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1 Einleitung

1.1 Fruhgeburtlichkeit

Ein Frihgeborenes ist gemaR der WHO-Definition ein Kind, das nach Beginn der 22.
Schwangerschaftswoche und vor Vollendung der 37. Schwangerschaftswoche geboren
wurde. Wird ein Kind vor der abgeschlossenen 32. Schwangerschaftswoche geboren,
spricht man von einem sehr frilhen Friihgeborenen. Man teilt die Friihgeborenen anhand
ihres Geburtsgewichts in drei verschiedene Gruppen ein: unter 25009 = niedriges
Geburtsgewicht (LBW: low-birth-weight infant), unter 15009 = sehr niedriges
Geburtsgewicht (VLBW: very-low-birth-weight infant) und unter 1000g = extrem
niedriges Geburtsgewicht (ELBW: extremely-low-birth-weight infant). Laut
Bundesverband fir das friihgeborene Kind e.V. wurden im Jahr 2008 in Deutschland
insgesamt 60.354 Kinder zu friih geboren, das waren 9,0 % aller Geburten. Der Anteil
der unter der 32. SSW geborenen Kinder betrug 1,4 %. 9.133 Kinder wogen weniger als
1.500 Gramm (BQS-L&nderauswertung Geburtshilfe 2008).

Als Ausldser fir eine Frihgeburt spielen verschiedene Faktoren eine Rolle. Mitterliche
Risikofaktoren, z.B. allgemeine Faktoren wie Préaeklampsie, Nikotinkonsum, Diabetes
oder lokale Faktoren wie z.B. Geb&rmuttermyome, Blutungen, vorzeitige Wehen und
vorzeitiger Blasensprung sind dabei bedeutsam. Auch gibt es fetale Risikofaktoren;
dazu zéhlen unter anderem Mehrlingsschwangerschaften, intrauterine
Wachstumsverzdgerung oder chromosomale Anomalien. Die haufigste Ursache fiir eine
Frihgeburt sind aufsteigende urogenitale Infektionen der Mutter. In vielen Féllen bleibt
jedoch die Ursache fir verfriihte Wehen und/oder einen vorzeitigen Blasensprung
unklar (Goldenberg et al., 2008).

Die Frihgeburtlichkeit stellt die haufigste Ursache der perinatalen Mortalitat und
Morbiditét in den industrialisierten Landern dar. Aufgrund der Unreife ihrer Organe
besteht bei Friihgeborenen ein erheblich héheres Risiko fiir das Auftreten schwerer
Erkrankungen, wie z.B. Infektionen, Hirnblutungen (intraventrikuldre Hdmorrhagie),
Hirnschaden (periventrikulére Leukomalazie), Lungenerkrankungen (Atemnotsyndrom,
BPD), Darmerkrankungen (nekrotisierende Enterocolitis) und Retinopathien.

Durch optimierte intensivmedizinische MaRnahmen konnte in den letzten Jahrzehnten
die Uberlebenschance der Frilhgeborenen verbessert werden. Dennoch betragt die
Letalitat bei den Frihgeborenen mit einem Geburtsgewicht unter 1500 g ca. 10 %
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(Stichtenoth et al., 2012), wobei Erkrankungen der Lunge und Sepsis die wichtigsten
Ursachen darstellen.

1.2 Neonatale Sepsis

Die neonatale Sepsis stellt eines der Hauptprobleme in der Neonatologie dar.
Bakterielle Infektionen sind mit 1,1-2,7% der Lebendgeborenen die haufigsten
Erkrankungen in der Neugeborenenperiode (Sitzmann, 2002). Eine
Neugeborenensepsis, definiert als klinische Infektion innerhalb der ersten 28
Lebenstage mit Erreger-positiver Blutkultur, tritt bei ca. 1-10 /1000 Lebendgeburten auf
(Gladstone et al., 1990; Martinot et al., 1997). Aufgrund der unterschiedlichen
Pathogenese und des Erregerspektrums kann das Krankheitsbild der neonatalen Sepsis
in early-onset und late-onset Sepsis unterteilt werden. Tritt die Sepsis innerhalb der
ersten drei Lebenstage (<72 h post partum) auf, so spricht man von einer Friihsepsis
(early-onset). Hier werden die Erreger schon intrauterin oder peripartal auf das Kind
Ubertragen. Es handelt sich dabei meistens um B-Streptokokken und E.coli. Beginnt die
Infektion nach dem 3. Lebenstag (>72 h post partum), handelt es sich um eine
Spétsepsis (late-onset). Die Erreger entstammen der patienteneigenen Flora oder dem
Hospitalkeimen der Klinik (nosokomiale Infektion). Typischerweise treten sie zwischen
dem 7. und 21. Lebenstag auf (Schneeweil3, 2001; Faust et al., 2011).

Late-onset Septitiden (LOS) stellen bei Friihgeborenen ein h&ufiges und schweres
Problem dar. Durch ihr unausgereiftes Immunsystem sind Frihgeborene anfélliger fur
Infektionen. Je geringer das Gestationsalter und je niedriger das Geburtsgewicht ist,
desto hoher ist das Risiko, eine nosokomiale Infektion zu entwickeln (Freeman et al.,
1990). Bei VLBW Friihgeborenen liegt das nosokomiale Sepsisrisiko bei 10-30%
(Makhoul et al., 2002; Stoll et al., 2002; Faust et al., 2011). Die Mortalitat liegt
zwischen 5-21% in Abh&ngigkeit vom Gestationsalter (Martinot et al., 1997; Fanaroff et
al., 1998; Rodriguez et al., 1998). Neben der Unreife ihres Immunsystems spielen
weitere Faktoren eine Rolle, die das Infektionsrisiko der Friihgeborenen erhdhen. Im
Gegensatz zu gesunden Termingeborenen mussen Frithgeborene im Rahmen ihrer
lebensnotwendigen intensivmedizinischen Behandlung haufiger mit intravendsen
Zugangen und endotrachealen Tuben versorgt werden. Somit werden natirliche
Schutzmechanismen wie die Ziliarfunktion der Atemwegsepithelien oder die

Hautbarriere durch invasive Therapie- und Diagnostikverfahren gestort und
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ermoglichen so den Hautkeimen den Eintritt in die Blutbahn. Studien belegen, dass 66-
74,1 % der Septitiden auf neonatologischen Intensivstationen GefélRkatheter —assoziiert
sind (Raymond et al., 2000; Gastmeier, 2008). Auch steigt das Risiko, eine Sepsis zu

entwickeln, mit der Lange des stationdren Aufenthaltes (Fanaroff et al., 1998; Freeman

etal., 1990).

Weitere Faktoren, die zur erhohten Infektanfélligkeit bei Friilhgeborenen beitragen

kdnnten, sind immunmodulatorische Medikamente die im Rahmen der

intensivmedizinischen Betreuung eingesetzt werden. Gelegentlich werden in der

Neonatologie zur Verbesserung der respiratorischen Funktion immunsuppressiv-

wirkende Steroide eingesetzt. Zum einen antenatal zur Induktion der Lungenreife, zum

anderen postnatal bei Kindern mit BPD-Risikoerhohung. Studien belegen ein hoheres

Sepsisrisiko bei der Anwendung von postnatalen Steroiden (Johnson-Robbins et al.,

1996; Stoll et al., 1999).

Des Weiteren werden die antiphlogistisch wirkenden Substanzen Indomethacin und

Ibuprofen bei hdmodynamisch wirksamem offenen Ductus arteriosus Botalli eingesetzt,

uber deren Beeinflussung des neonatalen Immunsystems ist noch wenig bekannt.

In Tabelle 1 sind die wichtigsten Risikofaktoren der Sepsis bei Friihgeborenen

aufgezahlt.

Risikofaktoren der Sepsis

Referenz

Gestationsalter

Freeman et al., 1990; Stoll et al., 2002;
Faust et al., 2011

Geburtsgewicht

Freeman et al., 1990; Stoll et al., 2002;
Faust et al., 2011

Invasive Beatmung und Beatmungsdauer

Stoll et al., 2002; Makhoul et al., 2002

Verweildauer auf der NIPS

Freeman et al., 1990; Couto et al., 2006

Parenteralen Ernéhrung

Faranoff et al., 1998; Freeman et al., 1990;
Sohn et al., 2001

Versorgung mit Kathetern, Traumata der
Haut und Schleimh&ute

Raymond und Aujard, 2000; Sohn et al.,
2001; Chien et al., 2002

Gabe von immunsupprimierenden
Medikamenten

Johnson-Robbins et al., 1996; Stoll et al.,
1999

Unreife des Immunsystems

(siehe Tabelle 2)

Tabelle Risikofaktoren der Sepsis bei Frithgeborenen
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Die h&ufigsten Erreger der nosokomialen Sepsis sind wenig —virulente, koagulase-
negative Staphylokokken (KNS). Ca. 50-60 % der late-onset Septitiden werden durch
KNS verursacht (Stoll et al., 2002; Isaacs et al., 2003; Faust et al., 2011). Der am
haufigsten in Blutkulturen nachgewiesene Keim ist der zur KNS-Spezies gehdrende
Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis).

Eine frihzeitige Diagnose und Behandlung einer Sepsis ist von grof3er Bedeutung.
Jedoch ist die Diagnose haufig schwer zu stellen, da die klinischen Symptome bei
Frihgeborenen und Neugeborenen sehr unspezifisch sind. Neben klinischen Zeichen
wie Lethargie, Tachykardie, Hypotension, Apnoen, Hypo-/Hyperthermie oder
gastrointestinaler Symptomatik, helfen auffallige Laborparameter bei der
Diagnosestellung. Ein Keimnachweis in Blutkulturen gelingt nur selten (ca. 10-20 %
(Faust et al., 2011)). Da ein Erregernachweis haufig nicht mdglich ist, wurden
differenzierte Definitionen der primaren Sepsis bei Friihgeborenen mit einem
Geburtsgewicht < 1500 g nach dem Surveillance-Protokoll NEO-KISS des NRZ
(Nationales Referenzzentrum flr Surveillance von nosokomialen Infektionen des
Robert Koch Institutes) etabliert. Dabei werden drei verschiedene Sepsisformen
unterschieden: die klinische Sepsis ohne Erregernachweis, die mikrobiologisch
bestatigte Sepsis und die mikrobiologisch bestatigte Sepsis durch KNS (Geffers et al.,
2005) (Kriterien: siehe Anhang).

1.3 Immunsystem des Friihgeborenen

Die Aufgabe des Imunsystems besteht darin, kérperfremde Strukturen zu erkennen und
zu beseitigen. Das Immunsystem wird in eine angeborene (unspezifische) und adaptive
(spezifische) Infektionsabwehr eingeteilt. Dabei stehen die angeborene und die adaptive
Immunitat in enger Wechselbeziehung. Das angeborene Immunsystem ist fir die frihe
Abwehr von Mikroorganismen zustandig. Sie ist unspezifisch und somit gegen eine
Vielzahl von Pathogenen gerichtet. Monozyten, Makrophagen, neutrophile
Granulozyten und Killerzellen bilden die zelluldre Abwehr des angeborenen
Immunsystems. Zu den molekularen Bestandteilen gehdren Akute-Phase-Proteine, das
Komplementsystem, antimikrobielle Peptide sowie die von Monozyten und
Makrophagen gebildeten Zytokine. Eine weitere Komponente ist die physiko-chemische

Barriere der Haut und Schleimhaute.
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Die spezifische Abwehr wird durch zwei Klassen von Lymphozyten vermittelt, B- und
T-Zellen. Sie ist spezifisch gegen Antigene eines bestimmten Erregers gerichtet.
Wichtiger Bestandteil sind die von Plasmazellen gebildeten Immunglobuline (Janeway
etal., 2002 a).

Im Vordergrund der Infektabwehr bei Neugeborenen steht das angeborene
Immunsystem. Das Immunsystem des Frilhgeborenen ist bei der Geburt noch nicht
vollstandig ausgereift. Es lassen sich Defizite in verschiedenen Bereichen des
korpereigenen Abwehrsystems nachweisen.

So sind Frihgeborene im Gegensatz zu alteren Kindern und Erwachsenen nicht in der
Lage, aufgrund einer verminderten Knochenmarkreserve wéhrend akuter bakterieller
Infektionen die Zahl der zirkulierenden Neutrophilen drastisch zu erhéhen (Carr und
Huizinga, 2000). Studien belegen, dass auBerdem funktionelle Aktivitaten wie z.B.
Adhérenz, Verformbarkeit, Chemotaxis, Rezeptor-Expression und Phagozytose
neonataler Neutrophiler herabgesetzt sind (Chirico et al., 1985; Anderson, 1989;
Falconer et al., 1995; Carr, 2000). Die opsonisierende Aktivitat und
Phagozytoseféhigkeit der neonatalen Granulozyten ist abhangig vom Gestationsalter
(Fleer et al., 1985). Die Granulozyten Frihgeborener weisen auerdem eine verminderte
oxidative Aktivitat auf (Drossou et al., 1997). Auch konnte gezeigt werden, dass bei
Frihgeborenen der Spiegel vom Granulozyten-stimulierenden Faktor abhéngig vom
Gestationsalter ist (Chirico et al., 1997). Es ist davon auszugehen, dass der quantitative
und der qualitative Mangel im phagozytaren System einen Grofteil der erhdhten
Infektanfalligkeit der Friihgeborenen ausmachen.

