung durch die Faktoren
absolutes Geburtsgewicht und Nikotinabusus.

Surbek et al. beobachteten in ihrer Untersuchung ausschlieBlich Friihgeborene und zeigten
ebenso im Laufe der Schwangerschaft zunehmende Volumina der Proben, die zu einer Abnahme
des Gehaltes von CD34-positiven Zellen pro Milliliter bei gleich bleibenden absoluten Zellzahlen
pro Probe fiihrten ([98] S.819). Dies bestatigten Nakagawa et al. ([71] Tab. 3 und 4) analog fiir
zwischen der 37. und 41. Schwangerschaftswoche geborene Sduglinge. Auch Shields et al.
beschrieben, dass der Gehalt an CD34-positiven Zellen wahrend der Fetalperiode héher ist als
nach der Geburt und dass das Nabelschnurblut Friihgeborener um ein Vielfaches reicher an
koloniebildenden Vorlauferzellen ist ([85] S.933). AuBerdem gibt es in Abhdngigkeit vom
Schwangerschaftsalter Veranderungen im Gehalt der zirkulierenden Vorlauferzellen mit den
hochsten Werten im zweiten Trimester und fortlaufender Abnahme wdhrend des weiteren
Schwangerschaftsverlaufes ([85] S.933, s. auch [21] S. 384 und [13] S.12).

Interessant ist die Studie von Aroviita et al., die bei wahrend des Schwangerschaftsverlaufes
konstant bleibender CD34-positiven Zellkonzentration eine Zunahme der nukledren Zellen
beobachten konnten ([8] S. 1325). Dies erklart auch den in mehreren Untersuchungen
verdffentlichten ([116] S.1340, [106] S.635, [92] S.302) abnehmenden prozentualen Anteil der
CD34-positiven Zellpopulation an nukledren Zellen bzw. mononukledren Zellen ([21] S.383)
wahrend der Schwangerschaft.

Mancinelli et al. hingegen beobachteten eine statistisch signifikante Erhéhung des prozentualen
Anteils von CD34-positiven Zellen bei nach der 39. Woche geborenen Kindern. Diese
Abhangigkeit des Zellgehalts vom Schwangerschaftsalter soll sich durch die Assoziation von
Schwangerschaftsalter und Alterungsvorgangen der Plazenta ergeben, durch die der Fetus

fortschreitenden Hypoxien ausgesetzt wird, welche in diversen Kompensationsmechanismen,
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unter anderem einer Erhdéhung des zirkulierenden Blutvolumens und der Ausschiittung von
hamatopoetischen Vorlduferzellen, resultiert ([64] S.1175).

Eine signifikante positive Korrelation mit zunehmendem Schwangerschaftsalter wird hingegen
Ubereinstimmend flir den Gehalt an nukledren Zellen berichtet ([10] S.190, [22] S.130, [98] Tab.
1, [13] Tab. 3b). Diese Studien beschrankten allerdings ihre Beobachtungen auf die absoluten
Zellzahlen pro Probe, so dass auch hier eine eventuelle Verzerrung durch das bei nach der 40.
Schwangerschaftswoche festgestellte, erhéhte Probenvolumen vorstellbar ware. Nakagawa et al.
untersuchten jedoch die Zellkonzentration pro Milliliter und konnten auch hierfiir signifikante
Anstiege mit dem Schwangerschaftsalter verzeichnen ([71] Tab. 3 und 4). Solves et al.
untersuchten im Umkehrschluss verschiedene Charakteristika bei Blutproben mit einem niedrigen
Gehalt an TNCs gegeniiber Proben mit hohen Zellzahlen und fanden das durchschnittliche
Schwangerschaftsalter fiir letztgenannte Gruppe signifikant erhéht ([93] Tab. 2).

Eine aktuelle Untersuchung von Dimitriou et al. zeigte zwar niedrigere absolute mononukledre
Zellzahlen bei Friihgeborenen im Gegensatz zu Reifgeborenen, was aber in diesem Fall sehr
wahrscheinlich auf das niedrigere Probenvolumen zuriickzufiihren ist, da die Konzentration von
mononukledren Zellen pro Milliliter Nabelschnurblut in beiden Gruppen ahnlich verteilt war ([21]
S. 384).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Konzentration von CD34-positiven Zellen,
Uberwiegend aufgrund des ,Verdiinnungseffekts" durch das zunehmende Probenvolumen mit
zunehmendem Schwangerschaftsalter bzw. zunehmendem Geburtsgewicht, abnimmt und sich
der prozentuale Anteil CD34-positiver Zellen aufgrund der ansteigenden Zellzahlen von nukledren
Zellen verringert; der absolute Gehalt CD34-positiver Zellen pro Probe bleibt aber konstant (vgl.
Solves et al. [92] S.302). Laut Ballen et al. bringt jede zusatzliche Schwangerschaftswoche eine
Volumenzunahme von 3%, eine elfprozentige Abnahme von CFU-GM und 9% weniger CD34-
positive Zellen pro Probe. Somit lasst sich keine generelle Empfehlung zur Abnahme von

Nabelschnurblut beziiglich des Schwangerschaftsalters stellen.

4.1.7 Apgar-Score des Neugeborenen

Wir stellten in dieser Studie erhdhte Zellkonzentrationen von sowohl mononukledren Zellen als
auch CD34-positiven Zellen bei Kindern mit Apgar-Werten < 8 fest, diese zeigten sich jedoch nur
fur letztgenannte Zellpopulation statistisch signifikant (vgl. Kap. 3.3.6).

Der Apgar-Score des Neugeborenen ist ein fur die klinische Praxis gebrduchlicher Parameter. Fir
wissenschaftliche Auswertungen eignet er sich eher weniger. Dies liegt u. a. an seiner ordinalen
Skalierung, die — weil leider haufig missachtet und als intervallskaliert fehlinterpretiert — eine
statistische Auswertung dann stark verzerren kann. AuBerdem limitiert die ernstzunehmende

Subjektivitat der Beurteilung einen Vergleich zwischen verschiedenen Arbeitsgruppen enorm.
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Deshalb wurde dieser Parameter bisher auch erst in wenige Studien als Einflussfaktor
miteinbezogen. Dabei stellten Lim et al. héhere Zahlen von nukledren Zellen, Granulozyten und
koloniebildenden Vorlauferzellen bei Kindern mit niedrigen 1-Minuten Apgar-Scores fest ([62]
Tab. IV). Hingegen beschrieben Solves et al. einen signifikant hoéheren CFU-Gehalt fiir
Neugeborene mit Apgar-Werten > 7 ([94] Tab. 5). Beide Aussagen konnten in unserer
Untersuchung nicht in dieser Form bestatigt werden.

Es muss allerdings angefiihrt werden, dass die verschiedenen Apgar-Scores nicht nur signifikant
untereinander, sondern auch mit mehreren der anderen Variablen korrelieren. So prasentieren
sich Neugeborene mit héherem Geburtsgewicht, fortgeschrittenerem Schwangerschaftsalter und
alkalischeren pH-Werten durchgehend mit besseren Apgar-Werten. Auch in unserer
Untersuchung verliert der Parameter Apgar-Score aufgrund der Uberlagerung durch den
postpartalen pH-Wert in der multivariaten Analyse seine Signifikanz. Weiter wiesen weibliche
Neugeborene und aus Schadellage geborene Kinder signifikant bessere 5-Minuten- und 10-
Minuten-Scores auf. Die Assoziation mit verschiedenen Entbindungsmodi, wie sie Virginia Apgar
in ihrer Originalverdffentlichung von 1953 ([5]) und in der Nachfolgearbeit von 1958 ([6])
prasentiert, ist heutzutage aufgrund der massiven Fortschritte und Veranderungen in der
geburtshilflichen klinischen Praxis, durch die die Risiken und Belastungen fiir Mutter und Kind
gerade bei Schnittentbindungen véllig neu zu bewerten sind, nicht mehr in vergleichbarer Form
gegeben.

