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1. Titel

Verbesserung des Wachstums sehr unreifer Friihgeborener durch
1. individualisierte Anreicherung der Muttermilch und
2. Verwendung eines neuen Multikomponenten Frauenmilchsupplementes
zur Sicherung der empfohlenen hohen EiweiBzufuhr
Eine prospektive, monozentrische, randomisiert kontrollierte und partiell geblindete
Interventionsstudie mit drei Parallelgruppen

1.1. Kurze Beschreibung des Vorhabens

Zusammenfassung:

Jahrlich werden in Deutschland 7000 Kinder mit einem Gestationsalter <32 SSW
geboren. Im Vergleich zu reifgeborenen Kindern zeigen diese sehr unreifen
Frihgeborenen eine zum Teil erheblich eingeschrénkte kognitive Entwicklung.
Eine unzureichende Versorgung mit Eiwei und Energie wahrend der ersten
Lebenswochen, in denen das Gehirn dieser Frihgeborenen normalerweise ein
erhebliches Wachstum durchlauft, kbnnte zumindest fur einen Teil des kognitiven
Defizits verantwortlich sein.

Obwohl Muttermilch auch fir Friihgeborene als optimale Erndhrung angesehen
wird, deckt sie doch nicht den sehr hohen Energie-, Protein- und Mineralienbedarf
dieser Kinder und muss deshalb mit Nahr- und Mineralstoffen angereichert
werden. Anders als bei reifen Neugeborenen, die Uber das Hungergeflhl ihre
Trinkmenge dem tatsédchlichen Bedarf anpassen kbénnen, setzt bei kleinen
Frihgeborenen der Arzt die Nahrungsmenge fest. Aufgrund der
Schwankungsbreite der Zusammensetzung des ,biologischen Produktes®
Muttermilch fOhrt die heute Ubliche Standard-Anreicherung der Frauenmilch
abhéngig vom verwendeten Frauenmilchsupplement bei einem erheblichen Teil
der Frihgeborenen rechnerisch zur Unter- bzw. Uberversorgung mit Protein und
Energie.

Primares Ziel dieser Untersuchung ist zu prifen, ob eine héhere EiweiBBversorgung
entsprechend aktuellen, aber nicht auf Studien basierenden Empfehlungen zu
einer Verbesserung des Wachstums der Friihgeborenen flhrt.

Hierzu soll in einer Gruppe vor Zugabe des Frauenmilchsupplements der
tatsachliche EiweiB-, Fett- und Kohlenhydratgehalt der Frauenmilch mittels eines
~-Human Milk Analyzers“ gemessen werden. Die Supplementierung soll dann derart
an den tatsachlichen Frauenmilchgehalt angepasst werden, dass zu jedem
Zeitpunkt die empfohlenen Ernahrungs-Richtwerte erreicht werden. In einer
anderen Gruppe soll ein neues Frauenmilch-Supplement mit hdherem
EiweiBgehalt in der Ublichen, standardisierten Weise verwendet werden.

Beide Ansatze zur hdheren EiweiBversorgung sollen mit dem gegenwartigen
Erndhrungsstandard und, hierarchisch untergeordnet, miteinander verglichen
werden.

Das langfristige Ziel dieser Pilotstudie ist, Grundlagen fir eine groBe
multizentrische Studie zu schaffen, die dann die Hypothese priifen soll, dass diese
individualisierte Frauenmilch-Supplementierung die neurokognitive Entwicklung
der sehr unreifen Kinder und Surrogatmarker fir das spatere Auftreten eines
metabolischen Syndroms glinstig beeinflusst.
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Parallel zu unserer Untersuchung findet an der Universitats-Kinderklinik Leipzig
eine ahnlich aufgebaute Untersuchung statt, deren Ergebnisse in einer geplanten
Patientendaten Metaanalyse mit den Ergebnissen unserer Untersuchung
kombiniert werden sollen.

1.2. Stand der Forschung:

Im Vergleich mit intrauterinen Wachstumskurven sind Gewichtszunahme sowie
Langen- und Kopfumfangwachstum sehr unreifer Frihgeborener haufig
unzureichend (1-6). AuBerdem zeigen viele dieser Frihgeborenen eine deutlich
eingeschrankte neurokognitive Entwicklung (7-12), wobei unzureichende
Gewichtszunahme und vermindertes Kopfumfangwachstum mit unglnstigem
neurokognitiven Langzeitergebnis assoziiert sind (6; 13-17).

Eigene Arbeiten und Daten aus anderen Zentren belegen, dass flr die spatere
Entwicklung der Kinder insbesondere dem Wachstum auf der Frihgeborenen-
Intensivstation eine besondere prognostische Bedeutung zukommt (6; 14; 15).
Dieser Effekt ist auch nach Korrektur flr perinatale und soziobkonomische
Risikofaktoren in multiplen logistischen Regressionsanalysen nachzuweisen (6).