Des Weiteren besitzen Friihgeborene unter der 32. SSW unzureichende
Immunglobulinspiegel, da die Ubertragung miitterlicher Antikorper tiber die Plazenta
auf den Fetus erst ab der 17. SSW stattfindet, vor allem aber wahrend des letzten
Schwangerschaftstrimenons. Der protektive Effekt (,,Nestschutz*“) der mitterlichen 1gG
Antikdrper durch opsoninabhangige Phagozytose ist somit bei den Friihgeborenen
vermindert. Die Immunglobulinkonzentration der Frihgeborenen korreliert mit dem
Gestationsalter (Ballow et al., 1986). Eine weitere Ursache der erhohten
Infektionsneigung ist, dass Friihgeborene einen deutlichen Mangel an
Komplementfaktoren zeigen. Die Konzentration von Komplementfaktoren ist umso
niedriger je geringer das Gestationsalter des Kindes ist (Wolach et al., 1997). Auch
zeigt sich bei Frihgeborenen eine verminderte Aktivitat der natirlichen Killerzellen
(Gasparoni et al., 2003).

11
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Des Weiteren weist das spezifische Immunsystem der Friihgeborenen Defizite auf. Die
Unreife der T- und B-Zellen ist unter anderem durch eine reduzierte
Lymphozytenproliferation und eine verminderte Antikérperproduktion charakterisiert
(Splawski et al., 1991; Voeten et al., 1993).

Tabelle 2 verdeutlicht die Funktionseinschrankung der einzelnen Abwehrsysteme beim

Frihgeborenen.

Abwehrsystem | Funktionseinschrankung beim Frithgeborenen Referenz

Haut Dinnere Keratinschicht, fehlendes Unterhaut Fettgewebe, Kalia et al., 1998
damit Barrierefunktion vermindert, hoher Wasserverlust tiber [Rutter, 1996
die Haut, dadurch Entstehung eines feuchten Milieu Chiou et al., 2004
Fehlende Mikroflora

Schleimhaut Gastrische Saureproduktion reduziert, Rognum et al., 1992
Verlangsamte Peristaltik (Magenentleerung), Vulnerable Mallow et al., 1996

Schleimhaut, reduzierte lokale Abwehr (Peyer-Plagues, IgA,
intraepitheliale Granulozyten)
Fehlende Mikroflora

,»Nestschutz* Transfer der mitterlichen Immunglobuline (1gG) grofitenteils [Ballow et al., 1986

(Transfer erst nach der 28. SSW

mutterlicher

Immunitat)

Angeborenes Reduzierte Knochenmarkspeicher von Granulozyten Carr u. Hurz., 2000

Immunsystem | Reduzierter Spiegel von Granulozyten-stimulierender Faktor (Chirico et al., 1997
Reduzierte Komplementaktivitat Wolach et al., 1997
Reduzierte Ausschittung von Zytokinen Drossou et al., 1997
Reduzierte Phagozytoseaktivitat von Makrophagen Falconer et al., 1995
Opsonisierungsaktivitét unreif Fleer et al., 1985
Unreifer ,,Oxydativer Burst* Drossou et al., 1997
Verminderte Bildung von Adhé&sions-Molekiilen Strunk et al., 2004

Adaptives Lymphozytenproliferation reduziert Splawski et al., 1991

Immunsystem | Reduzierte Antikdrperproduktion \Voeten et al., 1993
Unreife Zytokinproduktion durch T-Lymphozyten Schultz et al., 2002
Verminderte anti-inflammatorische Zytokinproduktion Schultz et al., 2004
Unreife der natiirlichen Killerzellen Gasparoni et al., 2003

Tabelle : Unreife des kérpereigenen Abwehrsystems bei sehr kleinen Frihgeborenen
(in Anlehnung an die Tabelle von Faust et al., 2011)

Eine Besonderheit des fetalen Immunsystems ist eine dominierende Th2 —
Immunantwort.

T-Helferzellen kénnen sich unter Einfluss von Zytokinen in zwei Untergruppen, die
Th1- und Th2-Zellen, ausdifferenziere, die jeweils unterschiedliche Zytokine
produzieren. Die Th1-Zellen fuhren zur zellvermittelten Immunitét, insbesondere durch
die Sekretion von pro-inflammatorisch wirkenden Zytokinen wie TNF-a, IFN-y und
IL-2. Von den Th2-Zellen werden die anti-inflammatorischen Zytokine IL-4, IL-5 und
IL-10 freigesetzt, welche die Sekretion von Immunglobulinen stimulieren. Somit

fordern Th2-Zellen die humorale Immunreaktion (Janeway et al., 2002Db).

12
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Die Dominanz der Th2-Immunantwort entsteht durch die hormonelle Umstellung
wéhrend der Schwangerschaft im Rahmen einer physiologischen Immunsuppression
(Toleranz). Die Differenzierung des maternalen und fetalen Immunsystems in Richtung
Th2 ist fur eine erfolgreiche Implantation, Plazentaentwicklung und das Uberleben des
Fetus unabdingbar (Dealtry et al., 2000; Raghupathy et al., 2000). Dadurch entsteht eine
Verschiebung im Gleichgewicht der Th1/Th2- Zytokine zugunsten der anti-
inflammatorisch wirkenden Th2-Zytokine (Dealtry et al., 2000; Levy, 2005; Morein et
al., 2007). Durch die Th2-Dominanz steht folglich die humorale Immunantwort im

Vordergrund, die zellvermittelte Immunitat wird unterdrickt.

1.4 Zytokine

Zytokine sind 16sliche Molekiile, die als Botenstoffe Interaktionen zwischen Zellen
vermitteln.

Im Rahmen einer Infektion koordinieren sie das Zusammenspiel immunkompetenter
Zellen und besitzen daher eine zentrale Rolle in einer addquaten Immunantwort. Sie
regulieren positiv und negativ eine Vielzahl verschiedener biochemischer Prozesse in
der Entziindungskaskade. Zur Gruppe der Zytokine gehéren Chemokine, Interferone,
Interleukine, Wachstumsfaktoren und Tumornekrosefaktoren. Zytokine weisen
vielféltige Funktionen auf, sie umfassen Chemotaxis, Aktivierung und
Wachstumsregulation von Zielzellen, Angiogenese, Hamatopoese und Kontrolle der
Apoptose. Sie werden von Makrophagen, B-Lymphozyten, T-Lymphozyten, natiirlichen
Killerzellen und Fibroblasten gebildet. Die Wirkung der Zytokine erfolgt Giber eine
Bindung an spezifische Rezeptoren auf der Membran von Zielzellen. Zytokine werden
aufgrund ihrer zentralen Rolle in der Immunantwort als biochemische Marker im
Rahmen von Infektionen eingesetzt (Janeway et al., 2002c).

Zytokine besitzen einen fordernden und einen hemmenden Einfluss auf die
Entzlindungsreaktion. Entzlindungsreaktionsférdernde Zytokine werden pro-
inflammatorisch, hemmende Zytokine werden anti-inflammatorisch genannt.

Wichtig ist ein funktionierendes Gleichgewicht zwischen pro-inflammatorischer und
anti-inflammatorischer Reaktion. Eine iberschieRende pro-inflammatorische Reaktion
kann gewebetoxische Wirkungen haben und bis zum septischen Schock, Multi-
Organversagen oder Tod fiihren. Die Effekte der pro-inflammatorischen Zytokine

werden durch die hemmende Wirkung der anti-inflammatorischen Zytokine reguliert.
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In Studien werden Zusammenhange zwischen erhohten pro-inflammatorischen Zytokin-
Spiegeln und neonataler Organdysfunktionen hergestellt. So spielen beispielsweise
erhdhte pro-inflammatorische Zytokine bei der Genese der periventrikuléren
Leukomalazie (Yoon et al., 1997) und des Atemnotsyndroms (Hitti et al., 1997) eine
Rolle.

Frihere Studien zeigen, dass Fruh- und Neugeborene durchaus in der Lage sind,
ausreichende Mengen an pro-inflammatorischen Zytokinen (IL-6, IL-8, TNF-a) zu
bilden. Die Expression der anti-inflammatorischen Zytokine (IL-10) ist jedoch im
Vergleich zu Erwachsenen deutlich verringert (Dembinski et al., 2003; Schultz et al.,
2002; Schultz et al., 2004).

Da Zytokine quantitativ messbare Botenstoffe sind, kdnnen sie als indirekte Parameter
der Immunfunktion gedeutet werden. Es gibt verschiedene Mdglichkeiten, Zytokine zu
quantifizieren; ein etabliertes Verfahren ist der VVollblutassay mit Bestimmung der
Zytokinexpression mittels Durchflusszytometrie oder ELISA.

In dieser Arbeit werden vor allem die folgenden vier Zytokine naher untersucht:

1.4.1 Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) ist ein pro-inflammatorisch wirkendes Zytokin. Als Hauptproduzent
gelten die durch Antigenkontakt aktivierten Monozyten und Makrophagen. Zu den
vielféltigen Effekten von IL-6 zahlt die Stimulation des Wachstums und der
Differenzierung von Lymphozyten, insbesondere der antigenproduzierenden B-Zellen.
AuRerdem stimuliert es die Hepatozyten zur Bildung von Akute-Phase-Proteinen und
regt im Knochenmark die Proliferation der hamatopoetischen Stammzellen an (Borden
et Chin., 1994). IL-6 ist ein Marker der Aktivitat der Zytokin-Kaskade; die
Konzentrationen im Serum korrelieren mit der Schwere und dem Outcome einer Sepsis
(Damas et al., 1992; Hotoura et al., 2011). Da IL-6 mit hoher Sensitivitét ein
Frahindikator einer Sepsis ist, wird es in manchen Kliniken zu diagnostischen Zwecken

eingesetzt.

1.42  Tumornekrosefaktor-a

Der Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)) wird hauptsédchlich von Makrophagen
ausgeschlttet. Er spielt eine zentrale Rolle bei der Koordination einer
inflammatorischen Reaktion und in der Aktivierung der Zytokin-Kaskade. TNF-a

fordert die Bildung von weiteren pro-inflammatorischen Zytokinen wie z.B. IL-6 und
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IL-8. TNF-a induziert eine lokale entziindliche Reaktion, indem er die vaskulare
Permeabilitat erhoht, die Adhédsion von Thrombozyten und Leukozyten an die
GefaBwand fordert und eine intravasale Gerinnung hervorruft. Er kann auf
entsprechende Zielzellen direkt zytotoxisch wirken und regt auRerdem Makrophagen
zur Phagozytose an. Systemisch induziert TNF-a Fieber und stimuliert die Bildung von
Akute-Phase-Proteinen in der Leber. Eine Uberschiellende Freisetzung von TNF-o kann
durch die massive Vasodilatation, Plasmaverlust durch die Aktivierung des
GeféaRendothels und intravasaler Gerinnung mit Verbrauchskoagulopathie, zu einem
septischen Schock fuhren (Janeway et al., 2002¢). TNF-a spielt eine zentrale Rolle in
der Pathophysiologie von entziindlichen Erkrankungen wie z.B. dem M. Crohn und der
rheumatoiden Arthritis (Feldmann et al., 1996; Plevy et al., 1997).

1.4.3 Interleukin-10

Interleukin-10 (IL-10) gehort zur Klasse der anti-inflammatorisch wirkenden Zytokine.
Gebildet wird es vor allem von stimulierten Th2-Zellen und Monozyten. Es unterdriickt
die Proliferation des Monozyten-Makrophagen-Systems und verhindert somit
uberschiel’ende Entzlindungsreaktionen. Es reguliert die Synthese pro-
inflammatorischer Zytokine wie IL-1, IL-6, IL-8 und TNF-o und fordert die
Proliferation der B-Lymphozyten und stimuliert diese zur Antigenproduktion (Janeway
et al., 2002d; More et al., 2001).

1.4.4  Transforming Growth Faktor-p

Der Transforming Growth Faktor-8 (TGF-R) wird in erster Linie von Monozyten und
Makrophagen produziert. Er ist ein multifunktionelles Zytokin, das verschiedenste
biologische Effekte wie Proliferation, Zelldifferenzierung, Embryonalentwicklung,
Migration und Apoptose beeinflusst. TGF-R wirkt auf das Immunsystem supprimierend.
Er inhibiert unter anderem die Zytokin-stimulierte Proliferation und Differenzierung
von T- und B-Zellen und die zytotoxische Wirkung von zytotoxischen T-Zellen und
natlrlichen Killerzellen (Ahuja et al., 1993; Janeway et al., 2002e). Eine weitere anti-
inflammatorische Wirkung von TGF-R ist die Hemmung der Produktion von IL-1, IL-2,
TNF-o und IFN-y (Turner et al., 1990). TGF-p besitzt auch pro-inflammatorische
Eigenschaften wie z.B. die Chemotaxis von Makrophagen (Wahl et al., 1987).
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1.5 Ibuprofen und Indomethacin

In der Neonatologie kommen verschiedene Medikamente zum Einsatz, die das
Immunsystem beeinflussen. Zu den h&ufig angewendeten Medikamenten gehoren
Ibuprofen und Indomethacin. Sie lassen sich in die Gruppe der nichtsteroidalen
Antirheumatika (NSAR) einordnen. Die Wirkung der NSAR beruht auf der Hemmung
der Cyclooxygenasen (COX), die die Synthese von Prostaglandinen aus der
Arachidonséure katalysieren.

Es sind drei Isoenzyme der Cyclooxygenase nachgewiesen worden, COX I, COX Il und
COX 111. Durch die COX | werden wichtige physiologische Vorgange (gastrointestinale
Zytoprotektion, vaskuldre Homeostase und Nierenfunktion) reguliert. Sie kommt in
vielen Geweben vor und wird konstitutiv exprimiert. Die COX Il wird vor allem durch
akute oder chronische Entziindungsprozesse induziert.