Trotz dieser zum Teil auch gegenldufigen Korrelationen sollte eine Nabelschnurblutentnahme bei
Neugeborenen mit Apgar-Scores < 8 im Hinblick auf den zu erwartenden Zellzahlgehalt

besonders in Betracht gezogen werden.

4.1.8 Arterieller Nabelschnur-pH-Wert

Ubereinstimmend mit der bisher verdffentlichten Literatur stellten wir eine Erhéhung der
Zellkonzentrationen bei Neugeborenen mit niedrigeren pH-Werten fest (vgl. Kap. 3.3.7).

Die Messung der Nabelschnurblutgaswerte und der Saure-Basen-Status ist nach den Richtlinien
des Committee on Obstetric Practice die beste Methode zur Bestimmung des metabolischen
Zustands des Feten zum Zeitpunkt der Geburt ([1] S.1319). In der Regel lassen sich bei
Neugeborenen unmittelbar nach der Geburt tendenziell erniedrigte pH-Werte messen, dies
entspricht bis zu einem gewissen Grad einer als physiologisch zu wertenden Reaktion. Stark
erniedrigte pH-Werte kdnnen jedoch auf eine durch Asphyxie, Durchblutungsstérungen oder
anderweitig verursachte Stressreaktion hinweisen.

Der arterielle Nabelschnur-pH-Wert in unserer Studie lag im Durchschnitt im reprasentativen
Kollektiv und ist mit anderen Untersuchungen vergleichbar. Sowohl die Konzentration der

mononukledren Zellen als auch die der CD34-positiven Zellen zeigte sich bei Kindern mit einem
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pH-Wert von unter 7,2 signifikant erhéht. Auch in der multivariaten Analyse blieb der
Nabelschnur-pH-Wert der signifikanteste Einflussfaktor (p<0,001 fiir mnc, p=0,002 fiir CD34™).
Dieses Ergebnis bestatigten Shlebak et al. analog fiir Kinder mit pH-Werten < 7,1 ([89] S.1169)
und Solves et al. grenzwertig (p=0,055) fiir die absoluten Zellzahlen an TNCs ([94] Table 5).
Auch die Gruppe um Aufderhaar stellte zunehmende Zellzahlen von nukledren Zellen und CD34-
positiven Zellen fest ([11] S.319), bei Lim et al. hingegen zeigte sich in der Multivarianzanalyse
eine Uberlagerung des in der bivariaten Analyse zunéchst signifikanten Ergebnisses durch den
vendsen pH-Wert ([62] S.1148). Dieses Phdanomen wird dadurch erklart, dass sich der arterielle
pH-Wert erst wahrend der letzten 15 Minuten vor der Geburt starker verdndere. Diese Zeitspanne
sei moglicherweise zu kurz, um eine Stammzellmobilisierung zu verursachen ([62] S.1149). Die
Vorgénge, die dieser Stammzellmobilisierung zugrunde liegen, sind allerdings mehr als
unzureichend geklart. Ein mdglicher Erklarungsansatz vermutet eine Mobilisation von
kernhaltigen Erythroblasten und Vorlduferzellen in den fetalen Blutkreislauf durch erhéhte
Produktion von Cytokinen ([11] S.321). G-CSF und GM-CSF sind als stammzellmobilisierende
Wachstumsfaktoren bereits langer bekannt und werden erfolgreich klinisch eingesetzt. Die
Vielzahl der assoziierten Interleukine und anderer Botenstoffe, ihre genaue Rolle und ihr
Zusammenspiel gilt es noch genauer zu erforschen.

Alles in allem prasentiert sich der arterielle Nabelschnur-pH-Wert jedoch als aussagekraftiger
Parameter, der routinemaBig im Geburtsverlauf bestimmt wird und deshalb leicht als
Einschlusskriterium zur Nabelschnurblutspende herangezogen werden kann. Neugeborene mit
einem arteriellen Nabelschnur-pH-Wert von < 7,2 weisen héhere Stammzellzahlen auf als Kinder
mit alkalischerem pH-Wert und scheinen deshalb fiir eine Nabelschnurblutprobenentnahme nach
der gegenwartigen Datenlage besonders geeignet.

4.1.9 pH-Wert der Mikroblutuntersuchung

In Anlehnung an den arteriellen Nabelschnur-pH-Wert, mit dem der pH-Wert der
Mikroblutuntersuchung auch eng positiv korreliert, zeigte sich ein signifikanter negativer
Zusammenhang zwischen den Zellkonzentrationen an mononukledren sowie CD34-positiven
Zellen. Der Mittelwert lag etwas oberhalb des Wertes fiir den Nabelschnur-pH-Wert, was
aufgrund der Gewinnung von kapilldrem, sprich arteriovenésem Mischblut bei der
Mikroblutuntersuchung nicht unbedingt so zu erwarten war (vgl. Kap. 3.3.8). Die Streuung war
vergleichbar mit dem bei Saling beschriebenen Kollektiv; Saling erkldrt diese durch die Labilitat
der physiologischen Abldufe beim Feten und dessen geringerer Empfindlichkeit gegeniber
Stérungen. Mit diesen Eigenschaften kénne sich der Fet den Belastungen wahrend der Geburt
besser anpassen, gleichzeitig fiihrten solche Eigenschaften aber naturgemaB auch zu einer

gréBeren Streuung der Normalbereiche ([83] S.287).
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Interessant ist, dass trotz des im Vergleich mit dem Nabelschnur-pH-Wert alkalischeren
Mittelwertes die Zellkonzentrationen in der Gruppe der Kinder mit durchgefiihrter
Mikroblutuntersuchung durchwegs hoéher liegen. Eine mdgliche Erklarung dafiir ware eine
eventuelle Assoziation von langerer Austreibungsphase und der Durchfiihrung einer MBU. Lim et
al. zeigten in ihrer Untersuchung eine Erhdhung der Zellzahlen bei stressassoziierten Geburten
und bei langerer Geburtsdauer ([60] S.556). Da dieser Parameter in unserer Arbeit nicht
untersucht wurde, kann diese Annahme nicht statistisch verifiziert werden. Trotzdem sollte man
anhand der signifikant erhdhten Zellkonzentrationen auch oder gerade bei Kindern, bei denen
eine  Mikroblutuntersuchung  wdhrend des Geburtsverlaufes indiziert war, eine

Nabelschnurblutabnahme in Betracht ziehen.

4.1.10 Maternaler Nikotinabusus

Nikotinabusus der Mutter wéhrend der Schwangerschaft hatte unseren Ergebnissen nach einen
signifikanten negativen Einfluss auf die Konzentrationen von mononukledren und CD34-positiven
Zellen (vgl. Kap. 3.3.9) im Nabelschnurblut.

Die schadigenden Auswirkungen des Rauchens wahrend der Schwangerschaft werden ausfihrlich
in der gynakologischen und geburtshilflichen Fachliteratur beschrieben und belegt (vgl. [82] und
[88]). Verschiedene im Zigarettenrauch enthaltene Stoffe wie Cadmium, Benzpyren oder andere
noch nicht genau erforschte Substanzen beeintrachtigen die Proliferation und Differenzierung von
Trophoblasten sowie die Ausbildung der fiir die optimale Sauerstoffversorgung des Feten
notwendigen plazentaren GefaBstruktur ([82] S.274). Weiter lasst sich vermuten, dass diese
Vorgdnge eine Anpassung des Feten an die veranderte Stoffwechsellage auslsen. Tatsachlich
finden sich im Nabelschnurblut von Kindern rauchender Miitter niedrigere Zellzahlen von
Neutrophilen und Retikulozyten, jedoch dhnliche Hamoglobinwerte sowie Thrombozytenzahlen im
Vergleich zu Kindern von Nichtraucherinnen ([66] S.451).