Weiterhin gibt es direkte und indirekte Evidenz daflir, dass eine Optimierung der
enteralen und parenteralen Nahrungszufuhr mit besserer Gewichtszunahme (18),
besserem Kopfumfangswachstum (19), hdherem Gehirnvolumen (20) und
gunstigerer neurokognitiver Entwicklung (19; 21) assoziiert ist.

Auch die Verabreichung von Muttermilch (statt Formula-Nahrung) ist mit einer
glnstigeren neurokognitiven Entwicklung bei Frih- und Neugeborenen assoziert
(22; 23) und wird (nicht nur deshalb) als bevorzugte Nahrung fir die ersten
Lebensmonate angesehen (24).

Da Frauenmilch den hohen Bedarf unreifer Frihgeborener an Energie und Protein
nicht deckt, muss sie mit EiweiB3, Kohlenhydraten und Elektrolyten supplementiert
werden (25).

Problematisch ist bei der heute Ublichen standardisierten Supplementierung, dass
die Zusammensetzung der Muttermilch enormen Schwankungen unterliegt (26;
27). So schwankt der Proteingehalt von Frauenmilch zwischen 0,7 und 2,1g/100ml
und liegt im Mittel bei 1,16g/100ml. AuBerdem nimmt der Proteingehalt der
Frauenmilch auch bei Muttern von sehr unreifen Frihgeborenen im Laufe der
Stillzeit ab (28; 29). Als Folge dieser Schwankungen bekommen Friihgeborene,
die standardisiert angereicherte (supplementierte) Frauenmilch erhalten, ab der
dritten Woche im Mittel 0,89 EiweiBB/kg Kdrpergewicht weniger zu geflhrt als
beabsichtigt (30). Unter Berlcksichtigung neuester Empfehlungen (31) betragt die
Differenz zwischen empfohlener und tats&chlicher Proteinzufuhr bei
standardisierte Frauenmilch-Supplementierung im Mittel sogar 1,3 - 1,8 g/kg/Tag.
Eine individualisierte Supplementierung der Frauenmilch auf der Grundlage der
Serum Harnstoffkonzentration (als Surrogatparameter fir eine adaquate
EiweiBzufuhr) fihrt zwar im Vergleich zu einer Standardsupplementierung bereits
zu einem besseren Gedeihen der Frihgeborenen (32), stellt aber noch immer
keine adaquate EiweiBzufuhr gemaB heutiger Empfehlungen sicher (30).
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1.3.

2.1.

2.2.

Ein neu entwickeltes hoch angereichertes Frauenmilchsupplement mit einem
héheren EiweiBgehalt tragt dem Problem der Unterversorgung bei proteinarmer
Muttermilcherndhrung Rechnung, bringt aber unter Standarddosierung bei
Frihgeborenen, deren Muttermilch Uberdurchschnittlich viel EiweiBB enthalt, das
(zumindest theoretische) Problem einer Proteinzufuhr, die Uber den gegenwartigen
Empfehlungen liegt.

Dies fiihrt zu der Studienhypothese, dass eine individualisierte Supplementierung,
die sich an der tatsachlichen Zusammensetzung der Frauenmilch orientiert, bei
sehr unreifen Friihgeborenen zu einer Optimierung der EiweiB- und Energiezufuhr
fihrt und damit deren Wachstum verbessert.

Eigene Vorarbeiten:

Die Antragsteller arbeiten seit vielen Jahren an der Evaluierung und an
Interventionen zur Verbesserung des neurokognitiven Ergebnisses von
Frihgeborenen (6; 12; 33). In einer vorangegangen Arbeit konnten sie zeigen,
dass ein eingeschranktes Wachstum auf der Frihgeborenenintensivstation mit
einem ungunstigeren neurokognitiven Ergebnis assoziiert war (6).

Ziele und Arbeitsprogramm:

Ziel:

Ziel der geplanten Untersuchung ist, die folgenden, a priori hierarchisch
geordneten Hypothesen zu prifen:

Hypothese A, Ubergeordnete Hypothese: Eine an den neusten, noch nicht auf
randomisierten Studien beruhenden Empfehlungen der ESPGHAN orientierte
EiweiBzufuhr von ca. 4,5g/kg/d fuhrt im Vergleich zu einer Standarderndhrung mit
ca. 3,5-4,0g/kg/d EiweiB zu einer Verbesserung des Wachstums der
Friihgeborenen.