Im Rahmen einer Entziindung sind Prostaglandine wichtige immunmodulatorische
Molekiile. Sie regulieren Prozesse wie z.B. Schmerzempfinden, Temperaturanstieg,
Vasodilatation und Exsudation. Durch die Hemmung der Prostaglandinsynthese
besitzen NSAR drei hauptsachliche Wirkungsqualitaten, die unterschiedlich stark
ausgeprégt sein konnen, fiebersenkend (antipyretisch), analgetisch und
entziindungshemmend (antiphlogistisch) (Smith et al., 2000).

Die héufigste Indikation von Ibuprofen und Indomethacin in der Neonatologie ist ein
nach der Geburt persistierender Ductus arteriosus. Das Persistieren des Ductus
arteriosus gehort zu den haufigsten kardialen Problemen in der Neonatalzeit. VVor allem
bei Friihgeborenen ist damit ein erhdhtes Risiko fur Hirnblutungen, Lungenblutungen,
periventrikuldre Leukomalazie, bronchopulmonale Dysplasie und nekrotisierende
Enterocolitis assoziiert (Bancalari et al., 2005; Capozzi und Santoro, 2011). Nach einer
Studie von Stoll et al. 2010 liegt die Inzidenz bei Friilhgeborenen mit einem
Geburtsgewicht unter 1500 g bei 46 %.

Unter anderem wird die vasodilatierende Wirkung von Prostaglandin E (PGE?2) fiir das
Persistieren des Ductus arteriosus verantwortlich gemacht (Chang et al., 2010). Durch
ihren hemmenden Effekt auf die Prostaglandinsynthese werden Ibuprofen und
Indomethacin zur Therapie intravends eingesetzt. Es ist bislang nicht bekannt,
inwieweit diese Substanzen das Immunsystem von Frih- und Neugeborenen

beeinflussen.

16



Einleitung

1.6 Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) ist ein grampositives Bakterium, das zur
normalen Haut- und Nasenflora des Menschen gehort und zur Spezies der KNS gezahlt
wird.

Trotz ihrer geringen Pathogenitat gehdren KNS zu den am haufigsten nachgewiesenen
LOS-Erregern beim Frihgeborenen. Aus atiologischer Sicht sind S. epidermidis-
Infektionen bei Friih-und Neugeborenen hauptséchlich mit notwendigen
intensivmedizinischen Prozeduren assoziiert, z.B. die Anlage peripher-vendser und
zentralvenoser Katheter und Beatmung, weil dadurch die Eintrittspforte von
Hautkeimen in den Organismus gegeben ist.

Bedeutend fir die Pathogenitat von S. epidermidis ist die Fahigkeit, an der Oberflache
von kinstlichen Materialien wie z.B. Kathetern, Endotrachealtuben und Magensonden
zu adherieren und einen Biofilm auszubilden. Dieser besteht aus mehreren kompakten
Zellschichten, die von einer extrazelluldren Matrix umhllt sind. Beweisend fur die
Pathogenitét ist, dass Biofilm-bildende KNS wesentlich haufiger bei signifikanten
Infektionen angetroffen werden als Biofilm-negative Stdamme (Hall et al., 1987; Eiff et
al., 2002; Ziebuhr et al., 2006).

Bei der Biofilmbildung kann man drei Phasen unterscheiden. Die schnelle primére
Adhasion einzelner Zellen an eine Polymer-Oberflache, die darauf folgende
Proliferations- und Akkumulationsphase zu einem mehrschichtigen Biofilm und
schliellich die Ablésungsphase, in der einzelne Zellen oder Zellaggregate aus dem
Biofilm freigesetzt werden (Streuung der Infektion) (Otto, 2008). Bei der interzelluléren
Adhasion der Bakterien spielt das extrazellulére Polysaccharid PIA (polysaccharide
intercellular adhesin) eine bedeutende Rolle (Mack, 1999). Synthetisiert wird PI1A durch
die Enzyme, die im intercellular adhesin (ica) Operon codiert werden. Dieses besteht
aus den vier Genen icaA, icaD, icaB und icaC (Heilmann et al., 1996).

KNS sind oft gegeniiber einem breiten Spektrum von Antibiotika resistent, unter
anderem gegenuber Penicillin und Aminoglykosiden (Klingenberg et al., 2004). Ein
besonderes Problem ist die weit verbreitete Methicillin-Resistenz. Sie beruht auf der
Ausbildung eines mecA Genes, welches ein Penicillin-Bindeprotein (PBP2a) mit nur
geringer Affinitét fiir f-Laktamantibiotika codiert (Suzuki et al., 1992).
Biofilm-produzierende KNS weisen h&ufig ein noch breiteres

Antibiotikaresistenzmuster auf. Einerseits liegt dies an der verminderten Diffusion bzw.
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unmoglichen Penetration des Antibiotikums durch die extrazellulare Matrix des
Biofilms und andererseits weisen die Bakterien im Biofilm eine verminderte
Wachstumsrate auf und bieten somit Antibiotika, die in den Stoffwechsel der Bakterien
eingreifen, kaum Angriffspunkte (Mah und O'Toole, 2001; Granslo et al., 2008).
Zusétzlich erlaubt der in Biofilmen erleichterte horizontale Gentransfer eine schnelle
Verbreitung von Resistenzgenen zwischen den einzelnen Bakterienzellen.

Die Fahigkeit zur Biofilmbildung macht die KNS nicht nur resistent gegen bestimmte
Antibiotika, sie ermdglicht ihnen auch, den Abwehrmechanismen des Kérpers zu
entgehen (Goldmann, 1993). Die Ausbildung des interzellularen Polysaccharid-Adhasin
schiitzt die Bakterien vor den Mechanismen des angeborenen Immunsystems, indem es
den KNS maligeblich Schutz vor Phagozytose durch neutrophile Zellen, vor dem
Komplementsystem, Chemotaxis und antimikrobiellen Peptiden bietet (Vuong et al.,
2004; Kristian et al., 2008). Eine reduzierte Immunreaktion auf Biofilm-bildende

S. epidermidis wird z.B. durch eine verminderte CRP-Bildung deutlich. Biofilm-
positive S. epidermidis-Stamme fuhren zu niedrigeren CRP-Spiegeln als Biofilm-
negative Isolate (Klingenberg et al., 2005). Der genaue Mechanismus der verminderten
Immunantwort auf Biofilm-bildende S. epidermidis ist bisweilen nicht vollstandig
geklart.

Im Allgemeinen ist die Immunreaktion des Menschen auf S. epidermidis noch
unzureichend erforscht. Eine Studie von Strunk et al. 2010 konnte erstmalig aufzeigen,
dass der Toll-like Rezeptor 2 (TLR2) eine grof3e Bedeutung fur die Erkennung und
Eliminierung von S. epidermidis hat. Uber den TLR2 wird die Immunantwort
eingeleitet und die Zytokinproduktion aktiviert.

Die hohe Inzidenz der KNS-Sepsis bei Frihgeborenen wird allgemein auf das unreife
Immunsystem zurlckgefihrt. Doch der genaue Mechanismus dieser Anfalligkeit ist
noch unklar. Unter anderem spielt der IgG-Mangel der Friihgeborenen und die
verminderte Komplementaktivitat und die damit verbundene reduzierte
Opsonophagozytose-Aktivitat dabei eine Rolle.

Gegenwartig ist auch die Zytokinantwort auf eine KNS-Exposition nur sehr wenig
erforscht. Die wenigen verfligbaren Daten konzentrieren sich hauptséchlich auf
Untersuchungen von Erwachsenen. Es mangelt an Informationen tber eine KNS-
induzierte Zytokinantwort von Friih- und Neugeborenen, die notwendig wéren, um die
Pathogenese besser zu verstehen und langfristig Strategien zur Prévention zu

entwickeln.
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Im Vergleich zu anderen Erregern verlauft eine KNS-Sepsis bei Friihgeborenen selten
fulminant und weist eine geringere Letalitat (ca. 1-2 %) auf (Isaacs, 2003; Makhoul et
al., 2005). Jedoch kann eine systemische KNS-Infektion das Risiko der Friihgeborenen
flr Folgeerkrankungen, wie z.B. eine bronchopulmonale Dysplasie, deutlich erhdhen
(Liljedanl et al., 2004; Hartel et al., 2009; Lahra et al., 2009).

Der Nachweis von KNS in den Blutkulturen ist haufig ein diagnostisches Problem.
Wegen der ubiquitéren Besiedelung des Menschen mit KNS ist haufig schwer zu
unterscheiden, ob es sich um eine Kontamination der Probe handelt oder um einen

klinisch bedeutsamen KNS-Keim.
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2 Fragestellung

Aufgrund ihres unausgereiften Immunsystems sind Frihgeborene anféllig fiir schwere
Infektionen; je geringer das Gestationsalter desto hoher ist das Risiko, eine Sepsis zu
entwickeln. Unter anderem wird eine unzureichende Zytokinproduktion der
Frihgeborenen fiir die Anfalligkeit fur Infektionen verantwortlich gemacht. Die
haufigsten Erreger der LOS bei Friihgeborenen sind KNS, wobei in den meisten Fallen
S. epidermidis in den Blutkulturen nachgewiesen wird.

Die meisten in-vitro Voruntersuchungen konzentrieren sich jedoch auf LPS
(Wandbestandteil gramnegativer Bakterien) als spezifisches Antigen zur Auslésung der
angeborenen Immunantwort. Die durch spezifische Bakterien induzierte Immunantwort
ist bei Friih- und Neugeborenen noch unzureichend charakterisiert.

Ziel der Arbeit ist die Charakterisierung der durch S. epidermidis induzierten
Immunantwort bei Friihgeborenen und reifen Neugeborenen.

Denn die genauere Kenntnis der neonatalen Zytokinbildungsféhigkeit ermdglicht ein
besseres Verstdndnis der Pathogenese der systemischen Entziindungsantwort und kénnte
langfristig der Préavention von Folgeschaden, die durch die eigene unbalancierte

inflammatorische Antwort auf Infektionen entstehen, dienen.

Die Arbeit ist in 4 Teilprojekte unterteilt:

1. Zundchst soll ein in-vitro S. epidermidis-Sepsis Modell etabliert werden. Es wird
untersucht, ob eine Immunantwort in-vitro induzierbar und anhand von
Zytokinmessungen quantifizierbar ist.

2. Im Folgenden soll die Fahigkeit zur Bildung pro- und anti-inflammatorischer
Zytokine in Abhé&ngigkeit von Gestationsalter untersucht werden.

3. Desweiteren soll gepriift werden, ob unterschiedliche Stdamme von
S. epidermidis, die aus dem Blut von Friihgeborenen isoliert werden konnten, die
pro-inflammatorische Zytokinproduktion beeinflussen.

4. SchlieBlich soll im letzten Teil der Einfluss von immunmodulatorischen
Medikamenten wie Ibuprofen und Indomethacin auf die Zytokinproduktion

naher betrachtet werden.
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3

Material und Methoden

Im Folgenden sind nur diejenigen Materialien aufgefiihrt, die zusétzlich zur Standard-

Laborausstattung verwendet wurden.

3.1

3.2

Reagenzien
Agua destillata
RPMI 1640 Medium mit 2 g/l NaHCO3 ohne L-Glutamin (Seromed Biochrome,
Berlin, Deutschland)
Penicillin/ Streptomycin (Seromed Biochrom, Berlin, Deutschland)
N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin 200mM (Seromed Biochrom, Berlin,
Deutschland)
Nicht-essentielle Aminosauren (NEA) (Seromed Biochrom, Berlin,
Deutschland)
Natriumpyruvat 100mM (Seromed Biochrom, Berlin, Deutschland)
PBS-1 pH 7,2, 500ml (Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland)
Monensin (Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland)
HEPES Puffer (Seromed Biochrom, Berlin, Deutschland)
Magermilchpulver (kommerziell erhdltlich)
Paraformaldehyd PFA (Riedel de Haen AG, Seelze, Deutschland)
Saponin (Riedel de Haen AG, Seelze, Deutschland)

Gerate, Hilfsmittel
Coulter ACT8 (Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland)
Sicherheitswerkbank (Heraeus, Hanau Deutschland)
Sterile 6- und 24-Well-Platten (Nune AIS Kamstrupvej, Denmark)
Lithium-Heparin tubes 4.5 ml (Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland)
Brutschrank (37°C / 5% CO,)( Heraeus 6000 , Hanau, Deutschland)
Falcon 15 ml Rohrchen (Greiner, Labortechnik, Frickhausen, Deutschland))
Zentrifuge (Hettich Rotunda 46 RSC, Tuttlingen, Deutschland)
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3.3

3.4

3.5

Durchflusszytometer BD FACS-Canto (BD Pharmingen, Heidelberg,
Deutschland)

Columbus Washer (Tecan Crailsheim, Deutschland)

Sunrise absorbance Reader (Tecan, Crailsheim, Deutschland)

ELISA Kit: Quantikine®: IL-6, IL-10, TNF-a (R+D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt, Deutschland)

Stimulantien
LPS (Lipopolysaccharid)
Bakterium: Staphylococcus epidermidis
o Stamm ATCC 12228 (Kontrolle): IcaABD negativ
o Stamm 94B080 (1): Geonotyp A nach der von Bjorkqvist et al. 2002
etablierten Klassifikation. IcaABD positiv (Biofilm Produktion), MecA
positiv (Methizillin/Aminoglycosid Resistenz), isoliert von einem 26
SSW alten Fruhgeborenem mit klinischer Sepsis
o Stamm 94B575 (2): Genotype ,,single isolate* A nach der von Bjorkqvist
et al. 2002 etablierten Klassifikation IcaABD und MecA negativ, isoliert
von einem 31 SSW alten Friihgeborenen mit klinischer Sepsis
Eingesetzte Konzentrationen: 1 und 10 koloniebildende Einheiten/Leukozyt