13% der Teilnehmerinnen an unserer Studie gaben bei der Vorstellung zur Geburt bzw. direkt bei
der Geburt an, Raucherinnen zu sein, was sich in etwa mit den Angaben anderer Untersuchungen
([13] S.12) deckt. Dabei muss aber nochmals auf die Problematik der Tendenz zur
Verharmlosung bei Selbstauskunft der Patientinnen zum Rauchverhalten hingewiesen werden.
AuBerdem wurden keine Angaben zu passiver Belastung durch Tabakrauch, zu einer eventuellen
Einstellung des Rauchens wahrend der Schwangerschaft sowie zur Anzahl der tatsachlich
gerauchten Zigaretten erhoben. Somit kann die Aussage nur richtungsweisend im Sinne einer
qualitativen Aussage sein, nicht aber exakt quantitativ. Neugeborene rauchender Miitter wiesen
signifikant erniedrigte mononukledre und CD34-positive Zellzahlen auf. Zweiteres bestatigt die
Studie von Ballen et al. ([13] Tab. 3c).

Raucherinnen haben in der Regel auch kleinere Kinder und es treten haufiger
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Geburtskomplikationen (vgl. [87] S.84) auf. Die Assoziation mit niedrigerem Geburtsgewicht und
Multiparitat (letzteres Kriterium wurde in unserer Studie nicht untersucht, aber bei Ballen et al.
[13] postuliert) kénnte erkldren, warum der Zusammenhang Nikotinabusus und erniedrigte
Zellzahlen bei der amerikanischen Studie — im Gegensatz zu unserer Arbeit — in der
Multivarianzanalyse nicht signifikant blieb.

Shiono et al. berichteten eine eindeutig erhéhte Frithgeburtlichkeit bei rauchenden Mittern, die
auch nach Anpassung an dreizehn verschiedene Verzerrungsfaktoren, darunter Alter der Mutter,
Alkoholkonsum wahrend der Schwangerschaft etc., statistisch signifikant blieb ([87] S.84).
Allerdings waren die Ergebnisse dieser Erhebung besonders fiir Friihgeburten vor der 34.
Schwangerschaftswoche signifikant, so dass dieses wenn auch interessante Ergebnis keinen
relevanten Einfluss beim GroBteil der verdffentlichten Arbeiten gehabt haben wird, bei denen
Frihgeburtlichkeit doch (berwiegend ein Ausschlusskriterium darstellte. Auch in unserer
Untersuchung gab es keinen signifikanten Zusammenhang zwischen Rauchen und
Frihgeburtlichkeit.

Auch den von Mercelina-Roumans et al. beschriebenen stdrkeren Einfluss des Rauchens auf
mannliche Neugeborene ([65] S.372) konnten wir nicht analog bestdtigen. Im Gegenteil, im
Vergleich der Kinder von Raucherinnen gegen Kinder von Nichtraucherinnen wiesen die
weiblichen Neugeborenen weitaus signifikantere Unterschiede im Zellzahlgehalt auf als die
mannlichen. Das kdnnte unsere Vermutung unterstiitzen, dass zwar nicht der absolute Zellgehalt,
wohl aber die verschiedenen Zellpopulationen bei Neugeborenen unterschiedlichen Geschlechtes
teilweise stark differieren. Ob und inwieweit diese Verteilung bzw. Umverteilung mit
unterschiedlichen Kompensationsmechanismen und Reaktionen im Sinne einer Stressantwort bei
neugeborenen Knaben und Madchen zusammenhdngt, ist zum gegenwartigen Zeitpunkt noch

nicht ausreichend geklart.

4.1.11 Maternale Cortisonmedikation

Eine Verabreichung von Cortison wahrend der Schwangerschaft zeigt unseren Ergebnissen nach
keinen signifikanten Einfluss auf die Stammzellzahlen im Nabelschnurblut. (vgl. Kap. 3.3.10).

In der Literatur wurde mehrfach beschrieben, dass der Fet ab der 18. bis 20.
Schwangerschaftswoche mit erheblichen hormonellen und zirkulatorischen Veranderungen auf
verschiedene Formen von Stress reagiert ([91] S.162). Die hormonelle Stressantwort betrifft
unter anderem eine Erhéhung der Katecholamin-, B-Endorphin- und Glukokortikoidspiegel. Eine
Vielzahl dieser Hormone, aber auch anderer Cytokine und Wachstumsfaktoren, wie z.B. stem cell
factor (SCF), Thrombopoietin und Leuenkephalin spielen eine Rolle in der Anpassungsreaktion
des Knochenmarks an akute oder ldngerfristige Stresssituationen und konnen die Proliferation

hamatopoetischer Stammzellen anregen. Allein ist ihre Fahigkeit dazu entweder kapazitativ oder
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zeitlich limitiert; erst im Zusammenspiel mehrerer Faktoren bildet sich ein signifikanter
kostimulatorischer Effekt aus. Die genauen Vorgange sind bisher nicht im Detail geklart, Grisaru
et al. scheinen aber zumindest den Grundstamm der ablaufenden Kaskade entschlisselt zu
haben ([38]): Die durch die freigesetzten Glukokortikoide induzierte Granulozytose wird von einer
Erhdhung von proinflammatorischen und hamatopoese-assoziierten Cytokinen begleitet, die unter
anderem von Acetylcholin und Acetylcholinesterase (AChE) reguliert wird (vgl. auch [56] S.117).
Das Acetylcholinesterase-Gen enthdlt ein funktionelles Glucocorticoid-,response element" und
mehrere mdgliche Bindungsstellen fiir hdmatopoetische Transkriptionsfaktoren. Durch
alternatives Splicen entstehen drei Acetylcholinesterase-Varianten, darunter die so genannte
Jreadthrough"-AChE, welche im Rahmen der Stressantwort (iberexprimiert und anschlieBend C-
terminal gespalten wird. Das abgespaltene, aus 26 Aminosduren bestehende Peptid ARP ist als
hamatopoetischer Wachstumsfaktor starker wirksam als Cortisol und SCF und fordert eine
Proliferation von CD34-positiven Vorlduferzellen auch nachdem die Glukokortikoid-Plasmaspiegel
bereits wieder abgesunken sind.

Wie lange diese Effekte dariiber hinaus anhalten und sich bei Blutuntersuchungen zum Zeitpunkt
der Geburt bemerkbar machen, ist gegenwartig nicht bekannt. Auch die Frage, ob extern
zugefiihrte Cortisonprodukte eine dhnliche Kaskade nach sich ziehen kdnnen, bleibt weiter offen.
In unserer Untersuchung konnte kein direkter Zusammenhang zwischen einer maternalen
Cortisonmedikation und der Stammzellkonzentration im Nabelschnurblut nachgewiesen werden.
Allerdings zog das Studienkonzept einige mdgliche Konsequenzen nach sich, die zu einer
Verzerrung gefiihrt haben koénnten und so einen Fehler zweiter Art in diesem Fall durchaus
wahrscheinlich machen. Zum einen wurden die Patientinnen rein aufgrund des Kriteriums
Cortisonmedikation ja/nein gruppiert, das genaue Praparat bzw. die Indikation wurde
verzeichnet, nicht jedoch der Zeitraum zwischen Verabreichung und Geburt des Kindes. Dadurch
konnte der Anteil der Patientinnen, die im Laufe ihrer Schwangerschaft, sei es aufgrund
prophylaktischer MaBnahmen zur Forderung der Lungenreife oder aufgrund einer miitterlichen
Indikation Cortison erhielten, ihr Kind aber noch {ber einen ausreichend langen Zeitraum
austragen konnten, so dass die Auswirkungen im fetalen Kreislauf nicht mehr messbar waren,
nicht gesondert betrachtet werden. Dies mag eine Verzerrung in unserem Datenkontingent nach
sich gezogen haben, die zu einer Angleichung der Mittelwerte in den beiden untersuchten
Gruppen fihrte. Auch ist nicht sicher, ob die zur Therapie oder Prophylaxe applizierte Dosis
ausreicht, um eine messbare Veranderung im fetalen Kreislauf zum Zeitpunkt der Geburt
nachzuweisen. Obwohl Gitau et al. in ihrer Untersuchung eine Korrelation zwischen fetalen und
maternalen Baseline-Cortisonspiegeln aufzeigten, was einen Cortisontransfer tber die Plazenta
vermuten lasst, wird die Gesamtkonzentration durch den biochemischen Abbau mittels 11B-
Hydroxysteroiddehydrogenase Typ 2 bei der Plazentapassage um 80 bis 90% ([30] S.107)