Hypothese B: Eine individualisierte, am tatsdchlichen EiweiB- und Energiegehalt
der Frauenmilch ausgerichtete Supplementierung fihrt im Vergleich zu
standardisierten Verwendung eines neuen, proteinreicheren Frauenmilch-
supplements bei im Mittel &hnlicher EiweiBzufuhr zu einer Verbesserung des
Wachstums der Friihgeborenen.

Design
Prospektive, monozentrische, randomisiert kontrollierte und partiell geblindete
Interventionsstudie mit drei Parallelgruppen.

Frithgeborene
mit GG < 1500¢g
und GA<32 SSW

—

Gruppe 1: e 2:
Standardisierte erhéhte Eiweil3 hr nach
Supplementierung aktuellen, nicht gepriiften E hlungen
A

mit herkémmlichem

Frauenmilchsupplement Gruppe 2A: Gruppe 2B:

und ggf. Zuatz bei Individualisierte Standardisierte
schlechtem Gedeihen Supplementierung Supplementierung
(gegenwartiger mit EiweiB und Fett mit neuem, eiweiBreicherem
Ernahrungsstandard) je nach Muttermilchgehalt Frauenmilchsupplement
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2.3. Studiendauer
Studienbeginn: Juli 2012
Studienende:  Februar 2014
Die individuelle Interventionsdauer flr einen Studien-Probanden beginnt mit der
Zustimmung der Eltern ab dem 3.-7. Lebenstag und endet ca. 1 Woche vor dem
geplanten Entlasstermin (wegen der dann notwendigen Umstellung auf die ,Post-
Discharge“-Nahrung). Die stationdre Beobachtungsphase endet mit Abschluss der
Messungen bei Entlassung bzw. bei Verlegung in der Regel mit einem
postmenstruellen  Alter von ca. 36-38 Wochen. Die Dauer des
Krankenhausaufenthaltes wird durch die Untersuchung nicht beeinflusst. Die
Untersuchung ist fir jeden Patienten mit der durch den gemeinsamen
Bundesausschuss festgelegten entwicklungsneurologischen Nachuntersuchung im
fur die Frihgeburtlichkeit korrigierten Alter von 2 Jahren abgeschlossen.

2.4. Studienpopulation
2.4.1 Begriundung warum die Untersuchung bei Minderjahrigen durchgefiihrt
werden muss:

Die Fragen, die durch diese Studie beantwortet werden sollen, sind ausschlieBlich
fir ein ganz bestimmtes Patientenkollektiv. von Bedeutung: fir unreife
Frihgeborene. Die logische Konsequenz ist daher, die Studie in genau diesem
Kollektiv durchzufiihren, um so fir die klinische Praxis relevante Erkenntnisse zu
gewinnen

2.4.2 Einschlusskriterien
e Frigeborene von weniger als 32+0/7 SSW und weniger als 15009
Geburtsgewicht
e Mehr als 100ml/kg/d enterale Nahrungszufuhr
e Weniger als 8 Tage alt

2.4.3 Ausschlusskriterien
e fehlendes Einverstandnis
e Kinder, deren Mutter primér abstillen wollen oder missen
e schwerwiegende Fehlbildungen

2.4.4 Fallzahlberechnung, Powerabschatzung und Rekrutierung

Fallzahlberechnung fir das primére Zielkriterium

Um bei einer mittleren taglichen Gewichtszunahme von 12,8 g/kg/d und einer
Standardabweichung fur die tagliche Gewichtszunahme von 3,0 g/kg/d (Mittelwert
und Standardabweichung von Friigeborenen von 28+0/7 bis 31+6/7 SSW, die in
Tdbingen im Jahr 2008 versorgt worden waren) eine klinisch relevante
Verbesserung des taglichen Gewichtszunahme um 3,0 g/kg/d (eine Steigerung um
4 g/kg/d ware notwendig, um intrauterine Wachstumsraten von 17 g/kg/d zu
erzielen) in der Interventionsgruppe mit einer Power von 90% und einem alpha von
5% bei zweiseitigem Testverfahren nachweisen zu kénnen, wird eine Fallzahl von
23 Patienten pro Gruppe (im Vergleich Gruppe 1 versus kombinierte Gruppe 2
(Gruppe 2A + Gruppe 2B)) benétigt.

Um fr mdgliche Dropouts (z. B. im seltenen Fall einer vorzeitigen Verlegung in ein
externes Krankenhaus oder Versterben eines Patienten nach Randomisierung)
und eine Verminderung des Interventionseffektes durch unzureichende
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Verflgbarkeit von Muttermilch kompensieren zu kénnen, wird die Fallzahl auf 30
Patienten fir Gruppe 1 und je 15 Patienten fiir Gruppe 2A und 2B festgelegt.

Eine Erhebung der Muttermilchzufuhr der vergleichbaren Frihgeborenen-
Kollektive in Tabingen der Jahre 2006, 2007 und 2010 ergab einen kummulativen
Muttermilchanteil an der enteralen Erndhrung bis Tag 28 von ca. 80%!