Medikamente

Ibuprofen, Pedea 5mg/ml (Orphan Europe SARL, Puteaux, Frankreich)
Indomethacin, Confortid, 50 mg/ml (Alphapharma-ISIS GmbH&Co0.KG,
Langenfeld, Deutschland)

Antikorper

Monoklonale Fluoreszenz-konjugierte Antikorper

IL-6 — FITC MQ2-13A5, Ratte IgG1  (BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland)
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e TNF-a-FITC MAbll, Maus IgG1l (BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland)
e CDI14-PE RMO52, Maus lIgG2a (Beckmann Coulter, Marseille,

Frankreich)

3.6 Computerprogramme

e SPSS® 9.0 Statistik Software (SPSS Inc., Chicago, IL, U.S.A.)

e Sigma Plot 2000® Version 6.0, Graphik Software (SPSS Inc., Chicago, IL,
U.S.A)

e EPICS XL System II™, Version 1.0, Software (Coulter-Electronics)

e ELISA-Software, Magellan, Version 1.60

e FACS- Software, Facs Diva 5.0

3.7 Blutproben von Probanden und Patienten

Die Nabelschnurblutproben stammen von Friihgeborenen (24+0 - 36+6 SSW) und
Reifgeborenen, die in der Zeit von 2005-2007 in der Klinik fir Frauenheilkunde und
Geburtshilfe des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein-Campus Lubeck (Direktor:
Prof. Dr. med. Klaus Diedrich) geboren wurden. Das fir die Studien notwendige Blut
wurde unmittelbar nach Geburt im Rahmen der medizinisch notwendigen Blutentnahme
aus dem kindlichen Anteil der abgeklemmten Nabelschnur an der Plazenta entnommen.
Die Blutentnahmen erfolgten nach Aufklarung und Einholen des Einverstandnisses der
Eltern sowie Zustimmung zur Speicherung verschlisselter, personenbezogener Daten.
Ausschlusskriterien der Studie waren eine nachgewiesene Infektion des Kindes,
Fehlbildungen, ein bekannter Immundefekt in der Familie oder eine Entbindung wegen
eines Amnioninfektionssyndroms.

Als Kontrolle dienten durch periphere Venenpunktion entnommene Blutproben von
gesunden Blutspendern (Institut fur Immunologie und Transfusionsmedizin des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein Campus Lubeck, Leitung: Prof. Dr. med.
Siegfried Gorg). Wie Vorversuche zeigten, konnten die Proben bis zu 24 Stunden bei
Raumtemperatur in Lithium-Heparin Rohrchen bis zur Weiterverarbeitung gelagert

werden, ohne die Ergebnisse signifikant zu beeinflussen (Schultz et al., 2002). Eine
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Genehmigung der Untersuchung durch die Ethik Kommission des UK-SH Campus liegt
vor (A05-105).

3.7.1  Probanden der einzelnen Versuchsreihen
Reihe 1:
e 11 Spender (3 weiblich, 8 mannlich, Alter: Mittelwert: 44 Jahre (38-50))
e 14 Neugeborene (6 weiblich, 8 ménnlich, Gestationsalter: Mittelwert: 39 SSW
(37,5-40,5 SSW))

Reihe 2:
e 115 Friihgeborene (55 weiblich, 60 mannlich, Gestationsalter: Mittelwert: 31,6
SSW (24,0-36,0))
e 127 Neugeborene (59 weiblich, 68 mannlich, Gestationsalter: Mittelwert: 39,1
SSW (37,0-43,0))
Reihe 3:
e 11 Neugeborene (5 weiblich, 6 méannlich, Gestationsalter: Mittelwert: 38,5 SSW
(37,3-40,2))
Reihe 4:
e Indomethacin: 11 Neugeborene (6 weiblich, 5 mannlich, Gestationsalter:
Mittelwert: 38,4 SSW (34,3-41,6))
e lbuprofen: 22 Neugeborene (7 weiblich, 15 ménnlich, Gestationsalter:
Mittelwert 39,3 SSW (32,5-41,4))
e 14 Spender (8 weiblich, 6 mannlich, Alter: Mittelwert 42 Jahre (22-63))

3.8 Messung intrazellularer Zytokine

3.8.1 Vollblutkulturansatz

Zunéchst erfolgte die Messung der Leukozytenzahl der Vollblutproben im Lithium-
Heparin R6hrchen maschinell durch den vollautomatischen Hdmatozytometer. Der
Vollblutstimulationstest wurde gemal3 des Protokolls (Hartel et al., 1999; Schultz, 2003)
durchgefuhrt. Die Blutproben wurden mit RPMI Kulturmedium, das mit Penicillin
100U/ml, Streptomycin 100ug/ml, N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin 2mmol/I, nicht-

essentiellen Aminoséuren (NEA) und Natriumpyruvat Immol/l (Zusammensetzung:
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siehe Tabelle 3) angereichert war, auf einheitliche Konzentrationen von 5x10°
Leukozyten /ml verdiinnt. Zu 1000ul der Zellverdiinnung wurden 500ul Nahrmedium
zugegeben und in sterile 24-Wellplatten Gberfihrt. Es folgte die Stimulation mit LPS
(30ng/ml) oder S. epidermidis (1-10 koloniebildende Einheiten/Leukozyt).
AnschlieBend wurde, um die extrazellulare Ausschittung der Zytokine aus den Zellen
zu verhindern, der zellulare Golgi-Apparat durch Gabe von 50ul Monensin zu allen
Proben geblockt. Die Proben wurden anschlielend 4 Stunden bei einer Temperatur von
37°C und 5% CO, im Brutschrank inkubiert. VVon jeder Probe wurde auch ein
unstimulierter Ansatz angefertigt, der auf gleiche Art und Weise wie die stimulierten
Proben behandelt wurde.

Nach der Inkubation wurden die Proben in Spitzbodenglasréhrchen Gberfihrt und mit
PBS-Puffer bei 1200U 10 Minuten gewaschen. Danach erfolgte durch Zugabe von 4%
PFA-LGsung die Fixierung der Zellen. Nach 10minutiger Inkubation wurden die Proben
erneut mit PBS-Puffer gewaschen und mit 5% Magermilch zur Unterdriickung
unspezifischer Bindungen versetzt. Es folgte eine Lagerung der Proben tber Nacht bei
+4°Celsius.

Vorgehensweise bei den verschiedenen Versuchsreihen:
Reihe 1: Stimulation der Proben mit zwei verschiedenen Konzentrationen von

S. epidermidis (1 und 10 KBE/Leukozyt), unstimulierte Kontrolle

Reihe 2: Stimulation der Proben mit S. epidermidis (1 KBE/Leukozyt) und LPS,
unstimulierte Kontrolle

Reihe 3: Stimulation mit 3 verschiedenen S. epidermidis Stammen (Kontrolle,
M1, M2), unstimulierte Kontrolle

Reihe 4: 1 Stunde Vorinkubation der Proben mit Ibuprofen (1 und 10 pl/ml) und
Indomethacin (0,1, 1, 10 pl/ml), Stimulation mit S. epidermidis und LPS, jeweils

unstimulierte und unvorinkubierte Kontrolle

Protokoll:

e Bestimmung der Leukozytenzahl im Hamatozytometer

Folgende Arbeitsschritte sind unter sterilen Bedingungen durchzufiihren
e Vollblut mit Nahrmedium auf 5x10° Leukozyten bei Erwachsenenblut und

Nabelschnurblut verdiinnen

e 1000 pl Zellverdunnung in sterilen 24-Wells mit 500 pl N&hrmedium versetzen
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e Stimulation mit 50 ul LPS oder S. epidermidis (1 und 10 KBE/Leukozyt)
e Nach 1 Minute Zugabe von 50 ul Monensinansatz

e 4 Stunden bei 37°C / 5% CO, im Brutschrank inkubieren

e Waschen der Zellen mit PBS, Zentrifugieren: 10 Minuten bei 1200U

e Fixierung mit Iml PFA 4%, 10 Minuten Inkubation bei 4°C

e Weiterer Waschgang mit PBS, Zentrifugieren: 10 Minuten bei 1200U

e 1ml Magermilch zufligen, Aufbewahrung im Kihlschrank

Reagenz Zusammensetzung

Nahrmedium 19,2ml RPMI 1640
+ 200 pl Penicillin/Streptomycin
+ 200 pul N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin
200mM
+200 pl Nicht-essentielle Aminoséuren
+200 ul Natriumpyruvat 100mM

Lipopolysaccharid (LPS) Stockldsung: 10mg LPS + 10 ml PBS
Eingesetzte Konzentration: 30 ng/ml

Monensinldsung Stockldsung: 69,29mg Monensin
(Molekulargewicht 692,9 g/l) ad 10mi
Ethanol
Eingesetzte Konzentration: 3,1uM

Paraformaldehydlésung 1gPFA

(PFA) plus 25 ml PBS

Magermilchlésung 2,5 mg Non-fat, dry Milkpowder
50ml PBS-1

Tabelle : Reagenzien fur den Zellkulturansatz

3.8.2  Vorbereitung der Zellen und intrazellulare Zytokinfarbung

Am folgenden Tag wurde die Magermilch abzentrifugiert und die Zellen mit PBS
gewaschen. Mit Hilfe einer Saponinldsung wurde fiir die intrazellulare F&rbung der
Zytokine die Zellmembran reversibel permeabilisiert. Um die Monozytenpopulation zu
markieren, wurden CD-14 spezifischer PE-konjugierte Oberflachenantikorper in
Reaktionsgefélie vorgelegt und anschlieBend die Zell-Aliquots dorthin Gberfuhrt. Die
Zytokine wurden mit entsprechenden konjugierten spezifischen Antikorpern (1L-6 -
FITC, TNF-a - FITC) ebenfalls markiert. Die Inkubation der Proben mit den
Antikdrpern betrug 20 Minuten. Im Anschluss daran wurden die tberschiissigen, nicht

gebundenen Antikorper mit Saponinpuffer herausgewaschen.
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Als Negativkontrolle diente die VVorinkubation mit unkonjugierten spezifischen

Antikorper des jeweiligen Zytokins im Uberschuss. Die Proben wurden bis zur

Messung bei 4°C dunkel gelagert.

Protokoll:

Zellen bei Zimmertemperatur mit 1200 U 10 Minuten abzentrifugieren,
Uberstand verwerfen
Zellen in 1000 pl Saponinldsung resuspensieren, 10 Minuten Inkubation
Die floureszenz-konjugierten Antikorper (IL-6, TNF-a) in FACS- Réhrchen
vorlegen:
Pipettierschema:
o 10 ul CD14-PE Oberflachenantiktrper unverdunnt
o 10 ul mit PBS 1:20 verdiinnte mit FITC-konjugierte Zytokinantikorper
o Negativkontrolle: 5 ul des unkonjugierten Antikorpers (Isotyp-
Kontrollen)
In alle Proben 200 ul Zelllésung pipettieren, vortexen
20 Minuten bei +4° C inkubieren
Alle Proben mit 1000 ul Saponinlésung aufftllen, vortexen
Alle Proben bei 1000U 5 Minuten abzentrifugieren und den Uberstand
verwerfen
In die Proben mit unkonjugierten Antikérpern nun 10 ul des jeweiligen 1:20
verdunnten konjugierten Antikorper pipettieren, vortexen, inkubieren, und
waschen wie zuvor
Alle Zellsedimente nun in jeweils 500 ul PBS aufnehmen

Resuspensierte Leukozyten bis zur Messung bei +4° C dunkel aufbewahren

Reagenz Zusammensetzung

Saponinlosung 98 ml HBSS

plus 1ml 10%Saponin
plus 1ml 1M HEPES

Tabelle : Reagenz zur Permeabilisation
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3.8.3  Durchflusszytometrische Messung

Die mit spezifischen Antikorpern markierten intrazellularen Zytokine wurden mit Hilfe
des Durchflusszytometers der Firma BD FACS Canto gemessen. Mindestens 2000
CD14-positive Monozyten wurden flr jede Probe untersucht. Apoptotische oder
nekrotische Zellen wurden identifiziert und von der Auswertung ausgeschlossen. Der
Schwellenwert der Zytokinmessung wurde anhand der Kontrolle mit unkonjugierten
Antikdrpern bestimmt. Die Daten wurden als Prozentzahl der CD-14 positiven Zellen

angegeben.

3.9 Bestimmung der Zytokinsekretion in Kulturiberstanden
mittels ELISA

Um die Zytokin-Sekretion zu messen, wurden die Vollblutkulturen unter gleichen
Bedingungen angesetzt, ohne jedoch im weiteren Schritt Monensin dazuzugeben. Die
Inkubationszeit betrug 24 Stunden bei 37°C und 5% CO,. Die Kulturiliberstande wurden
bei -80°C bis zur Messung aufbewahrt. Aus den Uberstanden wurden dann mittels
ELISA-Kit nach Protokoll des Herstellers (R+D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt,
Deutschland) die Zytokine IL-10, IL-6, TGF-p und TNF-a bestimmt.