vermindert. Somit ist es sehr wahrscheinlich, dass die ohnehin kaum in den maternalen Kreislauf
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transportierten inhalierten Kortikosteroide und eventuell auch die i.m. applizierten Praparate wie
Celestan in ihrer Dosis nicht ausreichen, um eine Stressreaktion des Feten mit Einbeziehung des
Knochenmarks und oben beschriebene assoziierte Vorgange auszuldsen. In der Literatur finden
sich keine Studien, die diesen Tatbestand untersucht haben.

Um die exakten Auswirkungen einer Cortisonmedikation der Mutter auf den Feten zu kldren,
bedarf es also noch weitergehender Untersuchungen. Allerdings kann aus unseren Ergebnissen
geschlossen werden, dass eine Applikation von Kortikosteroiden wahrend der Schwangerschaft

auf keinen Fall ein Ausschlusskriterium fiir eine Nabelschnurblutspende darstellen sollte.

4.1.12 Intervall bis zur Verarbeitung der Blutprobe

Unsere Ergebnisse zeigten einen bisher in dieser Form nicht verdffentlichten signifikanten Anstieg
der Zellkonzentrationen mit zunehmender Lagerungsdauer bis zur Verarbeitung der
Nabelschnurblutproben (vgl. Kap. 3.3.11).

Die Zeit bis zur Verarbeitung der Blutprobe ist ein bisher wenig untersuchter Parameter. Genau
genommen wurden in den meisten der veroffentlichten Arbeiten die Blutproben, die ein
bestimmtes, wenn auch variierendes, Zeitintervall (iberschritten hatten, gar nicht verarbeitet oder
zumindest nicht in die Auswertung miteinbezogen. So untersuchten Wyrsch et al. ([116]) und
Dimitriou et al. ([21]) ihre Proben innerhalb von 12 Stunden, Nakagawa et al. ([71]) und M-
Reboredo et al. ([70]) innerhalb 24 Stunden und Solves et al. ([94]) sowie Aroviita et al. ([7])
legten den Verarbeitungszeitraum bei bis zu 48 Stunden fest. Bedauerlicherweise sind diese
Studien so unterschiedlich konzipiert, dass ein Vergleich der Zellzahlen miteinander nicht méglich
ist.

Da die Untersuchung des Verarbeitungsintervalls nicht ein primares Ziel dieser Arbeitsgruppen
war, duBern sich nur Nakagawa et al., die hohere Zahlen an CD34-positiven Zellen bei kiirzerem
Zeitintervall feststellen konnten ([71] S.264), und Aroviita et al. zu diesem Sachverhalt. Letztere
konnten zwar vermehrt CFU-GM in der Gruppe der innerhalb von 8 Stunden verarbeiteten Proben
feststellen, die Zahlen an CFU-GEMM und CFU-TOT unterschieden sich jedoch nicht signifikant
von der Gruppe der zwischen 8 und 25 Stunden untersuchten Proben ([7] S.225). Shlebak et al.,
stellten eine rapide Abnahme von CFU-GM Zahlen bei Proben, die langer als neun Stunden
gelagert wurden, fest ([90] S.133).

Unsere hochsignifikanten  Ergebnisse belegen eine positive Korrelation zwischen
Verarbeitungsintervall und der Zellkonzentration sowohl mononukledrer Zellen als auch CD34-
positiver Zellen. Eine mdgliche Erklarung flir das in unserer Untersuchung beschriebene
Phanomen lieferten Dukes et al. bereits 2004: Sie berichteten ahnlich unseren Ergebnissen eine
Zunahme der Ausbeute bei der Zellzahlbestimmung der fetalen Zellen im maternalen Blut nach

Lagerung der Blutprobe lber Nacht. Dies fiihrten sie auf Verdnderungen in der Zelldichte zurtck,
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welche zur Folge habe, dass sich sowohl ein gréBerer Prozentsatz an fetalen Zielzellen, aber auch
eine groBere Zahl an unerwiinschten Zellen, wie z.B. Erythrozyten in der mononukledren
Zellschicht ansammle. Ob unsere Beobachtung ansteigender Zellzahlen bei zeitverzégerter
Verarbeitung in ahnlicher Weise lediglich auf einer Verschiebung der Messwerte beruht oder
tatsachlich auf eine erhéhte Konzentration an Zellen zurlickzufiihren ist, muss in weiterfiihrenden
Untersuchungen genauer gekldrt werden. Diesen Ergebnissen nach sollten aber keinesfalls
Blutproben aufgrund eines zu langen Zeitraums seit Blutabnahme grundsatzlich von der weiteren
Verarbeitung ausgeschlossen werden. Unsere Nabelschnurblutproben waren trotz verzégertem
Verarbeitungsintervall aufgrund des ansteigenden Stammzellgehaltes prinzipiell ~fiir
Transplantationen nutzbar, obwohl mit zunehmender Lagerungsdauer der Proben auch
limitierende Faktoren, wie hygienische und infektiologische Aspekte in héherem MaBe zu

berticksichtigen sind.

4.2 Methodenkritik und Anregung weiterfiihrender Untersuchungen

Wie bei allen wissenschaftlichen Untersuchungen gab es auch in vorliegender Studie Aspekte, die
im Laufe der wissenschaftlichen Arbeit verbesserungswiirdig erschienen oder im Vergleich mit
anderen ahnlich angelegten Untersuchungen unterblieben waren. Diese Punkte sollen im

Folgenden erlautert und Ursachen, wo mdglich, aufgezeigt werden.

4.2.1 Probleme bei Datenerhebung, Dokumentation und Probengewinnung

Bezliglich Datenerhebung und Dokumentation der erhobenen Parameter besteht, wie bereits
beschrieben, kein Anspruch auf Vollstandigkeit. Bei einigen Variablen ergaben sich hohe
Fallzahlen fehlender Angaben (z.B. bei der Eruierung des Rauchverhaltens der Mutter) oder
ernstzunehmende Zweifel an der Mdoglichkeit einer liickenlosen und wissenschaftlich exakten
Erhebung. Letzteres trifft vor allem auf die Verabreichung von Cortisonpraparaten wahrend der
Schwangerschaft zu. Diese erfolgte in nicht wenigen Fallen zu einem weit friiheren Zeitpunkt in
der Schwangerschaft und wurde zum Zeitpunkt der Geburt von der Patientin nicht mehr
berichtet. Gerade bei Verabreichung der Cortisonprdparate in externen, dem Klinikum Rechts der
Isar nicht angeschlossenen Krankenhdusern, war eine Erhebung also nur dann mdglich, wenn
zum Zeitpunkt der Geburt die erforderlichen Unterlagen (Arztbriefe, Patientenakten etc.) bereits
im Haus vorlagen.