Powerabschétzung fir die Prifung der nachgeordneten Hypothese (B):

Fir die Analyse der nachgeordneten Hypothese, dass individualisierte
Supplementierung einer standardisierten Supplementierung bei gleicher mittlerer
EiweiBzufuhr Uberlegen ist lasst sich bei je 11 auswertbaren Patienten in den
Gruppen 2A und 2B eine Steigerung der mittleren taglichen Gewichtszunahme um
1,3SD also um 4,0 g/kg/d mit einer Power von 80% (bei alpha 0,05) nachweisen.

Erwartete Rekrutierung:

Im Zeitraum eines Jahres werden in Tubingen ca. 100 Kinder, von denen etwa
80% (80 Kinder) ganz Uberwiegend mit Muttermilch ernahrt werden. Von diesen
Kindern werden etwa 60% (48 Kinder) nicht an anderen Interventionsstudien
teilnehmen, so dass die Eltern hinsichtlich einer Teilnahme an der vorliegenden
Studie angesprochen werden kdnnen.

Aufgrund bisheriger Rekrutierungsraten wird erwartet, dass etwa 80% der Eltern
dieser Studie zustimmen, das heil3t es kénnten etwa 30-40 Kinder/Jahr in die
Studie eingeschlossen werden. Damit ergibt sich eine Rekrutierungsdauer von ca.
1,5 Jahren.

2.5 Studienablauf und Untersuchungsmethoden

2.5.1 Studienbedingte Untersuchungen und Interventionen
Randomisierung:
Frihgeborene, die die Einschlusskriterien erflillen und deren Eltern der
Studienteilnahme zugestimmt haben werden mittels versiegelter, fortlaufend
nummerierter Umschlage mit variabler BlockgréBe randomisiert. Die
Gruppenzuteilung ist dem behandelnden Team nicht bekannt.

Die randomisierte Zuteilung erfolgt in eine von 3 Parallelgruppen mit der Verteilung
2:1:1 zu den Gruppen 1, 2A und 2B

Intervention

Gruppe 1: gegenwartige standardisierte Frauenmilchsupplementierung
Frauenmilch mit 5g/100ml FM85 der Fa. Nestle. Ergibt bei 150ml/kg Zufuhr je
1,5g/kg/d EiweiB durch den Frauenmilch-Fortifier und bei
FrauenmilcheiweiBgehalten  von 2,0, 1,5 oder 1,09/100ml  einer
GesamteiweiBzufuhr von 4,5 bzw. 3,75 bzw 3,0 g/kg/d.

Gruppe 2A: individualisierte Frauenmilchsupplementierung

Bei Kindern in der ,Individualisierte Supplementierung“-Gruppe werden zweimal
wdchentlich (montags und donnerstags) Muttermilchportionen (mit einem Human
Milk Analyzer (Fa. Miris, Upsala Schweden) mittels Infrarotspektroskopie auf ihren
tatsachlichen Protein-, und Fettgehalt untersucht. Es werden jeweils 3 Messungen
aus jeder Probe durchgefihrt und aus den Messwerten ein Mittelwert gebildet.

Alle Nahrungsportionen bis zur nachsten Messung werden entsprechend der
Messwerte mit dem Standard-Frauenmilchsupplement (5g/100mlI FM85 Fa.
Nestle) sowie dem (einzigen kommerziell erhéltlichen) Proteinzusatz far
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Frihgeborene (Aptamil EiweiB+, Fa. Milupa) und dem Fettsupplement ,Microlipid*
der Firma Nestlé derart supplementiert, dass die folgenden Empfehlungen des
Committee on Nutrition der European Society for Paediatric Gastroenterology,
Hepatology, and Nutrition aus dem Jahr 2010 (31) erreicht werden:

Proteinzufuhr in g /kg /d (bei <1.5kg Kdérpergewicht): (4.0)—4.5

Proteinzufuhr in g /kg /d (bei >1.5 kg Kérpergewicht): (3.5)-4.0

Fettzufuhr in g /kg /d: 48-6.6

Gruppe 2B: standardisierte Frauenmilchsupplementierung mit einem neuen
Frauenmilchsupplement mit erhohtem EiweiBgehalt und Fett

Frauenmilch mit Zusatz von 5g/100ml ,FMneu“ der Fa. Nestle. Ergibt bei 150ml/kg
Zufuhr je 2,7g/kg/d Eiwei3 und 0,9g/kg/d Fett durch den Frauenmilch-Fortifier.

Bei FrauenmilcheiweiBgehalten von 2,0, 1,5 oder 1,09/100ml resultiert eine
GesamteiweiBzufuhr von 5,7 bzw. 4,95 bzw 4,2 g/kg/d.

