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1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Gruppe B Streptokokken

1.1.1 Taxonomie

Im Jahr 1887 isolierten Nocard und Mollereau wéhrend einer Mastitis Epizootie bei
Kiihen ein Bakterium, welches sie Streptococcus de la mammite nannten [186]. In dem
Bemiihen, die Vereinheitlichung der Nomenklatur von Bakterien voranzutreiben, wur-
de die von Nocard und Mollereau beschriebene Spezies 1889 von Trevisan mit dem
Namen Streptococcus nocardi bezeichnet [241], welcher sich jedoch nicht in der Praxis
durchsetzte. Stattdessen fiihrte Kitt 1893 den Namen Streptococcus agalactiae contagio-
sae [128] und schlieBlich Lehmann und Neumann 1896 die Bezeichnung Streptococcus
agalactiae [147] ein, welcher sich trotz der zwischenzeitlich ebenfalls auftauchenden
Benennung Streptococcus mastitidis [174] und einiger Streitigkeiten um die korrekte
Bezeichnung durchgesetzt und bis heute gehalten hat [96][92]. Da Streptococcus aga-
lactiae die einzige Spezies innerhalb der Gruppe B Streptokokken ist, werden beide

Bezeichnungen synonym verwendet [53].

1.1.2 Charakterisierung

Nachdem die Unterscheidung beta-hamolysierender Streptokokken zuvor lediglich durch
die Untersuchung verschiedener Stoffwechselfdhigkeiten wie zum Beispiel des pH Wertes
nach Bebriitung in dextrosehaltigem Medium [8] oder der Fahigkeit Natriumhippurat
zu spalten [9] moglich gewesen war, etablierte Lancefield 1933 mit dem Prézipitintest
eine auf einem zellwandstiandigen, gruppenspezifischen Polysaccharid (C-Substanz) ba-
sierende, serologische Unterscheidungsméglichkeit, welche eine eindeutige Einteilung

in spezifische Gruppen (zundchst A bis E) erlaubte [139] und welche, inzwischen bis



Gruppe S erweitert, noch heute giiltig ist. Im Jahr 1980 gelang es zunéchst Carey, die
Zusammensetzung des gruppenspezifischen Polysaccharids aufzukldren [35], bevor Mi-
chon Ende der achtziger Jahre dessen Struktur [173][171] und schlielich 1991 das fiir
die serologischen Reaktionen relevante Epitop beschrieb [172]. 1934 gelang Lancefield
die weitere serologische Unterteilung der Gruppe B Streptokokken in die Serotypen I,
IT und III, basierend auf einem weiteren, kapselstandigen Polysaccharid (S-Substanz)
[141]. Inzwischen sind zusétzlich die Typen la, Ib, Ic und IV - VIII beschrieben wor-
den [142][252][112][107][133][134]. In den letzten 20 Jahren ist es mit Hilfe genetischer
Arbeitsmethoden gelungen, Gruppe B Streptokokken auf Basis von restriction digest
patterns (RDP) und multilocus sequence typing (MLST) noch genauer zu charakteri-
sieren [181][121].

1.1.3 Stadien der Pathogenese
Besiedlung der Schwangeren

Vor allem fiir die early onset disease (Sepsis, Pneumonie, Meningitis), welche inner-
halb der ersten 72 Lebensstunden, meistens sogar am ersten Lebenstag, auftritt, ist die
rektovaginale Besiedlung der Mutter ein entscheidender Risikofaktor. Weltweit durch-
gefithrte Studien haben gezeigt, dass etwa 10% bis 30% der schwangeren Frauen Gruppe
B Streptokokken im Rektum oder in der Vagina tragen [201][11][116]. Dabei kann die
Besiedlung transient, chronisch oder intermittierend sein. In etwa 50% bis 70% der
Fille werden die Keime perinatal von der besiedelten Mutter auf das Neugeborene
tibertragen [74][2]. Kinder von besiedelten Miittern haben im Gegensatz zu Kindern
nicht besiedelter Miitter ein um den Faktor 29 erhohtes Risiko einer early onset disease
[28]. Auflerdem korreliert das Ausmafl der Besiedlung mit dem Risiko der vertikalen
Ubertragung und mit der Wahrscheinlichkeit einer invasiven Erkrankung des Neuge-
borenen [189][5]. Diese Daten zeigen, wie essenziell die Féhigkeit, an Vaginalepithel
adhérieren zu konnen, fiir die Gruppe B Streptokokken ist. Durch in vitro Versuche
wurde gezeigt, dass Gruppe B Streptokokken effektiv an Vaginalepithelzellen binden
kénnen und dass diese Bindung bei einem pH Wert von 4, wie er in der Vagina iiblich
ist, bis zu 20fach stérker ist als bei neutralem pH [226][237]. In den letzten Jahren
konnten zahlreiche molekulare Mechanismen, die fiir die Adhésion verantwortlich sind,

ausgemacht werden.