3.10 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte in den einzelnen Teilstudien nach Beratung mit
Prof. Dr. Inke Konig (Institut fiir Medizinische Biometrie und Statistik der Universitat
zu Llbeck, Direktor: Prof. Dr. Andreas Ziegler). Hypothesen wurden mit dem Fisher’s-
Exact-Test (zwei-seitig), ANOVA-Test (Gen-Dosis-Effekt) sowie logistischen
Regressionsmodellen (Multivarianzanalyse) Uberprift. Statistische Differenzen wurden
fir gepaarte Daten mit dem Wilcoxon-Rank-Sum-Test berechnet, wahrend der Mann-
Whitney-U-Test fur die statistische Analyse von Differenzen zwischen zwei
unterschiedlichen Gruppen, z.B. Neugeborene versus Erwachsene, angewendet wurde.
Um Kaorrelationen zu berechnen, z.B. zwischen Zytokinproduktion und Gestationsalter,
kam der Spearman-Rho-Test zur Anwendung. Als signifikant wurden p-Werte < 0.05
fur Einzelvergleiche definiert. Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe der
Software SPSS® Versionen 9.0-15.0 (SPSS Inc., Chicago, USA) vorgenommen.
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung eines Staphylococcus epidermidis-Sepsis-Modell
in-vitro
Um herauszufinden, ob es mdglich ist, in-vitro eine Immunantwort der Zellen auf gram-
positive Bakterien hervorzurufen, wurden Zellansatze mit zwei verschiedenen
Konzentrationen von S. epidermidis stimuliert. Heparinisiertes Nabelschnurblut von 14
reifen Neugeborenen wurde mit 1 Millionen S. epidermidis und 10 Millionen
S. epidermidis pro 10° Leukozyten (=1 bzw. 10 KBE/ Leukozyt) 4 Stunden infiziert.
Das mittlere Gestationsalter der Neugeborenen lag bei 39 Wochen (95% Kl 37,5-40,5
Wochen, 6 weiblich, 8 mannlich) Als Vergleichsgruppe wurden die Ergebnisse aus den
Untersuchungen von 11 peripher vendsen Blutproben adulter Probanden aufgenommen.
Hier betrug das durchschnittliche Alter 44 Jahre (95 % KI 38,7-50,9 Jahre, 3 mannlich,
8 weiblich). Bei beiden Gruppen wurde die spontane Zytokinproduktion durch einen
unstimulierten Kontrollansatz mitgemessen. Mit Hilfe des Durchflusszytometers wurde
der Anteil an CD-14 positiven Zellen detektiert, welche die verschiedenen Fluoreszenz-
markierten Zytokine (IL-6 oder TNF-a) intrazelluldr produziert hatten. Es stellte sich
heraus, dass die intrazelluldre Produktion von IL-6 bei Neugeborenen abhangig von der
S. epidermidis Konzentration ist (1 KBE/Leukozyt: Median 12,6 (95% KI: 10,9 bis
31,9)% vs. 10 KBE/ Leukozyt: Median 43,6 (95% KI 29,3 bis 49,4) %; p=0,025; n=14).
Die Werte sind vergleichbar mit denen der Erwachsenen-Kontrollgruppe. Auch hier
zeigte sich bei steigender S. epidermidis Anzahl eine Zunahme der intrazelluldren IL-6
Bildung (1 KBE/Leukozyt: Median 30,1 (95% KI 8,9 bis 34,9)% vs. 10 KBE/Leukozyt:
Median 41,2 (95% K1 19,0 bis 51,5)%; p=0,005; n=11) (siehe Abbildung 1a).
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Abbildung 1 : IL-6 Messung nach Stimulation mit zwei verschiedenen S. epidermidis
Konzentrationen

Die Abbildung zeigt die quantitative Analyse der intrazytoplasmatischen IL-6
Expression mittels Durchflusszytometrie in Nabelschnurblut von Neugeborenen und
peripherem Blut von Erwachsenen nach vierstiindiger Inkubation mit 0, 1 und 10
KBE/Leukozyt. Die Darstellung erfolgte als Sdulendiagramm (Box plots) unter Angabe
des Medians, 25. und 75.Perzentile. Die dunkler hinterlegten Sdulen stellen die
Neugeborenengruppe dar, die heller hinterlegten die Erwachsenengruppe. Gemessen
wurde der Prozentsatz der IL-6 positiven Monozyten nach der jeweiligen Stimulation
mit S. epidermidis.

Bei der intrazellularen TNF-o Messung war bei den Neugeborenen keine Abhangigkeit
von der Anzahl der Erreger zu verzeichnen (1 KBE/Leukozyt: Median 4,5 (95% KI 2,8
bis 11,9)% vs. 10 KBE/Leukozyt: Median 6,2 (95% KI 4,3 bis 20,5)%; p=0,12; n=13).
Im Gegensatz zu den Neugeborenen zeigte sich bei den Erwachsenen eine Zunahme der
TNF-o produzierenden Zellen bei zunehmender Erregeranzahl von S. epidermidis

(1 KBE/Leukozyt: Median 5,6 (95% KI 2,5 bis 13,2)% vs. 10 KBE/Leukozyt: Median
16,7 (95% KI 5,9 bis 23,8)%; p=0,008; n=10) (siehe Abbildung 1b).
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Abbildung 1 : TNF-a Messung nach Stimulation mit zwei verschiedenen S. epidermidis
Konzentrationen

Die Abbildung zeigt die intrazytoplasmatische Expression (Anteil positiver Zellen;
Median, 25/75 Perzentile) von TNF-o beim Neugeborenen (grau) und Erwachsenen
(weil}) nach vierstiindiger Inkubation mit 0, 1 und 10 KBE/Leukozyt.

Insgesamt zeigte die erste Versuchsreihe, dass reife Neugeborene in der Lage waren,
mit Erwachsenen vergleichbare Mengen an pro-inflammatorischen Zytokinen zu bilden.
Da keine Steigerung der TNF-a Produktion durch Erh6hung der S. epidermidis
Konzentration zu verzeichnen war, wurde die Stimulation in den folgenden
Versuchsreihen mit der niedrigeren Konzentration (LKBE/Leukozyt) durchgefuhrt.

Die spontane IL-6 und TNF-a Produktion in den unstimulierten Proben zeigte keinen
signifikanten Unterschied zwischen der Erwachsenengruppe und der

Neugeborenengruppe.
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4.2 Inflammatorische Immunantwort auf Staphylococcus

epidermidis und LPS in Abhangigkeit vom Gestationsalter
42.1  Pro-inflammatorische Immunantwort auf Staphylococcus epidermidis ist
abhangig vom Gestationsalter
Insgesamt 150 Friihgeborene wurden im Untersuchungszeitraum geboren. Es konnten
nur 115 Ergebnisse in die Auswertung einbezogen werden, da von 33 Probanden die
Einverstandniserklarung der Eltern fehlte und von 2 Kindern aufgrund von
Sprachbarrieren der Eltern ein Einverstandnis nicht moglich war.
Die folgende Tabelle (Tabelle 5) zeigt klinische Daten von allen in der Studie
aufgenommenen Frithgeborenen.
Weil bei den Friihgeborenen acht Kinder entweder eine Amnioninfektion entwickelten
(n=7) oder Blutkulturen eine Early-Onset Sepsis zeigten (n=1), wurden auch diese aus
der Auswertung ausgeschlossen.
Bei den Reifgeborenen (n=127) lag das mittlere Geburtsgewicht (xSD, Spannweite) bei
3463 +473 (2250-4640) g und das mittlere Gestationsalter (xSD, Spannweite) bei
39.1+1.55 (37.0-43.0) Wochen. Méannlichen Geschlechts waren 53,5 %. Per

Kaiserschnitt entbunden wurden 29,7 % der Reifgeborenen.

Parameter n=115
Geburtsgewicht (Mittelwert £SD, Spannweite) (9) 1728 +618 (454-3810)
Gestationsalter (Mittelwert +SD, Spannweite) (Wochen) 31.6 £3.1 (24.0-36.0)
Mannliches Geschlecht (%6) 52
Kaiserschnitt Entbindung (%0) 77
Mechanische tracheale Beatmung (%) 18
Nabelschnurarterien pH < 7.1 (%) 4
Finf Minuten APGAR <7 (%) 4
Préanatale Steroidgabe (%6) 52
Ursache der Friuhgeburt (%)

- vorzeitige Wehen 65

- vorzeitiger Blasensprung 8

- Amnioninfektion 7.0

- Préeklampsie 8

- intrauterine Wachstumsretardierung 17

- Plazentaabldsung 4

- pathologisches CTG 19

Outcome %
- Blutkultur-positive Sepsis
- IVH Grad | oder Il
- IVH Grad 1l oder IV
- Periventrikulare Leukomalazie
- Bronchopulmonale Dysplasie
- Tod

AR P OWAS

Tabelle : Klinische Daten von allen in der Studie aufgenommenen Friihgeborenen
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In der zweiten Versuchsreihe wurden Nabelschnurproben von Frih- und Neugeborenen
mit einer Millionen Einheiten S. epidermidis pro 10° Leukozyten (1 KBE/Leukozyt)
oder LPS stimuliert.

Um die pro-inflammatorische Immunantwort zu beurteilen, wurde die intrazellulére
IL-6 und TNF-a Produktion der Monozyten in Korrelation zum Gestationsalter gesetzt.
Das Gestationsalter der Versuchsreihe lag im Bereich der 24. bis 43. SSW.

Nicht von allen Friihgeborenen stand ausreichend Nabelschnurblut fir beide
Stimulationsstrategien zur Verfugung.

Die Ergebnisse zeigen, dass bei beiden Stimulationsstrategien sowohl die intrazellulére
IL-6 als auch die TNF-a Produktion eine Anhangigkeit zum Gestationsalter aufweist.
Mit steigendem Gestationsalter war eine deutliche Zunahme der IL-6 -Produktion nach
Stimulation mit LPS (R=0,371, 95% KI 0,24 bis 0,49; p<0,001; n=193) und

S. epidermidis zu verzeichnen (R=0,279, 95% K1 0,10 bis 0,44; p=0,002; n=121) (siehe
Abbildung 2 a).

80 1 R=0.279, p=0.002, n=121 .

70 1

L ]
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% IL-6 positive CD14+ Zellen (S. epidermidis)

Gestationsalter (vollendete Schwangerschaftswochen)

Abbildung 2 : IL-6 Produktion nach S. epidermidis Stimulation in Abhangigkeit vom
Gestationsalter

Die IL-6 Produktion nach Stimulation mit S. epidermidis steht in Korrelation mit dem
Gestationsalter. Die Vollblutkulturen wurden fur 4 h mit 1 Million Einheiten

S. epidermidis stimuliert. Die Daten sind dargestellt als % IL-6 positive Monozyten und
als individuelle Punkte aufgetragen
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Auch bei der Messung der intrazytoplasmatischen TNF-a Produktion zeigte sich bei
LPS (R=0,344, 95% KI 0,21 bis 0,47, p<0,001; n=193) und S. epidermidis (R=0,251,
95% K1 0,07 bis 0,41; p=0,005; n=121) eine Abhangigkeit zum Gestationsalter (siehe
Abbildung 2 b).
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Abbildung 2 : TNF-a Produktion nach S. epidermidis Stimulation in Abhangigkeit vom
Gestationsalter

Nach Stimulation der Monozyten mit S. epidermidis zeigt die intrazelluldre Produktion
von TNF-a eine Korrelation zum Gestationsalter. Die Vollblutkulturen wurden fir 4 h
mit 1 Million Einheiten S. epidermidis stimuliert. Die Daten sind dargestellt als

% TNF-a positive Monozyten und als individuelle Punkte aufgetragen.

AuRerdem wurde die basale Produktion von IL-6 und TNF-a in den unstimulierten
Proben gemessen. Hier zeigte sich keine Abhéngigkeit vom Gestationsalter, das heif3t

IL-6 (R=0,06, p=0,31, n=234), TNF-a. (R=-0,03; p=0,64, n=216).

Des Weiteren wurde die Zytokin Sekretion von IL-6 in den Probeniiberstanden
gemessen. Es zeigte sich das gleiche Ergebnis wie bei der intrazelluléren IL-6 Messung:
eine Korrelation zum Gestationsalter sowohl bei LPS- (R=0,252, p=<0,001, n=223) als
auch bei S. epidermidis-Stimulation (R=0,275, p=0,005, n=168).
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Der Vergleich der Zytokinproduktion von IL-6 und TNF-a beider
Stimulationsstrategien zeigte einen klaren Zusammenhang zwischen der jeweiligen
Zytokin-Bildung nach LPS- und S. epidermidis —Stimulation. Dies konnte sowohl bei
der Messung der Proteinsekretion in den Uberstinden (IL-6: R=0,431, 95% K1 0,29 bis
0,55; p<0,001; n=161, TNF- a: R=0,370, 95% KI 0,18 bis 0,47; p<0,001; n=160) als
auch bei der Bestimmung der intrazelluléren Zytokinproduktion (IL-6: R= 0,423,
p<0,001; n=120, TNF-a: R= 0,299, p<0,001; n=120) festgestellt werden.

4.2.2  Anti-inflammatorische Immunantwort auf Staphylococcus epidermidis ist
unabhangig vom Gestationsalter

Bei der Messung der anti-inflammatorischen Zytokine nach Stimulation mit

S. epidermidis zeigte sich keine Abhangigkeit zum Gestationsalter. Es wurde die IL-10

und TGF-B Produktion mittels ELISA-Methode ermittelt und wiederum in Korrelation

mit dem Gestationsalter gesetzt. Bei S. epidermidis besteht nur ein Zusammenhang bei

der pro-inflammatorischen Immunantwort (IL-6) mit dem Gestationsalter. Bei LPS

hingegen zeigt sowohl die pro-inflammatorische (IL-6) als auch die anti-

inflammatorische (IL-10, TGF-B) Immunantwort eine Korrelation zum Gestationsalter

(siehe Tabelle 6).