Bei einem mittleren Fettgehalt von Frauenmilch von 4,0g/100ml liegt die
Gesamtfettzufuhr bei ca. 6,9g/kg/d.

Verblindung:

Um eine Beeinflussung der Studienergebnisse durch das behandelnde Team
(ber die individuellen Entscheidungen hinsichtlich  FlUssigkeitszufuhr,
Geschwindigkeit des enteralen Nahrungsaufbaus, Entlasszeitpunkt, usw.)
auszuschlieBen erfolgt die Supplementierung soweit wie mdglich geblindet, d.h.
die Frauenmilchsupplemente werden in speziellen, nicht von einander
unterscheidbaren Dosen mit der Beschriftung ,Studien-Frauenmilchsupplement fur
Frihgeborene® individuell flr jeden Patienten bereitgestellt.

Nur die betreuenden medizinischen Doktoranden und der Leiter der klinischen
Prifung, die in o. g. Entscheidungen nicht involviert sind, kennen die
Gruppenzuordnung der Kinder.

Begleittherapie:

Bei allen Kindern wird gemaB Abteilungsstandard die enterale Erndhung
begonnen und gesteigert.

Reicht die Muttermilch nicht aus wird Beba Frihgeborenennahrung (ohne
Supplementierung; z. Zt. Standard-Formulanahrung in Tlbingen) verabreicht.

Erndhrung nach Abschluss der Interventionsperiode:

Die Interventionsphase endet fir jeden Patienten spatestens 1 Woche vor dem
erwarteten Entlasstermin. Zu diesem Zeitpunkt wird die Nahrung auf die jeweilige
Entlass- bzw. ,Post discharge“-Nahrung (in der Regel Herkbmmliches FM85 der
Fa. Nestle zur Muttermilch ergénzt durch Beba Friihgeborenennahrung Stufe 2 der
Fa. Nestle) umgestellt.

Erndhrung von nicht an der Studie teilnehmenden Kindern:

Frauenmilch supplementiert mit 5g/100ml FM85 der Fa. Nestle. Erganzt bei Bedarf
durch Nestle Friihgeborenennahrung. Bei schlechtem Gedeihen gesteigerte
Supplementierung auf 7,5gFM85/100mI Muttermilch. (Vergleiche Gruppe 1).

10
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Vorgehen bei unzureichendem Gedeihen:

Falls die Gewichtszunahme eines Kindes egal welcher Behandlungsgruppe nach
dem zehnten Lebenstag unter 10 g/kg/d Uber einen Zeitraum von mindestens 10
Tage liegen sollte (also ab Tag 21), wird (nach Abnahme einer Metabolomanalyse
— siehe ,Studienbedingte Blutentnahmen®) bei gleichzeitigem Nachweis einer
Harnstoff-Konzentration im Serum von weniger als 20mg/dl und Nachweis eines
EiweiBgehalt der Frauenmilch von weniger als 1,5 g/100ml die Supplementierung
auf 7,5g FM85/100mI| Muttermilch, bzw. 6g FMneu/100ml erhéht.

Hierdurch soll ggf. ein besonders niedriger EiweiBgehalt der Frauenmilch
ausgeglichen und damit das Kind vor einer Unterversorgung bewahrt werden —
gleichzeitig aber eine Gedeihstérung aus anderen Grinden nicht zu einer
unangemessenen EiweiBluberversorgung fuhren.

Studienbedingte Blutentnahme:

In allen Behandlungsgruppen erfolgt eine Metabolom-Analyse. Aus 100ul Plasma
werden 180 Substrate massenspektrometrisch untersucht. Besondere Bedeutung
haben dabei: Bestimmung der essentiellen Aminosauren (Lysin, Threonin, ...) als
Marker flr eine adaquate EiweiB-Versorgung, Bestimmung der Aminosauren
Phenylalanin und Tyrosin als Marker einer potentiellen EiweiBUberversorgung.
Bestimmung der (semiessentiellen) schwefelhaltigen Aminosauren Methionin,
Zystein und Homozystein als Substrate des antioxidativen Stoffwechsels,
Bestimmung der Homdostase polyunsaturierter Fettsduren (ZNS-Bildung) und des
Cholinspiegels sowie die Darstellung der Plasmalipidkonzentrationen,
insbesondere Triglyceride, Phospholipide und Cholesterin als Marker der
Lipoproteinhomdostase.

AuBerdem soll die Analyse von Wachstumsfaktoren (IGF 1) und dem
Wachstumsfaktorenbindungsprotein IGFBP 3 erfolgen als Surrogatmarker fir
mogliche Unterschiede im Erndhrungsstatus zwischen standardisiert und
individuell supplementierten Frihgeborenen.