Das Kapselpolysaccharid der Gruppe B Streptokokken enthélt einen hohen Anteil an
Sialinsdureresten [114][113], welche bei allen Serotypen zum Teil O-acetyliert sind [148].
Der Zweck dieser Acetylierung ist teilweise noch unklar, da Mutanten mit einem hohen
Anteil O-acetylierter Sialinsdurereste wesentlich empfindlicher gegeniiber den Abwehr-
mechanismen der neutrophilen Granulozyten sind [248]. Es wird aber gemutmaft, dass
die O-Acetylierung bei der Besiedlung des Vaginal- bzw. Gastrointestinaltraktes einen
Vorteil fiir die Streptokokken mit sich bringt, da sie die fiir die Virulenz wichtigen Sia-
linsédurereste vor der Degradation durch Sialinasen anderer Mikroorganismen schiitzt
[247].

Gruppe B Streptokokken kénnen an verschiedene extrazellulare Matrixproteine wie
zum Beispiel Fibronectin, Fibrinogen, Laminin oder Keratin binden, was fiir die Adhésion
an die verschiedensten Epithelien von Bedeutung sein konnte. Die Féahigkeit an immo-
bilisiertes Fibronectin, wie es an Schleimhautoberflichen vorkommt, nicht jedoch an
gelostes Fibronectin, welches als Opsonin fungieren kann, zu binden [238], wird im We-
sentlichen durch die C5a Peptidase vermittelt [42][15]. Die beiden Fibrinogen bindenden
Proteine FbsA und FbsB besitzen in purifizierter Form die Fahigkeit, an Fibrinogen
zu binden. Im Gegensatz zu FbsA scheint FbsB jedoch nicht essenziell fiir die Bin-
dung der Streptokokken an Fibrinogen zu sein, da FbsB-negative Mutanten anders als
FbsA-negativen Mutanten keine verminderte Bindung an Fibrinogen zeigen [216][90].
Mit Hilfe des Laminin bindenden Proteins Lmb koénnen Gruppe B Streptokokken an
das extrazelluldre Matrixprotein Laminin binden und damit einen wichtigen Schritt
auf dem Weg zur invasiven Infektion gehen [229].

Zwei Serinreiche (serine-rich repeat oder Srr) Proteine, Srr-1 und Srr-2; die in ih-
rer Struktur den bereits von anderen Bakterienarten als Adhésine bekannten Srr-
Proteinen dhneln, wurden vor wenigen Jahren auch bei Gruppe B Streptokokken ent-
deckt [235][223]. Dabei kommt Srr-2 lediglich beim Serotyp RDP II1I-3 und MLST-17
vor, welcher allerdings einen Grofteil aller invasiven Erkrankungen beim Neugeborenen
verursacht. Im Tierversuch mit Méusen konnte gezeigt werden, dass RDP I11-3 Stamme,
die Srr-2 exprimieren, eine etwa tausendfach niedrigere LDy, (letale Dosis, bei der 90
% der Tiere sterben) haben als RDP III-3 Stdmme ohne Srr-2 [121]. Die Serotypen Ia,
Ib, Ic, I, V und IIT (mit Ausnahme des oben genannten RDP I11-3) exprimieren Srr-1
[220]. Srr-1 vermittelt die Bindung an humanes Keratin 4 und damit an HEp-2 (human

epidermoid carcinoma) Zellen, welche Keratin 4 an ihrer Oberfléiche tragen. Keratin 4



kommt auch bei anderen Epithelien, die fiir den Infektionsweg beim Menschen relevant
sind, wie zum Beispiel die Epithelzellen aus Mund-, Pharynx-, Osophagus-, Vaginal-
und Zervixschleimhaut, vor. Diese wurden allerdings noch nicht auf ihre Reaktivitét
mit Srr-1 getestet [206].

Auch das Adhésin BibA (GBS immunogenes bakterielles Adhésin) vermittelt die
Bindung von Gruppe B Streptokokken an humane Zervixepithelzellen [208].