Zytokin Staphylococcus epidermidis Lipopolysaccharid

IL-6 R = 0,250 (95% KI: 0,11-0,38, p = 0,001) R = 0,288 (95% KI: 0,16-0,40, p < 0,001)
IL-10 R =0,140 (95% KI: -0,003-0,27, p = 0,06) R =0,321 (95% KI: 0,19-0,43, p < 0,001)
TGF-R R =0,229 (95% KI: -0,03-0,46, p = 0,07) R =0,322 (95% KI: 0,07-0,53, p = 0,007)

Tabelle : Zytokinproduktion in Vollblutkulturtberstanden in Korrelation mit dem Gestationsalter

Bestimmung der Zytokinproduktion in den Probentberstdnden nach 24 stiindiger
Inkubation mit LPS oder S. epidermidis mittels ELISA-Methode. Die Korrelationen
zum Gestationsalter wurden als bivariater Faktor R (Spearman’s-Rho-Test) und
Konfidenzintervalle (nach Bonnett, 2000) angegeben.
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Des Weiteren zeigte sich bei der Stimulation mit S. epidermidis keine Korrelation
zwischen der pro-inflammatorischen IL-6 und der anti-inflammatorischen IL-10
Produktion (R=0,153, 95% KI- 0,002 bis 0,3, p=0,06, n=161).

Im Gegensatz dazu war bei LPS eine Korrelation in der Produktion von pro-und anti-
inflammatorischen Zytokinen (R=0,266, 95% Kl 0,14 bis 0,39; p<0,001, n=223)

nachzuweisen.

4.3  Verschiedene Stamme von Staphylococcus epidermidis

induzieren eine unterschiedliche IL-6-Antwort

In der dritten Versuchsreihe wurden verschiedene Stdimme von S. epidermidis, die
Klinische Sepsis-Isolate bei VLBW-Friihgeborenen darstellen, verglichen. Es wurde die
IL-6 Produktion der Monozyten von 11 Neugeborenen (5 weiblich, 6 méannlich,
mittleres Gestationsalter 38,5 (95% KI: 37,3- 40,2) Wochen, 3/11
Kaiserschnittentbindung) nach Stimulation mit den unterschiedlichen Stammen
gemessen.

Bei Stamm 1 handelt es sich um ein bei einem 26 SSW alten Frilhgeborenem mit
Klinischer Sepsis isolierten S. epidermidis mit Fahigkeit zur Biofilmproduktion und
Methicillin/Aminoglycosid Resistenz (94B080 — Genotyp A entsprechend der
Einteilung nach Bjorkqvist et al. (2002), IcaABD positiv (Biofilm Produktion), MecA
positiv (Methicillin/Aminoglycosid Resistenz)). Stamm 2 wurde bei einem 31 SSW
alten Friihgeborenen mit klinischer Sepsis nachgewiesen (94B575 — Genotyp “single
isolate”, IcaABD und MecA negativ).

Es zeigte sich in den Uberstanden der Zellen, die mit dem Biofilm-produzierenden

S. epidermidis (Stamm 1) stimuliert worden waren, im Vergleich zum IcaABD
negativen ATCC Stamm 2 und der Kontrolle eine verringerte IL-6 Produktion
(p=0,001) (siehe Abbildung 3).
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Abbildung 3: IL-6 Produktion nach Stimulation mit verschiedenen S. epidermidis Stimmen

Verschiedene S. epidermidis Stdmme induzieren eine unterschiedliche IL-6 Antwort.
Mittels ELISA wurde die IL-6 Sekretion nach Stimulation mit den verschiedenen
Stdmmen gemessen. Mittlere IL-6 Sekretion in den Probeniiberstanden (pg/ml) + SD,
n=11; ATCC Kontrolle: 8677 + 5668 vs. Stamm 1: 4792 + 4173 pg/ml vs. Stamm 2:
8079 + 5601. Die Darstellung erfolgte als S&dulendiagramm (Box plots) unter Angabe
des Medians, 25. und 75.Perzentile Die statistische Analyse wurde mittels Wilcoxon-
Rank-Sum-Test durchgefiihrt, ein p-Wert < 0,05 als signifikant betrachtet.

Auch die Messung der intrazellularen IL-6 Produktion nach Inkubation mit den
verschiedenen S. epidermidis Stdmmen zeigte signifikant niedrigere Werte bei Stamm 1
im Vergleich zu den nicht Biofilm-bildenden Stamm 2 und der Kontrolle (p=0,012).

4.4 Immunmodulatorischer Einfluss durch anti-inflammatorische

Substanzen

In der vierten Versuchsreihe wurde der immunmodulatorische Einfluss von
Indomethacin und Ibuprofen auf die Zytokinproduktion ermittelt.

Es wurde zun&chst Nabelschnurblut von 11 Neugeborenen (5 ménnlich, 6 weiblich,
mittleres Gestationsalter 38,4 (95% KI: 35,7-41,1) Wochen mit drei verschiedenen

Konzentrationen Indomethacin inkubiert und anschlielend die Zytokinproduktion
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mittels Durchflusszytometrie nach Stimulation durch LPS oder S. epidermidis

gemessen.

Es zeigte sich in Abh&ngigkeit von der Indomethacin-Konzentrationen eine signifikant
verminderte IL-6 Bildung nach Stimulation mit LPS (p=0,005). Kein Effekt wurde bei
der IL-6 Produktion nach Stimulation mit S. epidermidis beobachtet (p=0,8).

Indomethacin flihrte bei beiden Stimulationsstrategien (LPS: p=0,013; S. epidermidis:
p=0,028) zu einer Steigerung der TNF-a-Produktion (siehe Tabelle 7).

Indomethacin- | 0 0.1 1 10 p p

Konzentration Wilcoxon | Friedman

(ng/ml) n=11 Owvs. 10

Neugeborene

IL-6 - LPS 63,4 (9,1) | 60,5 (6,5) | 59,8 (9,7) | 57,4 (8,8) | 0,005 0,004

IL-6 - 13,2 (6,1) | 12,7 (5,6) | 12,8 (6,5) | 13,3 (6,9) | 0,8 0,7

S. epidermidis

TNF-a - LPS 13,2(8) [19,8(11) | 19,2 18,4 (10) | 0,013 0,07
(10,9)

TNF-a - 46(2,1) |5(23) 59(3,1) |6,7(35) |0,028 0,113

S. epidermidis

Tabelle : Einfluss von Indomethacin auf die Zytokinproduktion bei Neugeborenen

Daten sind dargestellt als Mittelwert der Prozentzahl Zytokin-positiver Zellen

(Standardabweichung), statistisch mit zwei verbundenen Stichproben (0 vs. 10 pg/ml,
Wilcoxon) bzw. multiplen, verbundenen Stichproben (Friedman).

Als weiteres wurde das Nabelschnurblut von 22 Neugeborenen (15 mannlich, 7

weiblich, mittleres Gestationsalter 39,3 (95% KI: 37,2-41,4) Wochen mit zwei

verschiedenen Konzentrationen Ibuprofen vorinkubiert. Hier zeigte sich nach

Stimulation mit LPS und S. epidermidis eine signifikante, konzentrationsabhangige
Erhohung der TNF-a Produktion (LPS: p=0,001; S. epidermidis: p=0,001) (siehe

Tabelle 8).
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Ibuprofen 0 1 10 p p
(ng/ml)/ n=22 Wilcoxon | Friedman
Neugeborene Ovs. 10

IL-6 - LPS 60.3 (15.3) | 59.9 (14.8) | 60.5 (15.6) | 0.44 0.3
IL-6 - 16.6 (12.2) [ 17.0 (13.9) | 16.3(13) |0.41 0.83

S. epidermidis

TNF-0.- LPS | 24.8(14.2) | 31.1(15.8) | 35.9 (18.9) | 0.001 <0.001
TNF-a. - 7.4 (5) 8.9(6.7) [9.3(63) |0.001 0.003
S. epidermidis

Tabelle : Einfluss von Ibuprofen auf die Zytokinproduktion bei Neugeborenen

Daten sind dargestellt als Mittelwert der Prozentzahl Zytokin-positiver Zellen
(Standardabweichung), statistisch mit zwei verbundenen Stichproben (0 vs. 10 pg/ml,
Wilcoxon) bzw. multiplen, verbundenen Stichproben (Friedman).

Als Vergleichsgruppe wurden die Ergebnisse aus den Untersuchungen von 14 peripher

vendsen Blutproben adulter Probanden aufgenommen (6 ménnlich, 8 weiblich, mittleres

Alter 42 (95 % KI 22-63) Jahre). Diesbeziiglich wurde eine Erhéhung der TNF-a

produzierenden Makrophagen bei der Stimulation mit LPS und S. epidermidis (LPS:

p=0,001; S. epidermidis: p= 0,004) nachgewiesen. Bei den Erwachsenen zeigte sich

zusatzlich auch eine Steigerung in der IL-6 Produktion nach Stimulation mit LPS

(p=0,044) (siehe Tabelle 9).

Ibuprofen 0 1 10 p p
(ng/ml)/ n=14 Wilcoxon | Friedman
Erwachsene Ovs. 10

IL-6 - LPS 80,9 (8,6) |81,8(8,7) |824(7,3) |0,044 0,019
IL-6 - 115(7,6) |12,4(7,3) |11,5(69) |09 0,81

S. epidermidis

TNF-o.- LPS | 40,3 (12,6) | 46,7 (11,5) | 55,5 (10,5) | 0,001 <0,001
TNF-o - 6,8 (3,1) 8,0 (3,8) 79 (3,2) 0,004 0,003

S. epidermidis

Tabelle : Einfluss von Ibuprofen auf die Zytokinproduktion beim Erwachsenen

Daten sind dargestellt als Mittelwert der Prozentzahl Zytokin-positiver Zellen
(Standardabweichung), statistisch mit zwei verbundenen Stichproben (0 vs. 10 pg/ml,
Wilcoxon) bzw. multiplen, verbundenen Stichproben (Friedman).
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5 Diskussion

Bakterielle Infektionen spielen eine bedeutende Rolle in der Neonatologie. Vor allem
bei Friihgeborenen sind sie die Hauptursache erhéhter Morbiditat und Mortalitét.
Studien haben belegt, dass niedriges Gestationsalter und Geburtsgewicht die
Hauptrisikofaktoren fur eine Sepsis darstellen (siehe Tabellel). Die Ursache der
erhdhten Anfalligkeit flr Infektionen wird auf die physiologische Unreife des
Immunsystems der Friihgeborenen zurlickgefiihrt. Der haufigste Erreger einer Late-
Onset-Sepsis bei VLBW-Friihgeborenen ist Staphylococcus epidermidis.

In dieser Dissertation wurde erstmalig ein in-vitro-Vollblut Testsystem fur eine Sepsis
mit S. epidermidis-Vollkeim etabliert, das die Immunantwort mittels Messung der pro-
inflammatorischen Zytokine evaluiert.

Wir wahlten einen Vollblutstimulationstest aus, um maoglichst in-vivo nahe
Bedingungen zu schaffen und standardisierte Ausgangsvoraussetzungen zu
gewahrleisten. Durch das Vollblutmedium werden physiologische Gegebenheiten
nachgeahmt, so dass z.B. die Mdglichkeit von Zellinteraktionen im Wesentlichen
erhalten bleibt. AuBerdem sind Vollblutkulturen schonender fur die zu untersuchenden
Zellen, da sie hierbei nicht den Belastungen und Einfllissen eines Isolierungsprozesses
ausgesetzt sind. Hartel et al. 2001 konnten zeigen, dass verschiedene
Zellseperationsvorgange die Zytokin-mRNA-Expression beeinflussen. Da keine
vorherigen Isolierungsschritte notwendig sind, ist eine schnelle VVerarbeitung der Proben
maoglich. Ein weiterer Vorteil dieses Verfahrens ist, dass nur geringe Probenvolumina
benotigt werden.

Um ein moglichst realistisches Sepsis-Bild nachzuahmen, haben wir die Proben mit
lebenden S. epidermidis exponiert. Vorausgegangene Studien wahlten Hitze-inaktivierte
KNS oder nur Bestandteile von S. epidermidis als Stimulans, doch diese spiegeln nicht
das physiologische Bild einer Bakteriamie wieder und sind daher nur bedingt
aussageféhig. Zum Vergleich der Ergebnisse erfolgte jeweils parallel eine LPS-
Stimulation aller Proben.

Die Zytokinbildung von IL-6, TNF-a und IL-10 wurde intrazelluldr in CD-14 positiven
Makrophagen mittels Durchflusszytometrie und die Zytokinsekretion in den

Probeniberstanden mittels ELISA bestimmt.
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Es zeigte sich im ersten Teil der Versuche, dass eine Stimulation mit S. epidermidis zu
einer gesteigerten Zytokinproduktion fuhrt und dass die Zytokinbildung zum Teil
abhangig von der eingesetzten S. epidermidis-Erregermenge ist. Reife Neugeborene
waren in der Lage, mit Erwachsenen vergleichbare Mengen an pro-inflammatorischen
Zytokinen zu bilden. Dieses Ergebnis konnte erklaren, warum eine S. epidermidis-
Sepsis bei reifen Neugeborenen nur sehr selten diagnostiziert wird.