Vernachldssigbarer Studienbedingter Blutverlust!

Hierzu werden 2 (max. 3) x 350ul EDTA-Blut zur Gewinnung von 180ul EDTA-
Plasma zur Metabolom- und Wachstumsfaktoren-Analyse gewonnen. Der
studienbedingte Blutverlust ist im Vergleich zu den Klinisch indizierten
Blutverlusten und im Vergleich zum Blutvolumen der Kinder (ca. 150ml)
vernachlassigbar und fihrt sicher nicht zu einem vermehrten Transfusionsbedarf.
Kein zusétzlicher Nadelstich!

Die vendse Blutentnahme wird zum Zeitpunkt einer Kklinisch indizierten
Blutgasanalyse, Blutzuckerkontrolle oder sonstiger vendser Blutentnahme, so dass
kein studienbedingter Nadelstich erforderlich ist — und eine allein durch die Studie
bedingte Verletzung / Beeintrachtigung ausgeschlossen werden kann.

Grundséatzlich (wie die klinisch indizierte Blutzuckerkontrolle) erfolgt die
Blutenthahme ausschlieBlich praprandial.

Die Blutentnahmen sollen erfolgen an den Tagen 14 (+/- 2), 28 (+/-4) und 42 (+/-7)
Tage nach Randomisierung (also im Lebensalter von spatestens 21 (+/- 2), 35 (+/-
4) und 49 (+/-7) Tage), soweit der Patient zu diesem Zeitpunkt noch stationar
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behandelt wird und sich nicht bereits in der Nahrungsumstellung vor Entlassung
befindet.

Die Proben werden innerhalb von 30min nach Abnahme abzentrifugiert (10min bei
3000rpm), in drei Aliqouts zu 100 pl (Metabolom-Analyse), 30ul (Bestimmung von
Cholin und dessen Metaboliten und Plasmaphospholipiden) und 50 ul
(Wachstumsfaktoren-Analyse) aufgeteilt und tiefgefroren bei -20°C gelagert.

Versand der Proben im Batch zur Metabolomanalyse an das Institute of
Experimental Genetics, Genome Analysis Center, Hemholtz Institut, Minchen.

Versand der Proben im Batch zur Phospholipid-Analyse ins Lipidlabor der
Kinderklinik Tabingen (PD Dr. Dr. Bernhard).

Versand der Proben im Batch zur Analyse der Wachstumsfaktoren ins
Hormonlabor der Kinderklinik Ttbingen (Prof. Dr. Binder).

Studienbedingte Urinuntersuchung

Wéchentlich Bestimmung von Harnstoff im Urin als Marker fir den Abbau
Uberschissiger AS. Hierflir wird Urin, der sonst mit der Windel verworfen werden
wirde, ausschlieBlich nicht invasiv gewonnen, durch Einlegen eines saugféhigen
FlieBes in die Windel. Die Kinder werden durch diese MaBnahme nicht gestoért
oder beeintrachtigt.

Sonstige studienbedingte Untersuchungen

Bestimmung der Wachstumsgeschwindigkeit der Unterschenkelldnge in
mm/Woche (Knemometrie) als als Parameter fir das Langenwachstum der
Knochen und damit Surrogatparameter des Wachstums der ,Nicht-Fett-
Kérpermasse*. Diese Untersuchung erfolgt schmerzfrei wahrend der Pflegerunde.

Messung der Hautfaltendicke unter der Skapula sowie Uber dem M. triceps
brachius bei Entlassung. Auch diese Untersuchung erfolgt schmerzfrei wahrend
der Pflegerunde.

Weitere Untersuchungen

Es erfolgen sonst keine studienbedingten Untersuchungen beim Kind oder
sonstige das Kind stérende oder gefahrdende Eingriffe. Die Erhebung der weiterer
sekundarer Zielkriterien erfolgt routinemaBig im Rahmen interner und externer
Qualitatssicherungsmassnahmen (Neonatalerhebung, Neo-KISS).

Schéadelsonographie vor Entlassung und Bestimmung der Weite der auBeren und
inneren Liquorraume im Coronarschnitt auf der Héhe der Foramina Monroi.