Darliber hinaus hétte eine Erfassung weiterer Faktoren, z.B. der Paritdt, des vendsen
Nabelschnur-pH-Werts, des Zeitpunkts des Blasensprungs, der Geburtsdauer insgesamt sowie der
Dauer der einzelnen Phasen der Geburt den interessanten Vergleich mit bereits zu diesen

Thematiken verodffentlichten Studien ermdglicht. Damit wédre aber gerade bei komplizierten
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Geburtsverlaufen die liickenlose Dokumentation massiv erschwert worden, was eventuell zu
einem nicht verhaltnismaBigen Ausschluss iberwiegend dieser Geburten gefiihrt hatte. Auch die
statistische Aussagekraft ware durch eine Aufnahme zu vieler unterschiedlicher Parameter und
dann mdglicherweise nur unvollstandiger Dokumentation stark reduziert worden.

Bei der Probengewinnung ergaben sich nur geringfiigige Probleme. Die Rekrutierungsraten
verbesserten sich im Lauf der Studie zunehmend und auch die Probenvolumina stabilisierten sich
nach anfanglichen Abnahmeschwierigkeiten. Dazu trug auch die ,STEMMAT-Lotterie"®, ein
Belohnungssystem fiir die Hebammen des KreiBsaals bei, das die Motivation zur
Nabelschnurblutabnahme bei méglichst allen Entbindungen forderte. Trotzdem ist ein eventueller
Bias durch den ,willkiirlichen™ Ein- oder Ausschluss von Neugeborenen durch die Geburtshelfer
nicht vollstdndig auszuschlieBen. Auch wurde der exakte Zeitraum zwischen Geburt und
Abnabelung nicht definiert und dokumentiert. Diese Information ist jedoch als duBerst wichtig
einzustufen, da schon geringe Differenzen groBe Unterschiede im Bezug auf das Probenvolumen

und somit auf die damit assoziierten Parameter haben kdnnen.

4.2.2 Probleme bei der Verarbeitung im Labor

Die Verarbeitung der Proben in zwei verschiedenen Labors brachte einige Herausforderungen mit
sich. Obwohl der Verteilungsplan fiir die Nabelschnurblutproben mit Riicksichtnahme auf
groBtmaogliche Nutzung der Kapazitaten und gleichberechtigten Bedingungen fiir die beteiligten
Partnerinstitute entwickelt worden war, kann ein Bias aufgrund dieser zeitlichen Verteilung,
wenngleich auch duBerst unwahrscheinlich, nicht komplett ausgeschlossen werden.

Aufgrund oben genannter Griinde (vgl. Kap. 4.1.1), wurden fir diese Untersuchung lediglich die
Konzentrationen an mononukledren und CD34-positiven Zellen herangezogen. Fir eine
Vergleichbarkeit mit dem GroBteil der verdffentlichten Literatur wdre eine zusatzliche
Bestimmung der nukledren Zellen (TNCs) von Vorteil gewesen. Des Weiteren unterschieden sich
die Methoden zur Bestimmung bzw. Isolierung der Zellpopulationen in einigen Aspekten.
Hierunter fallen Unterschiede der zur Aufbereitung verwendeten Medien und Reagenzien sowie
deren Lagerung (z.B. variierende Bedingungen beziiglich der Temperatur), verschiedene
Protokolle der Dichtegradientenzentrifugation, leicht differierende ,gating"-Strategien (vgl. Kap.
2.3.2 und 2.3.3.) und andere standortspezifische Gegebenheiten. Wenngleich die beteiligten
Laborpartner nach Kenntnisnahme der Protokolle des jeweils anderen Labors eine
Vergleichbarkeit der Methoden bestatigten, lassen die sich signifikant unterscheidenden
Mittelwerte bei beiden betrachteten Zellkonzentrationen doch Auswirkungen der Abweichung in
der Methodik vermuten. Riickschlisse auf die exakten Griinde fiir diese Beobachtung kénnen
aufgrund der nicht existierenden Standardisierung und des fehlenden Konsenses zum Stellenwert

der verschiedenen Verfahren zur Zellzahlbestimmung zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht
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gezogen werden. Ein direkter Vergleich der beiden Laboratorien, also die Untersuchung derselben
Nabelschnurblutproben in beiden Labors mit den jeweiligen Protokollen ware wiinschenswert
gewesen, war aus organisatorischen Griinden (zeitliche Verteilung und Transportméglichkeiten)
aber leider nicht durchfiihrbar.

Auch der prozentuale Anteil der auf den Zellgehalt hin untersuchten Proben lag niedriger als
wiinschenswert. Dies begriindete sich meist darauf, dass sich die Forschungsarbeiten der Labors
u. a. auf die Expansion blutbildender Vorlduferzellen in Kultur (III. Medizinische Klinik) bzw. auf
die Entwicklung von Protokollen zur Kryokonservierung (BSD) konzentrierten. Dafiir waren die
Zellzahlbestimmungen nicht notwendigerweise bei allen Proben durchzufiihren und unterblieben

deshalb teilweise.

4.2.3 Probleme bei der Datenauswertung

Grundsatzlich ist die Datenauswertung der am stdrksten fiir Fehler anfallige Abschnitt einer
wissenschaftlichen Arbeit. Dies wurde in der vorliegenden Untersuchung durch eine von Anfang
an bestehende enge Zusammenarbeit und Beratung mit dem Institut fir Medizinische Statistik
und Epidemiologie der TU Miinchen weitestgehend vermieden. So erfolgte die Einteilung der
stetigen Variablen — im Gegensatz zu den meisten veroffentlichten Studien — nicht willkirlich oder
aufgrund einer statistischen Reprdsentativitdat, sondern nach etablierten standardisierten
Schemata, wie z.B. der Einteilung des pH-Werts nach Saling, der aktuellen Perzentilenkurven fir
ein moglichst vergleichbares Kollektiv oder der Bewertung der Apgar-Scores in der Originalarbeit.
Diese Vorgehensweise kann unter Umstanden zu Fehlern zweiter Art fiihren, was bedeutet, dass
kein Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen erkannt wird, obwohl er in Wirklichkeit
besteht, ist aber statistisch gesehen korrekt.

Eine Miteinbeziehung des Probenvolumens in die statistische Auswertung unterblieb in dieser
Studie bedauerlicherweise, da der Fokus anfanglich zu stark auf die Zellzahlkonzentrationen
gerichtet war. Erst im Laufe der Datenauswertung wurde die Wichtigkeit dieser Information durch
den vermuteten Einfluss auf viele andere der untersuchten Parameter ersichtlich. Da die Daten
jedoch von Seiten der Labors akquiriert und dokumentiert wurden, besteht die Méglichkeit, sie in

folgenden Publikationen in die Auswertung mit einzubeziehen.

4.2.4 Ausblick und Anregungen fiir weitere Untersuchungen

Nicht nur die vorliegende Untersuchung zeigt, wie sehr das Gebiet der Stammzellforschung
gerade im Bereich der Stammzellen aus Nabelschnurblut noch im Aufbau begriffen ist. Wie
bereits mehrfach erwahnt, ware es an der Zeit, einen umfassenden Vergleich der bisher
unternommenen Untersuchungen und etablierten Verfahren anzustellen und daraus

Empfehlungen fiir eine einheitliche Vorgehensweise zur Nabelschnurblutabnahme, Lagerung,
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Aufbereitung, Zellzahlbestimmung und Zellisolation abzuleiten. Erst dann kann im strengen Sinne
einer evidenzbasierten Medizin eine vergleichende Forschung in Richtung klinischer Anwendung
begonnen werden.