In der zweiten Versuchsreihe wurde der Zusammenhang zwischen Gestationsalter und
der Fahigkeit zur Zytokinbildung als Ausdruck der zellvermittelten Immunabwehr
anhand von Nabelschnurblutproben von Frih-und Neugeborenen untersucht. Sowohl
bei der Stimulation mit LPS als auch bei S. epidermidis zeigte sich eine Abhéngigkeit
zwischen Gestationsalter und Menge an produzierten pro-inflammatorischen Zytokinen.
Die Ergebnisse belegen, dass sich die Fahigkeit zur pro-inflammatorischen
Immunantwort mit zunehmendem Gestationsalter entwickelt. Die Produktion der
entziindungsférdernden Zytokine unterliegt somit einem altersabhangigen
Reifungsprozess. Unser Ergebnis widerspricht teilweise einer vorausgegangenen Studie
von Schultz et al. 2002. In dieser Studie mit ahnlichem Versuchsaufbau stellte sich
heraus, dass Friihgeborene und Neugeborene im Vergleich zu Erwachsenen nach LPS
Stimulation eine gesteigerte Zytokinbildung (IL-6 und IL-8) aufwiesen. Die allgemeine
Datenlage jedoch unterstiitzt unser Resultat. Currie et al. 2011, Dembinski et al. 2003,
Liechty et al. 1991, Schibler et al. 1992 und Yachie et al. 1992 wiesen ebenfalls eine
Abhangigkeit in der Zytokinproduktion zum Gestationsalter nach. Die abweichenden
Ergebnisse der einzelnen Studien kénnten durch unterschiedliche Zellansétze
(Vollblutverfahren vs. Zellisolation) und Stimulationswege (LPS vs. IL-1) begriindet
werden.

Die inadaquate pro-inflammatorische Zytokinproduktion kdnnte die erhéhte
Anfalligkeit der Friihgeborenen fir Infektionen und damit das erhohte Sepsisrisiko bei
Kindern mit niedrigem Gestationsalter erklaren. Denn durch die nur unzureichende
Fahigkeit zu Abwehrreaktionen, welche normalerweise durch die pro-
inflammatorischen Zytokine eingeleitet werden, wie z.B. die Erhohung der vaskuléren
Permeabilitat und die Adh&sion von Thrombozyten und Leukozyten an die Gefalwand
durch TNF-a, wird die Ausbreitung der eindringenden Keime begiinstigt. Somit kann
sich aufgrund der unreifen Immunabwehr bei Friihgeborenen aus einer zundchst lokal

begrenzten Infektion rasch eine Sepsis entwickeln.
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Da die Zytokinproduktion bei Friihgeborenen mit geringem Gestationsalter zunehmend
eingeschrankt ist, stellt sich die Frage, ob extrem Friihgeborene tiberhaupt in der Lage
sind, eine adaquate pro-inflammatorische Immunantwort zu bilden. Diesbeziiglich
konnte eine Studie von Strunk et al. 2004 aufzeigen, dass bereits fetale Monozyten zur
Zytokinproduktion fahig waren.

In der zweiten Versuchsreihe wurde aullerdem die anti-inflammatorische Immunantwort
untersucht. Ein funktionierendes dynamisches Gleichgewicht zwischen den pro-und
anti-inflammatorischen Zytokinen ist von groRer Bedeutung. Die pro-
inflammatorischen Zytokine werden unter anderem durch den hemmenden Einfluss der
anti-inflammatorischen Zytokine reguliert. Eine tGiberschieRende entziindungsfordernde
Reaktion konnte gewebetoxische Wirkungen haben und bis zum septischen Schock,
Multi-Organversagen oder Tod flihren. Die entziindungshemmenden Zytokine IL-10
und TGF-B spielen eine zentrale Rolle beim Erreichen des Gleichgewichtes. Die anti-
inflammatorischen Eigenschaften von 1L-10 beruhen unter anderem auf der Suppression
der Bildung der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1, IL-6, IL-8 und TNF-a.

Bei der Stimulation mit LPS zeigte sich in der Auswertung der Zytokinproduktion von
IL-10 und TGF- eine Abhangigkeit zum Gestationsalter; auch bestand eine Korrelation
in der Produktion von pro-und anti-inflammatorischen Zytokinen. Dies bestatigen
vorausgegangene Studien. Schultz et al. 2004 zeigten, dass Friih- und Neugeborene im
Vergleich zu Erwachsenen eine verminderte quantitative Bildung von anti-
inflammatorischen Zytokinen und somit nur unzureichend zur kompensatorischen, anti-
inflammatorischen Gegenregulation (CARS, compensatory anti-inflammatory response
syndrome) beféhigt sind.

Bei der Untersuchung der anti-inflammatorischen Zytokine nach Stimulation mit

S. epidermidis fiel jedoch auf, dass die Produktion von IL-10 und TGF-B nicht mit dem
Gestationsalter im Zusammenhang steht. Desweitern konnte im Vergleich zur
Stimulation mit LPS bei S. epidermidis keine Korrelation zwischen der pro-
inflammatorischen IL-6 und der anti-inflammatorischen IL-10 Produktion verzeichnet
werden. Die anti-inflammatorische Zytokinbildung wird offenbar auf individuellem
Niveau reguliert.

Es liegt also die Vermutung nahe, dass die Pathogenese einer Infektion mit Koagulase-
negativen Staphylokokken sich in einigen Elementen unterscheidet und ein
Ungleichgewicht zwischen der pro-und anti-inflammatorischen Immunantwort vorliegt.

Eine Dysbalance zwischen entziindungsférdernden Zytokinen und mangelnder
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Gegenregulation durch entziindungshemmende Zytokine fiihrt scheinbar bei
Friihgeborenen zu einem Uberwiegen der Entziindungsreaktion. Das wiirde das
gehdufte Auftreten schwerwiegender Komplikationen wie der Entwicklung eines
,,Systemischen Inflammatorischen Response Syndroms* (SIRS) bei den Kindern
erklaren.

Studien belegen, dass ein Ungleichgewicht zugunsten der pro-inflammatorischen Seite
eine entscheidende Rolle in der Pathogenese mehrerer neonataler Erkrankungen spielt.
Die Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine ist mit verschiedenen
Krankheitsbildern assoziiert. So sind beispielweise erhohte pro-inflammatorische
Zytokinspiegel bei der Genese der periventrikuldren Leukomalazie (Yoon et al., 1997)
und der bronchopulmonalen Dysplasie (Hitti et al., 1997) involviert.

Ein weiterer Faktor, der das Ungleichgewicht zugunsten der pro-inflammatorischen
Seite begiinstigt, ist neben der verminderten quantitativen Bildung anti-
inflammatorischer Zytokine auch ihre defizitare Gegenregulation pro-inflammatorischer
Kaskaden. Eine Studie von Schultz et al. 2002 fand heraus, dass 1L-10 bei Friih- und
Neugeborenen eine verminderte suppressive Wirkung auf die Sekretion pro-
inflammatorischer Zytokine im Vergleich zum Erwachsenen hat. Der Defizienz der
anti-inflammatorischen Immunantwort kdnnte eine verminderte 1L-10 Rezeptor
Expression zugrunde liegen (Schultz et al., 2007).

Die in unserer Studie beobachtete reduzierte anti-inflammatorische Gegenregulation auf
S. epidermidis konnte urséchlich dafir sein, dass Frih- und Neugeborene fiur schwere
Folgeerscheinungen durch infektiose Erkrankungen pradisponiert sind. Studien belegen,
dass eine KNS-Sepsis das Risiko der Entwicklung einer bronchopulmonalen Dysplasie
erhoht (Liljedahl et al., 2004; Hartel et al., 2009; Lahra et al., 2009). Daher ist die
Pravention, friihzeitige Diagnose und Behandlung von Infektionen bei Friihgeborenen
von zentraler Bedeutung.

Die Interpretation unserer Daten muss mit Zuriickhaltung erfolgen, da dass das mittlere
Gestationsalter in der Frithgeborenengruppe 31,6 Wochen betrug. Somit standen fir die
Untersuchung Kinder mit hohem Risiko, also unter der 28. SSW, nur in eingeschrénkter
Anzahl zur Verfugung. Auch wurde die Gabe prénataler Steroide nicht miteinbezogen.
52% der Patienten aus der Frihgeborenengruppe erhielten zur Pravention von
pulmonalen Erkrankungen Glukokortikosteroide. Ob und in wieweit die Steroide in
unserer Studie zu einer immunsupprimierenden Wirkung gefihrt haben, wurde nicht

gesondert bericksichtigt. In einer Studie Schultz et al. 2002 konnte in-vitro eine
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immunsupprimierende Wirkung (Hemmung der Zytokinsekretion) durch Dexamethason

nachgewiesen werden.

Im dritten Teil der Versuchsreihe zeigte sich, dass ein weiterer Einflussfaktor auf die
Immunreaktion die genotypische/phanotypische Diversitat des Erregers ist.

Wir untersuchten die IL-6-Bildungskapazitat nach Inkubation von Nabelschnurblut mit
verschiedenen aus Blutkulturen isolierten S. epidermidis Stammen. Bei Stamm 1
handelt es sich um einen bei einem 26 SSW alten Frithgeborenen mit klinischer Sepsis
isolierten S. epidermidis mit Fahigkeit zur Biofilmproduktion und
Methizillin/Aminoglycosid-Resistenz. Der zweite Stamm, nicht fahig zur
Biofilmproduktion und ohne Antibiotika-Resistenz, wurde bei einem 31 SSW alten
Frihgeborenen mit klinischer Sepsis nachgewiesen.

Es resultierte eine signifikant verminderte IL-6 Produktion bei der Stimulation mit dem
Biofilm-bildenden S. epidermidis-Stamm im Vergleich zu den Biofilm-negativen
Stammen. Unser Ergebnis zeigt also, dass eine verminderte pro-inflammatorische
Immunreaktion auf Biofilm-produzierende S. epidermidis-Stamme vorliegt. Folglich
kann S. epidermidis durch die Bildung eines Biofilms den inflammatorischen
Abwehrmechanismen des Wirtes ausweichen.

Ein dhnliches Ergebnis zeigte die Studie von Klingenberg et al. 2005. Hier konnte
nachgewiesen werden, dass bei Infektionen durch Biofilm-produzierende S. epidermidis
Stamme signifikant niedrigere CRP Spiegel zu messen waren.

Die Fahigkeit zur Biofilmbildung ist eine wesentliche Ursache fur die Pathogenitét von
S. epidermidis. Es ist bekannt, dass der Biofilm den Bakterien maRgeblich Schutz vor
Phagozytose durch neutrophile Zellen, vor dem Komplementsystem, Immunglobulinen
und antimikrobiellen Peptiden bietet (MVuong et al., 2004; Kristian et al., 2008). Des
Weiteren weisen Biofilm-produzierende S. epidermidis-Stdmme h&ufig Resistenzen
gegen verschiedene Antibiotika, wie z.B. Penicillin, Amoxicillin und Methicillin auf.
Der Biofilm bedingt eine erschwerte bzw. unmaogliche Penetration des Antibiotikums
(Farber et al., 1990; Hajdu et al., 2009). Durch den Biofilm besitzt S. epidermidis die
Eigenschaft, an kdrperfremde Materialen anzuhaften und dort Mikrokolonien zu bilden.
Durch die Kontamination und Besiedlung von Kathetern, Implantaten und
medizinischen Instrumenten ist S. epidermidis die Hauptursache nosokomialer
Fremdkorper-assoziierter Infektionen (Eiff et al., 2002). Da Fruhgeborene haufig mit

notwendigen intensivmedizinischen Malinahmen, wie z.B. parenterale Erndhrung tiber
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peripher-vendse und zentral-ventse Katheter, versorgt werden mussen, ist es nicht
verwunderlich, dass vor allem VLBW-Fruhgeborene ein hohes Risiko besitzen, eine

S. epidermidis Infektion zu entwickeln. Der Hauterreger S. epidermidis gelangt durch
die vulnerable Haut als Eintrittspforte in die Blutbahn und kann, indem er sich durch die
Biofilmausbildung einer Immunantwort entzieht, leicht zu einer S. epidermidis-Sepsis
flhren.

Es gibt zunehmend Hinweise darauf, dass auch der Darm der Frihgeborenen der
Ausgangspunkt einer S. epidermidis-Sepsis darstellen kann. S. epidermidis besiedelt
nicht nur die Haut- und Schleimhé&ute, sondern ist auch der am hdufigsten
nachgewiesene Keim der Darmflora beim Frihgeborenen (Gewolb et al., 1999).
Aufgrund der Unreife der Mukosabarriere besitzen Frilhgeborene eine gesteigerte
intestinale Permeabilitét, welche eine Translokation von Bakterien durch die
Darmschleimhaut begunstigt (Westerbeek et al., 2006, McElroy und Weitkamp, 2011).
Eine aktuelle Studie von Soeorg et al. 2012 konnte zeigen, dass ein Teil der
nachgewiesenen KNS in den Blutkulturen von Friihgeborenen mit LOS genotypisch
identisch war mit zuvor festgestellten KNS im Darm. Somit unterstiitzt dieses Ergebnis
die Annahme, dass mdglicherweise auch der Gastrointestinaltrakt der Frihgeborenen

der Ursprungsort einer S. epidermidis-Sepsis sein kann.

Die gewonnenen Erkenntnisse geben Hinweise darauf, warum gerade S. epidermidis bei
Frihgeborenen der am h&ufigsten in den Blutkulturen festgestellte Sepsis-Keim ist. Es
wird deutlich, dass zur Prophylaxe von nosokomialen Infektionen vor allem eine
strenge Einhaltung hygienischer MaRnahmen und der zurlickhaltende Einsatz von

invasiven Therapien (z.B. ZVK-Anlagen) von groRer Bedeutung sind.