Alle Kinder werden gemaB Beschluss des gemeinsamen Bundesausschusses im
korrigierten Alter von 24 Monaten routinemaBig mit einem Bayleys test (Bayley
Scales of Infant Development, 2. Ausgabe) untersucht. In diesem Rahmen werden
auch die anthropometrischen Daten (Gewicht, Kopfumfang und Lange) erhoben
und das Verhéltnis von Gewicht/Ldnge und der Body Mass Index (BMI) als
Surrogatparamter flr ein spateres Risiko fir das metabolische Syndrom ermittelt.
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2.5.2 Risiken und Nebenwirkungen studienbedingter Eingriffe

Die in der Studie verwendeten Frauenmilch-Supplemente sind Teil der
Standardernadhrung bei Friihgeborenen. Es handelt sich um das Produkt des
Herstellers Nestlé bzw. des Herstellers Milupa die in unserer Klinik seit Jahren
eingesetzt werden sowie um das noch nicht kommerziell verfligbare, vor
Markteinfihrung stehende Nachfolgeprodukt, bei dem der Hersteller Nestle auf
Druck der Neonatologen den EiweiBgehalt und den Gehalt an ungesattigten
Fettsduren erhéht hat.

In den Standardgruppen werden diese Frauenmilchsupplemente in der vom
Hersteller empfohlenen Menge (5g/100ml) angewandt. D. h. in den
Standardgruppen besteht das Risiko eine ,Fehldosierung® der EiweiBzufuhr —
basierend auf der biologischen Schwankungsbreite des Naturstoffes
.Frauenmilch®. Dieses Risiko besteht fur alle Kinder die gegenwartig weltweit
behandelt werden, weil nur in sehr seltenen Ausnahmefallen (wie eben in dieser
Studie) eine Messung der Zusammensetzung der Muttermilch erfolgt. Das Risiko
der EiweiBunter- bzw. Giberdosierung ist also nicht durch die Studie bedingt.

Eine zu geringe Dosierung der EiweiBzufuhr kdnnte evtl mit einem weniger als
optimalen Wachstum einhergehen, eine zu hohe Dosierung der EiweiBzufuhr
kdénnte theroretisch zu erhdéhten Konzentrationen von Aminosduren wie zum Bsp.
Phenylalanin fihren, die in sehr hohen Konzentrationen schadlich sein kénnten.

Im Falle eines weniger als optimalen Wachstums sieht das Studienprotokoll in
allen Gruppen ggf. bei niedrigem EiweiBgehalt der Frauenmilch eine Erh6hung der
EiweiBsupplementierung vor (siehe auch (siehe auch 2.5.1).

Eine relative Uberdosierung sollte ohne Folgen fir den betroffenen Patienten
bleiben, in einem aktuellen Editorial schreibt der Erndahrungsexperte William W.
Hay, Jr. (University of Colorado, Denver, CO): ,Would an additional 1 g/kg per day
[of protein] be too much for those infants whose mothers had good milk protein
content? Not likely.” (35)

Der Human Milk Analyzer wird taglich mit Eichlosungen des Herstellers kalibriert.
Eine Fehlmessung ist demnach unwahrscheinlich. Die Ubertragung der
Messergebnisse in ein Excel-Arbeitsblatt, in dem die Berechnung der
Supplemente erfolgt, geschieht mittels USB-Stick, so dass Ubertragungs- und
Rechenfehler sehr unwahrscheinlich sind.

Blutentnahmen fir die Studie werden grundsétzlich nur wahrend klinisch indizierter
Blutentnahmen durchgefiihrt, so dass keine studienbedingten Nadelstiche erfolgen
(damit keine studienbedingten Blutentnahme-assoziierten Risiken wie Hamatome,
Infektionen, Verletzungen von GeféaBen oder Nerven etc.).

Der Verlust von 2-3 x 300ul Blut ist bei Kindern dieser GréBe (im Mittel zu diesem
Zeitpunkt 1,5-2,0kg schwer) vernachlassigbar (entspricht etwa 0,15% des
Blutvolumens und wirde bei einem Erwachsenen der Entnahme von 7,5ml Blut
entsprechen).

Urin wird grundsatzlich nur nicht-invasiv, durch Einlegen eines FlieBes in die

Windel und anschlieBender Kompression des FlieB gewonnen. Seltener wir der
Urin (nur bei schon ,gereifter* Haut) durch Kleben eines Urinbeutels gewonnen.
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Eine Gewinnung mittels Blasenkatheter erfolgt nur wenn das Kind aus anderen
Grunden eines Blasenkatheters bedarf.

2.5.3 Nutzen-Abwagung fir Studienteilnahme

Teilnehmende Frihgeborene erfahren keine relevante Belastung und sind
wahrend der Untersuchung wie zuvor dargestellt keinem relevanten
studienbedingten Risiko ausgesetzt. Kinder in den Standardgruppen unterliegen
dem Risiko einer unter den Empfehlungen liegenden EiweiBzufuhr (Gruppe 1)
oder einer Uber den Empfehlungen liegenden EiweiBzufuhr (Gruppe 2B).