Auch wenn Richtlinien und Grenzwerte fiir Einschluss oder Ausschluss von Kindern fiir
Nabelschnurblutspenden erst nach Etablierung des eben beschriebenen Konsens formuliert
werden konnen, ist die weitere Untersuchung von Pradiktoren fir den Stammzellgehalt im
Nabelschnurblut unbedingt empfehlenswert. Gerade bei der gegenwartig zunehmenden
Bereitschaft zur Nabelschnurblutspende muss nach einfachen Kriterien oder unkompliziert
durchzufithrenden Tests entschieden werden koénnen, welche Nabelschnurblutproben einer
Aufbereitung und Einlagerung zuzufiihren sind und welche sich dafiir aufgrund ihres zu geringen
Stammzellgehalts nicht eignen.

Auch der Ansatz, dass verschiedene Stressfaktoren eine Stammzellausschiittung auslésen
konnen, sollte in jedem Fall weiter verfolgt werden. Besonders interessant sind hier
tiefergehende Untersuchungen zur Stammzellmobilisation auf molekularer Ebene (Cytokintheorie)
und die Auswirkungen extern zugefiihrter Mediatoren (u. a. Interleukine, Wachstumsfaktoren,
Steroide und andere Hormone). Sind diese Vorgénge erst umfassend untersucht, erleichtern sie
moglicherweise auch die bestehenden  Forschungsvorhaben zur Expansion  von
Nabelschnurblutstammzellen. Die Entwicklung und Anwendung eines solchen Verfahrens bote
dann natdirlich die Mdglichkeit, die Problematik der zu geringen Stammzellzahlen zu umgehen, die
Nutzung von Nabelschnurblutstammzellen auch regelhaft erwachsenen Patienten zuganglich zu
machen und eventuell das Anwendungsgebiet der Nabelschnurbluttransfusion auf weitere

Indikationen auszudehnen.
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5 Zusammenfassung

Die Stammzellforschung ist eines der weitreichendsten und viel versprechendsten
Forschungsgebiete der letzten Jahre. Gerade die Erforschung von adulten Stammzellen aus
Nabelschnurblut ist aufgrund einfacher Gewinnungsmdglichkeit, geringer ethischer Bedenken und
dem noch stark ausgepragten Differenzierungspotential dieser Zellen von besonderem Interesse.
Der limitierende Faktor bei der klinischen Anwendung ist jedoch haufig die zu geringe Zahl von
Nabelschnurblutstammzellen in einer gespendeten Blutprobe. Insofern ist die Forschung bestrebt,
sowohl Methoden zur ex-vivo Expansion von Nabelschnurblutstammzellen zu entwickeln, als auch
Verfahren zu etablieren, mit denen der Stammzellgehalt einer Blutprobe im Vorfeld eingeschatzt
werden kann. Dies wiirde eine Einlagerung von Proben mit zu geringem Zellgehalt vermeiden
und somit die Kosteneffizienz der Nabelschnurblutbanken steigern. Ob und inwiefern sich
peripartale neonatale und maternale Parameter als solche Pradiktoren eignen, wurde im Rahmen
der vorliegenden Untersuchung eruiert.

Die Abnahme der Nabelschnurblutproben erfolgte durch die geschulten Hebammen des
KreiBsaals der Frauenklinik der TU Minchen (Klinikkum Rechts der Isar) unmittelbar nach der
Geburt des Kindes bei noch ungeborener Plazenta. Die Verarbeitung der Proben erfolgte nach
einem festgelegten zeitlichen Verteilungsplan in zwei verschiedenen Labors. Beide Labors
bestimmten die Konzentration von mononukledren Zellen mittels Verfahren der
Dichtegradientenzentrifugation und den Gehalt von CD34-positiven Zellen pro Milliliter
Nabelschnurblut mittels FACS-Analyse. Die Methodik orientierte sich, sofern existent, an den
derzeitigen internationalen Standards bzw. den aktuellen Studienlagen zur Zellzahlbestimmung
(z.B. dem ISHAGE Protokoll zur Bestimmung der CD34-positiven Zellen). Es bestanden geringe
Abweichungen zwischen den Protokollen beiden Labors, deshalb wurden zur Gewahrleistung der
Vergleichbarkeit neben einer statistischen Gesamtauswertung auch getrennte Auswertungen fiir

die beiden Laboratorien durchgefiihrt.

Hierbei erwiesen sich einige perinatale Parameter als aussagekrdftige Pradiktoren fiir den
Stammzellgehalt im Nabelschnurblut:

Der arterielle Nabelschnur-pH-Wert des Neugeborenen korrelierte negativ linear mit der
Konzentration an mononukledren und CD34-positiven Zellen, Kinder mit einem pH-Wert unterhalb
7,2 wiesen signifikant erhdhte Zellzahlen auf. Neugeborene rauchender Miitter hingegen zeigten
signifikant erniedrigte Zellkonzentrationen in beiden Zellpopulationen.

Als Vorhersagewert beziglich der Konzentration an mononukleéren Zellen eignet sich besonders
der Geburtsmodus. Hohere Zellzahlen fanden sich bei vaginal und vaginal operativ entbundenen

Kindern gegeniiber primaren und sekunddren Sectiones.
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Auch die Lagerungsdauer der Blutproben bis zur Verarbeitung im Labor wirkte sich auf den
Gehalt von mononukledren Zellen pro Milliliter Nabelschnurblut aus. So zeigten sich signifikant
erhdhte Zellzahlen nach einem Zeitraum von 24 Stunden mit einer weiteren Erhéhung nach
einem Intervall von 60 Stunden.

Der nach einer Minute erhobene Apgar-Score hingegen lieB einen Riickschluss auf die CD34-
positiven Zellzahlen zu. Kinder mit Werten von 7 Punkten und weniger wiesen hdhere
Zellkonzentrationen auf als Neugeborene mit einem physiologischen Apgar-Score von 8 Punkten

oder mehr.

Der Vergleich mit der existierenden Literatur und die Einordnung in die aktuelle Studienlage
gestaltet sich bei diesem erst seit relativ kurzer Zeit untersuchten Thema aufgrund fehlender
Standards und nicht einheitlicher Protokolle und Verfahren teilweise schwierig, unterstiitzt aber
groBtenteils die Ergebnisse unserer Arbeit. Eine weiterfiihrende Grundlagenforschung zur

Ursachenklérung mancher der beschriebenen Zusammenhénge ware wiinschenswert.

Die vorliegende Untersuchung unterstreicht die Bedeutung des Einflusses bestimmter duBerer
Faktoren auf den Stammzellgehalt im Nabelschnurblut Neugeborener. Dabei eignen sich
bevorzugt stressassoziierte Parameter wie der arterielle Nabelschnur-pH-Wert und der
Entbindungsmodus als Pradiktoren flr die Konzentration an mononukledren und CD34-positiven
Zellen. Diese Ergebnisse konnten in Zukunft die Auswahl von Neugeborenen fir eine
Nabelschnurblutspende erleichtern und die Aufarbeitungs- und Einlagerungskosten fiir

Nabelschnurblutproben deutlich reduzieren.
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STEMMAT-Information

Frauenklinik und Poliklinik
des Klinikums rechts der Isar
der Technischen Universitdt Minchan
Direktoring Univ.-Prof, Dr. med, Marion Kiechie

Abteilung fir Perinatalmedizin
Leiter: Univ.-Prof. Dr. KTM Schneider

Frnunblind wrd Po bkl sk

Bl rehils clir ldar, Mrfaninger Srafe 22 8HETS Munchen Britanschriti: |5ITIEI'III1QE[ Sir. 22

B1G7E Manchen
Pranatale Diagnostik u. Therapie, Poliklinik,
Risiknsprechstundan

Zenimaka
Anmaldung:  Tel 41 40 - 24 46

Information zur Nabelschnur/-blut-Spende fiir das STEMMAT-Projekt

Liebe werdende Mutter,

fiir Sie steht in den nidchsten Wochen oder Tagen die Geburt Thres Kindes / Threr Kinder an. Ein filr Sie
ganz besonderer Moment. Wir werden Sie auf lhrem Weg begleiten und wiinschen [hnen eine schiine
Geburt,

Auch wenn lhre Gedanken auf ganz andere Dinge gerichtet sind, so mbchten wir den Moment doch
mutzen, Sie um einen Gefallen zu bitten. Als Universitéitsklinik fithren wir nicht nur die Behandlung von
Patientinnen durch, sondern sind auch mit der Forschung auf Verbesserungen fiir die Gesundheit
ausgerichiet. Wie kdnnen Sie dazu beitragen?