In der vierten Versuchsreihe ging es um die Beeinflussung der Immunantwort durch
anti-inflammatorische Substanzen. Wir wahlten die in der Neonatologie h&ufig
verwendeten nicht-steroidalen Antiphlogistika Indomethacin und Ibuprofen. Beide
Medikamente werden routinemaRig in der Therapie eines persistierenden Ductus
arteriosus (PDA) eingesetzt. Um zu evaluieren, ob die Medikamente einen Effekt auf
die Zytokinproduktion haben, wurden die Proben eine Stunde vor der Stimulation mit
S. epidermidis und LPS mit Indomethacin oder Ibuprofen vorinkubiert und die
Produktion von IL-6 und TNF-a intrazelluldr mittels Durchflusszytometrie ermittelt.

Beide Medikamente fiihrten sowohl bei der Stimulation mit LPS als auch mit

45



Diskussion

S. epidermidis bei den Neugeborenen zu einer gesteigerten TNF-a Produktion. Auch bei
der Erwachsenengruppe konnte durch Zugabe von lbuprofen eine erhdhte Anzahl TNF-
a positiver Makrophagen bei beiden Stimulationswegen festgestellt werden.

Dieses Ergebnis ist erstaunlich, da man bei den antiphlogistisch wirkenden
Medikamenten eher mit einer verminderten pro-inflammatorischen Zytokinproduktion
gerechnet hatte. Studien aus den letzten Jahren kamen aber auch zu vergleichbaren
Ergebnissen. Hartel et al. 2004 zeigten bei ahnlichem Versuchsaufbau, dass NSAR bei
Erwachsenen in-vitro nach Stimulation mit LPS entgegen der Erwartung zu einer
gesteigerten IL-6 und TNF-a Produktion fiihrten. Eine Studie von Page et al. 2010
konnte belegen, dass NSAR in Monozyten von Erwachsenen die Produktion von TNF-a.
sowohl in-vitro, als auch in-vivo erhéhen.

Man geht davon aus, dass die Erhéhung der TNF-o Produktion auf die teilweise anti-
inflammatorische Eigenschaft von PGE2 zurlckzufiihren ist. Durch die Hemmung der
COX Il durch die NSAR wird die Bildung von PGE2 unterdriickt. PGE2 hat bedeutende
immunmodulatorische Wirkungen, wobei es im Allgemeinen durch die Beeinflussung
der Zytokinproduktion eine immunsuppressive Wirkung besitzt. Es dient als negative
Ruckkopplung bei Makrophagen, indem es die TNF-a Produktion inhibiert und so die
Entziindungsaktivitat begrenzt (Kunkel et al., 1988). AulRerdem wirkt PGE2 fordernd
auf die IL-10 Produktion (Stolina et al., 2000). Durch die verminderte PGE2-Synthese
fehlt offenbar der negative Feedbackmechanismus, und es resultiert eine gesteigerte
TNF-a Produktion. Ein Beweis dafiir ist, dass durch die Zugabe von PGE2 der Effekt
der NSAR auf die TNF-a Produktion riickgéngig gemacht werden kann (Hartel et al.,
2004; Page et al., 2010).

Da die Medikamente Ibuprofen und Indomethacin eine gesteigerte TNF-a Produktion
hervorrufen, haben sie einen pro-inflammatorischen Einfluss auf das Immunsystem.
Durch diese iatrogenen Veranderungen konnte das sensible Immunsystem der
Frihgeborenen aus dem Gleichgewicht gebracht werden. In Anbetracht der Tatsache,
dass pro-inflammatorische Zytokine eine wichtige Rolle bei der Entstehung neonataler
Erkrankungen spielen, sollten diese immunmodulatorischen Medikamente folglich mit
Bedacht angewendet werden.

Es sollte betont werden, dass in dieser Versuchsreihe Proben von Neugeborenen
untersucht wurden. Diese spiegeln jedoch nicht das eigentlich betroffene
Patientenkollektiv wieder. Denn bei reifen Neugeborenen betragt die Préavalenz des

isolierten persistierenden Ductus arteriosus 0,04 % (PAN-Studie, Kompetenznetz
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angeborene Herzfehler (Schwedler et al., 2011)). Es sind vor allem Friihgeborene, bei
denen dieses Krankheitsbild ein Problem darstellt. Bei Frihgeborenen < 15009
Geburtsgewicht liegt die Inzidenz eines persistierenden PDA bei 46 % (Stoll et al.,
2010). Daher sind in Zukunft weitere Versuche notwendig, die den Einfluss der
immunmodulatorischen Medikamente gezielt auf das noch nicht ausgereifte
Immunsystem der Friihgeborenen untersuchen.

AuRerdem muss einschrankend gesagt werden, dass nur eine geringe Probenanzahl
vorlag. Um die Hypothese zu priifen, musste die Anzahl der untersuchten
Vollblutproben deutlich erhoht werden, zumal die nachgewiesenen Effekte (<10 %)
Klinisch eine untergeordnete Rolle spielen durften.

Insgesamt sind unsere Ergebnisse nur bedingt tbertragbar und mit Vorsicht zu
interpretieren, da es sich in unseren gesamten Versuchen um ein in-vitro Modell
handelt. Mit Hilfe des Vollblutsystems haben wir versucht, ansatzweise in-vivo nahe
Bedingungen zu schaffen, doch sicherlich ist das Verfahren nicht in der Lage, die
Vielzahl und Komplexitat von Interaktionen zwischen Immunsystem und Metabolismus
zu imitieren oder zu regulieren. Aufierdem haben wir nur eine kleine Anzahl von
verschiedenen Zytokinen bestimmt. Sie stellen nur eine limitierte Auswahl der

zahlreichen Mediatoren des Immunsystems dar.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Zytokinproduktion von Friih- und
Neugeborenen bei einer S. epidermidis Infektion ma3geblich vom Gestationsalter und
vom Genotyp/Phénotyp des Erregers beeinflusst wird. Friihgeborene weisen bei einer
S. epidermidis Infektion eine Abhangigkeit zwischen pro-inflammatorische
Zytokinproduktion und Gestationsalter auf, wohingegen die anti-inflammatorische
Zytokinproduktion nicht mit dem Gestationsalter assoziiert ist. Diese reduzierte anti-
inflammatorische Gegenregulation kdnnte Friih- und Neugeborene fur schwere
Folgeerscheinungen durch infektiose Erkrankungen pradisponieren und ein
Schlusselelement in der Anfélligkeit flir KNS-Infektionen darstellen. Folglich ist eine
friihzeitige Diagnose und Behandlung von grampositiven Infektionen von grolier
Bedeutung.

Des Weiteren konnten wir die Bedeutung des Virulenzfaktors einer Biofilmbildung
durch eine verminderte Zytokinproduktion darstellen. Unsere Versuche zeigten

auflerdem, dass haufig eingesetzte Medikamente wie Ibuprofen und Indomethacin das
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Immunsystem pro-inflammatorisch beeinflussen, indem sie zu einer gesteigerten
TNF-a-Produktion fuhren.

Durch die durchgefiihrten Versuche konnte ein kleiner Einblick in die durch

S. epidermidis induzierte Immunantwort bei Frih- und Neugeborenen erlangt werden.
Zukinftige Studien sollten weitere Detailkenntnisse zu klinischen und genetischen
Einflussfaktoren der Immunantwort der Kinder erbringen und die Interaktionen
zwischen Erreger und Wirt ndher charakterisieren. Denn weitere Erkenntnisse zur
Immunantwort der Friihgeborenen auf KNS-Infektionen sind notwendig, um die
Pathogenese besser zu verstehen und dadurch die Pravention und Behandlung zu
optimieren. Ein langfristiges Ziel ist die Erstellung eines individuellen Risikoprofils, um
die starker gefahrdeten Kinder besonders vor Infektionen und immunvermittelten

Folgeerkrankungen zu schitzen.
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6 Zusammenfassung

Koagulase-negative Staphylokokken sind die haufigsten Erreger einer LOS bei VLBW-
Frihgeborenen. In den meisten Fallen wird S. epidermidis in den Blutkulturen
nachgewiesen. Die neonatale Sepsis stellt einen wichtigen Risikofaktor fiir die Letalitét
und Langzeitmorbiditat von Fruh- und Neugeborenen dar. Hauptrisikofaktoren einer
Sepsis sind niedriges Gestationsalter und geringes Geburtsgewicht. Die erhthte
Empfanglichkeit der Friihgeborenen gegeniiber Infektionen wird vor allem auf eine
entwicklungsbedingte Unreife des Immunsystemes zurtickgefuhrt.

Hauptziel dieser Arbeit war die Charakterisierung der S. epidermidis induzierten
Immunantwort bei Friih- und Neugeborenen. Es gelang, ein in-vitro-Sepsis-Modell zu
etablieren. Wir wahlten ein Vollbluttestverfahren aus, um mdglichst in-vivo nahe
Bedingungen zu erreichen. Monozyten aus Nabelschnurblutproben von Friih- und
Neugeborenen wurden im Vollblut mit lebenden S. epidermidis stimuliert und die
Zytokinproduktion mittels Durchflusszytometrie oder ELISA quantifiziert.

Es zeigten sich keine Unterschiede in der Stimulierbarkeit von Nabelschnurblut oder
adulten Spenderblut. Das Ausmal der Zytokinproduktion war von der Anzahl der
eingesetzten koloniebildenden Einheiten abhéngig. Es konnte ein Zusammenhang
zwischen der pro-inflammatorischen Zytokinproduktion und dem Gestationsalter der
Frihgeborenen nachgewiesen werden. Die Zytokinbildung unterliegt somit einem
altersabhéngigen Reifungsprozess. Die zunehmend eingeschréankte Zytokinproduktion
konnte die hohe Anfalligkeit der Friihgeborenen mit geringem Gestationsalter fir KNS-
Infektionen erkléren. Im Gegensatz dazu war die anti-inflammatorische
Zytokinproduktion nicht mit dem Gestationsalter assoziiert. Die anti-inflammatorischen
Zytokine scheinen individuell reguliert zu werden. Die reduzierte anti-inflammatorische
Gegenregulation kdnnte urséchlich dafir sein, dass Frih- und Neugeborene fir
chronische Folgeschéden durch KNS-Infektionen pradisponiert sind. Des Weiteren
zeigten wir durch eine verminderte 1L-6-Produktion nach Stimulation mit einem Biofilm-
bildenden S. epidermidis-Stamm, dass auch der Genotyp/Phanotyp des Erregers eine
wichtige Rolle bei der Immunantwort spielt.

AuRerdem wurden in-vitro-Effekte von Indomethacin und lbuprofen auf die
Zytokinbildung nachgewiesen. Die Medikamente flihrten zwar bei den Proben der

Neugeborenen zu einer gesteigerten TNF-a Produktion, ob diese vergleichsweise
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geringgradigen Effekte jedoch klinische Bedeutung haben, muss in in-vivo-
Untersuchungen nachgeprdift werden.

Unsere Daten bieten eine deskriptive Basis fir die Etablierung von Risikomodellen fur
eine S. epidermidis-Sepsis. Denn ein langfristiges Ziel ist die Erstellung eines
individuellen Risikoprofils, um die gefahrdeten Kinder besser vor Infektionen und die
dadurch bedingten Folgeschaden zu schitzen.
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Anhang

Anhang

6.1 Definition einer Sepsis bei Frih- und Neugeborenen nach dem

Surveillance-Protokoll

Sepsis

Kriterien

Klinische Sepsis
(ohne Erregernachweis)

Betreuender Arzt beginnt geeignete antimikrobielle
Therapie fir Sepsis fir mindestens 5 Tage

Kein Keimwachstum in der Blutkultur oder nicht
getestet

Keine offensichtliche Infektion an anderer Stelle
Zwei der klinischen Zeichen und Symptome *

Mikrobiologisch bestétige Sepsis
(aber kein KNS)

Erreger aus Blut oder Liquor isoliert und andere als
KNS (Keim ist mit Infektion an anderer Stelle nicht
verwandt)

Zwei der klinischen Zeichen und Symptome *

Mikrobiologisch bestétigte Sepsis
(nur KNS)

AusschlieSlich KNS aus Blutkultur oder intravasalem
Katheter isoliert

Zwei der klinischen Zeichen und Symptome *

Ein Laborparameter *

Tabelle : Definition einer Sepsis bei Friih- und Neugeborenen nach dem Surveillance-Protokoll
NEO-KISS des NRZ (Nationales Referenzzentrum fiir Surveillance von nosokomialen Infektionen

des Robert Koch Institutes)

* Klinischen Zeichen und Symptome

Rekapillarisierungszeit > 2s

* Ein Laborparameter

Thrombozyten < 100/nl

CRP > 2,0 mg/dl oder Interleukin

Fieber (> 38 °C) oder Temperaturinstabilitat (hdufiges Nachstellen des Inkubators) oder Hypothermie (< 36.5 °C)
unerklarte metabolische Azidose (BE < -10 mval/l)

Tachykardie (> 200/min) oder neu/vermehrte Bradykardien (< 80/min)

neu aufgetretene Hyperglykémie (> 140 mg/dl)

anderes Sepsiszeichen: Hautkolorit (nur wenn Rekapillarisierungszeit nicht verwendet), erhdhter Sauerstoffbedarf
(Intubation), instabiler AZ, Apathie

®  neu oder vermehrte Apnoe(en) (> 20s)

1/T-Ratio > 0,2 (unreife Granulozyten / gesamt Granulozyten)
Leukozyten < 5/nl (ohne Erythroblasten)

http://www.nrz-hygiene.de/fileadmin/nrz/download/NEOKISSProtokoll221209.pdf
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