Diese neuen Empfehlungen stiitzen sich aber nicht auf Untersuchungen die
eine Besserung eines klinisch relevanten Endpunkts belegen — sondern auf
Kurzzeit-Beobachtungen mit dem Nachweis einer verbesserten
Stickstoffbilanz. Es ist zum heutigen Zeitpunkt unklar, ob eine hohere
EiweiBzufuhr tatsachlich so wie vermutet sicher und fiir die Kinder von
Nutzen ist.

Die Ergebnisse der Untersuchung sind flr zuklnftige Frihgeborenen von
erheblichem Interesse.

2.6 Erhebung klinischer Daten
Demographische Daten:
Gestationsalter
Geburtsgewicht und Geburtsgewichts-z-Score (SDS)
Geburts-Kopfumfang und Geburts-Kopfumfangs-SDS
Pranatale Glucocorticoide zur Pneumozytendifferenzierung
Gestose der Mutter

Primére Zielvariable:
Durchschnittliche tagliche Gewichtszunahme in g/kg/d

Sekundaére Zielvariablen:

Gewicht bei Entlassung in g

Gewicht bei Entlassung gemessen als z-Score

Differenz (Gewicht-z-Scores bei Entlassung — Gewichts-z-Score bei Geburt)
Kopfumfang bei Entlassung gemessen in cm

Kopfumfang bei Entlassung gemessen als z-Score

Differenz (Kopfumfang-z-Scores bei Entlassung — Kopfumfang-z-Score bei Geburt)
Durschnittliches Unterschenkellangenwachstum in mm/Woche

Hautfaltendicken tber M. triceps brachii und unter der Skapula

MDI und PDI Scores der Bayley Scales of Infant Development im korrigierten Alter
von 24 Monaten

Inzidenz einer Phenylalanin Konzentration Gber dem Normbereich

Inzidenz der Tyrosin Konzentration Gber dem Normbereich

Konzentrationen von IGF-1

Harnstoffkonzentrationen imUrin

Konzentrationen relevanter Fettsduren und Phospholipide

Daten fiir Sicherheitsanalyse

NEC (Bell Stadium = lla)
PDA mit Therapie
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BPD (Sauerstoffbedarf bei einem postmenstruellen Alter von 36 Wochen
(physiologische Definition der Bronchopulmonalen Dysplasie nach Walsh, 2003))
Maximale ROP-Grad (nach der internationalen Klassifikation, 2005)

Maximaler IVH-Grad (nach der Klassifikation von Papile), Parenchymatdse
Blutung / Infarzierung

PVL-Grad (nach der Klassifikation von deVries)

Ventrikeldilatation bei Abschluss-Hirnultraschall (nach der Klassifikation von
Levene)

Nosokomiale Infektionen nach Neo-KISS Kriterien

2.7 Zielkriterien / Statistische Analysen
a) Deskription der demographischen Variablen in beiden Gruppen.
b) Konfirmatorische Auswertung der primaren Zielvariable mittels Wilcoxon-Test
zundchst im Vergleich Gruppe 1 versus kombinierte Gruppe 2A und 2B zur
Prafung der ersten, hierarchisch Gbergeordneten Hypothese (Hypothese A).
Nur wenn sich hier ein Unterschied nachweisen lassen sollte, erfolgt die Prifung
der zweiten, nachgeordneten Hypothese durch Vergleich der primaren Zielvariable
zwischen den Gruppen 2A und 2B (individualisierte versus standardisierte
Supplementierung).
c) Deskriptiver Vergleich der sekundaren Zielvariablen mittels t-Test, Wilkoxontest,
X2-Test oder Fisher’s exact Test wie erforderlich.
d) Tabellierung der Daten fir Sicherheitsanalyse flir beide Vergleiche (weniger
versus mehr EiweiB und indivdualisiert vs. standardisiert)

e) Graphische Darstellung der Plasma-Aminosaure und
Plasmafettsdurekonzentrationen und der Urin-Harnstoffkonzentrationen in den
Behandlungsgruppen

3 Datenschutz

Alle Daten werden ausschlieBlich in pseudonymisierter Weise (Studiennummer)
gespeichert. Die Liste der Studienteinehmer und der zugehdrigen
Studiennummern wird ausschlieBlich im Sekretariat des Abteilungsleiter der Abt.
Neonatologie verschlossen verwahrt.

In der Einwilligungserklarung wird die Zustimmung der Eltern der
Studienteilnehmer zur Aufzeichnung der erhobenen Daten/Krankheitsdaten auf
Dokumentationsbégen und elektronischen Datentragern und zur Weitergabe ohne
Namensnennung in pseudonymisierter Form (d.h. verschlisselt durch die
Studiennummer) eingeholt.

4  Patientenversicherung
Es erfolgt keine Versicherung fir Probanden, da kein Risiko fir die Patienten
durch die Teilnahme an der Studie besteht.

5  Elterninformation und Einverstandniserklarung
Siehe Anlage.
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