Mach der Geburt [hres Kindes kommi die Nachgeburt, der Mutterkuchen, und Thr Baby wird abgenabelt,
Der Murtterkuchen mit der daran hiéingenden Nabelschnur und Resten von Nabelschnurblut hat filr Sie

normalerweise keine weitere Bedeutung und wird entsorgt.

Fiir uns kiinnen diese Blui- und Geweberestle aber noch eine Bedeutung haben. Wir méchten Sie deshalb
um Thre Erlaubnis bitten, sie fiir wissenschaftliche Zwecke nutzen zu diirfen. Wir wollen im Rahmen
eines Forschungsprojektes u.a. Zellen aus Mabelschnur und —blut auf ihre Eigenschaften und
Lagerungsfihigkeiten untersuchen, um vielleicht in Zukunfi dies fiir die Verhinderung oder Heilung von
Krankheiten nutzen zu kdnnen. Im beiliegenden Aufklirungsbogen sind alle Einzelheiten ausfithrlich
dargestellt. Wir wiirden uns iiber lhre Einwillipung und Unterschrift am Ende des Aufklirungsbogens

freuen.

Vielen Dank!

Version 4 07102003 Krailzaal: Tal 41 40 - 24 00 Sekretarial: Tl 41 4D-24 307-24
Fax 41 40 - 48 82 Fax 41 40 - 24 47
armil, KT Schneiderd rz um.de



VI. ANHANG XXIII

STEMMAT-Aufklarungsbogen

Frauenklinik und Poliklinik
des Klinikums rachts der |sar
der Technischen Univearsitat Minchan
Direktoring Univ.-Prol. Dr. med. Marion Kiechla

Abteilung fiir Perinatalmedizin
Laiter: Urniv.-Prol. De. KTM Schnaider

Frsmirmibran umi Foiaieie i i nger
Hliniasr mehis der imar lumanege: Saoile 32, 21075 Mirchen Brbplac el :T;;IM' Bl 22
inchen

Prinmale Diagnostk u Tharapss, Fotklink,
[EE R TR T LS

Zentraly
Anmekiung: Tel 41 40 .24 46

Aufklirungsbogen fiir die Uberlassung von Nabelschnur und —blut zu
Forschungszwecken im Rahmen des STEMMAT-Projektes

1. Ziel der Studie:
Stammezellen in der Nabelschnur und im -blut sind Zellen mit besonderen Eigenschaften. In ihnen
liegt die Anlage. sich zu allen Kirpergeweben entwickeln zu kbnnen. Wir versiehen bis heuta
noch zu wenig ther diese Eigenschaften und wollen sie untersuchen. Die Studie hat zwei
Hauptzicle: Einerseits soll untersucht werden, wie lange man die Zellen langfristig gekihlt lagem
kann, ohne dass sie thre Funktion und Eigenschaften verlieren. Zweitens sallen die Funktion und
Entwicklungsfihigkeit der Stammizellen aus der Nabelschnur sowie aus dem Nabelschnur blat
untersucht werden, um damit die Grundlagen fitr die Entwicklung von kirpereigenem
Ersatzgewebe besser zu verstehen und gef. spiter einmal durchfiihren zu kfnnen (,, [issue
Engincering™). Das Prajekt dient der Grundlagenforschung wu dicsem Thema.

2. Ethische Beurteilung:
Die Forschung an unreifen (=embryonalen) Stammezellen ist in Deutschland umstritten. Die

Forschung an adulten (=reifen) Stammzclicn aus Nabelschnur und —blut im Rahmen dieser Studie
ist einwandfrei, unbedenklich und rechilich uneingeschriinkl miglich. Eine Untersuchung des
genetischen Codes (DMNA) oder ¢in Screening auf Erbkrankbeiten findet nicht stati.

3 Thre Aufgahe:
Thr Anteil an diesem Forschungsprojekt ist absobut freiwillig und besteht in der Einwilligung in die
einmalige Spende von Nabelschnur- und ~blut ggfauch von Mutterkuchen und Eihaut nach der
Geburt Thres Kindes / Threr Kinder filr wissenschaftliche Zweeke, die danach zum Eigentum der
Forschungsgruppe werden, Es wird kein zusfitzliches Bhnt von Thnen benditigt.
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4.

6.

o,

Ein- und Apsschlusskriterien:

Voraussetzung fiir die Teilnahme an dieser Studie ist 18 Jahre und die volle Geschiifisfihigkeit,
sorwie ausreichende Kenntnis der deutschen Sprache, um diese Aufklirung zur versichen.
Finanzielle Verpflichtungen:

Fiir Sie hat die Teilnahme an dieser Studic keine Kosten zur Folge; Sie erhalten aber auch keine
finanzielle Entschidigung dafiir,

Migliche Risiken und Nachteile fir Sie oder Thr Kind:

Es gibt keine, da die Proben nach Abschluss der Geburt entnommen werden, nachdem das Kind
lingst abgenabelt ist. Wie bei einer normalen (eburt sieht Mabelschnurblut fiir eine etwaige
aukinfiige Transfusion nicht zur Verfligung,

Vorteile flir Sie und Ihr Kind:

Sie pder [hr Kind werden keinen direkten oder indirekten Vorteil aus der Blut-/Gewebespende
haben. Es wird auch kein Gewebe bzw. Blut fiir Sie oder Thr Kind @ur spéiteren Verwendung oder
Mutzung emgelagert z.B. fiir cime Mabelschnurblutiransfusion.

Vorteile fiir die Gesellschaft:

Im Kahmen der langfristig angelegten Grundlagenerforschung von adulten {(=reifen) Stammzellen
sollen Therapieformen und Behand lunpsmdglichkeiten untersucht werden, So kiinnten in Zukunfi
adulie, aber  unverbrauchie™ Stammazellen aus der cigenen Mabelschnur nach der Geburl
eingelngert werden, um aus diesen Zellen dann im Falle lebensbedrohlicher Erkrankungen
Ersatzgewebe zu entwickeln und filr therapeutische Malnahmen zu nutzen. Von den Ergebnissen
dieser Studie zur Entwicklung von patienteneigenem fell- oder Gewebeersatz kiinnten kommende
Gengrationzn profitieren,

Alternativen:

Welche prundstitzlichen Alternativen zur wissenschafilichen Nabelschour-/-blut-Spende fiir

wissenschaflliche Zwecke gibt es?

a) Nabelschnurblutspende:

Falls Sie cinen konkreten Grund haben, eine Nabelschnurblutspende fiir einen anderen
Menschen durchaufithren (sogenannie , gerichtele™ Mabelschnurblutspende) oder allgemein
Mabelschnurblut spenden wollen (unperichtete™ Nabelschnurblutspende), ist die
Teilnahme an dieser Studie filr die Spende von Nabelschrurblut nicht miglich. Die
Mabelschnurblutspende ist an unserer Klinik zwar keine Routine, ist aber ggf. im Einzelfall
nach Rilcksprache mbglich. Eine Spende der Nabelschnur st nach der Geburt trotrdem
miglich,
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b} MNabelschnurbluibank zur Selbstnuizung:
Falls Sie das Mabelschnurblut Thres Kindes fiir den grundséitzlich méglichen aber eher
unwahrscheinlichen Eigenbedar( langfristig aufbewahren lassen miichten, ist die
Teilnahme an dieser Studie filr dic Spende von MNabelschnurblut nicht méglich. Die
Chancen dafiir, eingelageries Nabelschnurblut selbst einmal nutxen su kiinnen, sind sehr
gering und Liegen nach Schiltzungen bei ca. 1:10.000 bis 1:200.000, Diese Dienstleisiung
wird von kommerziellen Firmen angeboten, z.B. Vita 34 oder Cryo-Care, Die Kosten dafiir
betragen derzeit ca. 1300,- € fiir 20 Jahre Enlagerungseeil und miissen von Thnen privat
bezahlt werden. Falls Sie mit diesen Firmen einen Vertrag geschlossen haben, so nehmen
wir in lhrem Auvfirag geme die Nabelschnurblut ab und sorgen filr den Transport zu den
Labors der Firmen, Auch in diesem Fall st die Spende der Nabelschnur nach der Geburt
trotzdem méglich.

10. Komplikationen ( Gesundheitliche Risiken:
Komplikationen fiir Sie oder Thr Kind kinnen aus der Blut-/Gewebespende nichi entstehen, da wir
nur die ibrig bleibenden Reste nach der Geburt verwenden.

11. Teilnghme und Widerruf der Einwilligung zur Studie:
Durch Thre Unterschrift willigen Sie in die Teilnahme an dieser Studie ein, Sie kinnen lhre
Einwilligung jederzeit und ohne Angabe von Grilmden bis zur anonymen Verarbeitung des
gespendetem Nabelse hnurgewebes und -blutes widerrufen. Dies ist nach der anonymisierten
Verarbertung der Zellen jedoch nicht mebr mbglich. Der Widerruf der Zustimmung hat keine
MNuchigile zur Folge und auch keinen Einfluss auf den Ablauf der Geburt, Eine Nutzung ven
Zellen oder Blut/-bestandteilen durch Sie, z.B. fiir [hr Kind, ist nach der erfolglen Spende nicht
mehr miglich,

1. Widerruf durch die Projektteilaehmer:
Es gibi keine Garantie fiir die wissenschafiliche Mutzung von gespendeter Mabelschnur /~blut, Dic
Spende der Nabelschnor bew. des -blutes kann 2. B. sufgrund von geringer Menge oder anderer
Griinde filr cine Auswertung nicht geeignet sein. In solehen Fillen kann die Spende nicht genutzl
wierden und das Nabelschnurgewebe bew, -blut wird entsorgt.

13. Namen der Stodienteilnchmer:
Die Stedic wird unter Fithrung des Zentralinstitutes fir Medizintechnik (ZIMT) der Technischen
Universitit Miinchen von Profl Dr. Dr. E. Wintermantel, Dr. 1. Aigner und Dr. 1. Westphal
durchpefithrt. Weitere Teilnehmer sind w.a die Frouenklinik mit Fr, Prof, Dr. M. Kiechle, Prof,
Dr. K.T.M. Schneider und Dr. V.R. Jacobs, die 111. Medizinische Klinik mit Prof. Dr. C. Peschel
und Dr. R.AUL Oostendorp der Technischen Universiiiit Miinchen sowie die Herz-Thorax-
Herznahe-Gefisschirurgie der Universititsklinik Regensburg mit Prof, Dr, D, Birnbaum und Fr,
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Dr, K. Lehle sowie der Blulspendedienst des Bayerischen Roten Kreures GmbH mit Dr. 5. Rapp
und Dr. J. Burkhart.

14. Anzprechpartner:
Falis Sie jetzt noch Fragen haben, kBnnen Sie sich jederzeit gerne an den Ansprechpariner der
Fravenklinik, Dr. Volker Jacobs, unter Tel. 089-4140-2409 oder dber klinikinternen Pieper 11-
24723- oder an seinen Vertreler wenden,

15. Veriffentlichung:
Eine Verdffentlichung der Forschungsergebnisse ist v.a. in der wissenschaftlichen Literatur bew,
als Vorirag geplant. Sie persiinlich werden Giber die Forschungsergebnisse allerdings nichi

informiert.

16. Finanrierung dicses Forschungsprojektes:
Dics Projekt wird im Rahmen der Gesundheilsinitiative BA YERNAKTTV des Bayerischen
Staatsminisieriums filr Gesundheit, Emdhmng und Verbraucherschutz fmanziert, Informationen
dazu finden Sie auf dem Internet unter www, bayvernaktiv.de.

17. Miigliche kommerzielle Nutzung von Forschungsergebnissen:
Das STEMMAT-Forschungsprojekt ist grundsiitzlich wissenschaftlich und nicht kommerzicll
angelegt, dh, es ist nicht geplant, Staommeellen aur Transplantation weilersuverarbeiten oder
Zelllinien weiterzuverkaufen. Keiner der Forschungsteilnehmer hat einen finanziellen
Interesscnkonflikt, Falls aber die Ergebnisse aus dieser Studie dafiir genutzt werden kiinnen, die
Emwicklung never medizinischer Verfahren, Produkie und/oder Dienstleistungen su frdern oder
solche kommerziell zu vertreiben, entsteht hieraus kein Anspruch fiir Sie auf eine Verglung.

18, Datenschuiz:
Alle im Rahmen dieser Studie erhobenen Daten werden vertraulich bel & R
Daver des Projektes aufbewahrt. Zur Einsichtnahme und Auswert _““ﬁw L s
weiterverarbeitet.
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STEMMAT-Einwilligungserklarung

Frauenklinik und Paliklinik
des Klinikurns rechts der |sar
der Technischen Universitat Minchen
Duraktaorin: Univ.-Prof. Or. med. Maron Kiechle

Abteilung fir Perinatalmeadizin
Leiter; Univ.-Praf. Dr, KTM Schneidar

Frauankbnm wid Pobbbnd

Amlasnn i wind G =3
KL hipm rechim gied e ymaningar St 22 01075 Kiinckan Brimlanmchndt; ismaninge: St &

HI1EFE Munchen

Pranatale Cuagnosiik uw Thevapie, Poliin
RAisikgsprachsiunden

Zenirala

Anmeidung:  Tel 4% 44 - 2448

Einwilligungserklirung fiir die Uberlassung von Nabelschnur und —blut zu
Forschungszwecken im Rahmen des STEMMAT-Projektes

Datenschutz:

Alle im Rahmen dieser Studie erhobenen Daten werden vertraulich behandelt und mindestens fir die
Daer des Projektes aufbewahrt. Leh bin it der Weitergabe der Daten einverstanden, Zur Einsichi-
nahme und Auswertung sind nur die Projektteilnchmer bzw, von Thnen heaufiragte Personen und

Instirutionen ermichtigt. Das Blut/Gewebe wird anonym weiterverarbeiter.

Einwilligung und Unterschrift:

leh habe die vierseitige Aufkiarung zur Studienteilnahme erhalten, gelesen und verstanden,
dass die Teilnahme freiwillig ist. lch habe keine Fragen und stimme der Spende von Blut-
und Gewebaresten nach der Geburt meines Kindes / meiner Kinder flir wissenschafiiiche
Zwecke zu,

Miinchen, den

Unterschrift

Abtretung der Rechte:

leh trete zeillich unbefristel und unwiderruflich alle Rechte z.B. an Forschungsergebnissen,
Entwicklungen, Daten oder Dienstleistungen, die im Rahmen des Projektes entstehen, an
die Teilnehmer des STEMMAT-Forschungsprojektes ab.

Minchen, den

Unterschrift
Uprslgen o 47, 10 200313
FrefBaakl Tal. 41 40 - 24 00 Bebralmral; Tal 41 40 - 24 307 - 24 41
Fax &1 40 - 4f 52 Fax 41 43 - 34 &7

apik KTH. Schngsdar 02 lum o