Infektion des Neugeborenen

Nach der erfolgreichen Besiedlung der Mutter kann es zur intrauterinen Infektion des
Neugeborenen durch Aszension in den Uterus, Durchdringen der Eihdute und Aspira-
tion durch den Fetus kommen. Eine andere Moglichkeit der Infektion kann sich durch
Aspiration von Fliissigkeit auf dem Weg durch den Geburtskanal ergeben, wobei die
meisten Neugeborenen, die auf diesem Weg Erstkontakt zu Gruppe B Streptokokken
haben, zwar besiedelt werden aber in der Regel asymptomatisch bleiben. Bei der Mut-
ter kann es zur Amnionitis, Endometritis oder sogar zur Sepsis kommen. In der Regel
bleiben kolonisierte Frauen allerdings ebenfalls asymptomatisch [214].

Das Ibc Antigen (auch C Protein) der Gruppe B Streptokokken ist ein Oberfl4-
chenprotein, welches hauptséchlich bei den Serotypen Ia, Ib und IT vorkommt und die
Produktion schiitzender Antikorper induzieren kann [138][117][21]. Es beinhaltet min-
destens die vier verschiedenen als Antigen fungierenden Determinanten «, 3, y und
d [251][22][30][169]. Mittels Knockout-Mutanten, welche das & C Protein nicht mehr
exprimieren, konnte gezeigt werden, dass dieses Protein die Invasion in Zervixepithel-
zellen vermitteln kann. Die Adhésionsféhigkeit wird dabei nicht beeinflusst [25]. Des
Weiteren sind die Mutanten fiir neugeborene Méause um den Faktor 5-7 weniger letal
als der Wildtyp [149]. Die o« C Protein abhéngige Adhésion und Invasion wird sowohl
durch Glykosaminoglykane als auch durch Integrine vermittelt [12][26].

Wahrend Gruppe B Streptokokken mittels Transzytose Chorionepithelzellen durch-
dringen kénnen, scheint das Amnion einen guten Schutz vor den Bakterien zu bieten, da
eine Invasion in vitro nicht nachgewiesen werden konnte [253][129]. Nichtsdestoweniger
nehmen Elastizitdt und Widerstandsfahigkeit der Eihdute in Anwesenheit von Gruppe
B Streptokokken ab [213] und eine starke miitterliche Besiedlung mit Gruppe B Strep-

tokokken ist mit vorzeitigem Blasensprung assoziiert [175]. Vorzeitiger Blasensprung



und eine anschlieBende Dauer von mehr als 18 Stunden bis zur Geburt wiederum sind
signifikante Risikofaktoren fiir eine Infektion des Neugeborenen [232][28]. Auf welche
Weise Gruppe B Streptokokken die Widerstandsfahigkeit der Eihdute beeinflussen, ist
nicht geklart. Mehrere Moglichkeiten kommen hierfiir in Betracht. So konnte gezeigt
werden, dass Gruppe B Streptokokken eine kollagenolytische Aktivitéit zeigen, welche
die Spaltung des Kollagens im Amnion bewirken konnte [110]. Eine weitere Moglichkeit
ist die Aktivierung des dezidualen HyOo-Halogenid Systems durch die Anwesenheit der
Gruppe B Streptokokken in der Zervix oder des unteren Uterus, welches wiederum
die Widerstandsfiahigkeit des Amnions negativ beeinflusst [211]. Es konnte auflerdem
gezeigt werden, dass verschiedene Bakterien den Arachidonsidurestoffwechsel von Am-
nionzellen modifizieren und so die Produktion von Prostaglandin Es stimulieren kénnen
[137][16], welches seinerseits Wehen auslosen kann [87]. Schliefllich kénnen Gruppe B
Streptokokken die Produktion proinflammatorischer Zytokine in Chorionzellen anregen
und durch die resultierende Einwanderung von Entziindungszellen ebenfalls zu vorzei-
tigen Wehen beitragen [63]. Einmal in die Fruchthohle gelangt, stellt das Fruchtwasser
ein sehr gutes Medium fiir die Vermehrung der Streptokokken dar, so dass der Fetus

letztlich mit einer hohen Keimdichte konfrontiert sein kann [224].

Virulenzfaktoren fiir pulmonale Morbiditat

Da die Ubertragung der Gruppe B Streptokokken bei der early onset disease im We-
sentlichen durch die Aspiration von entweder kontaminiertem Fruchtwasser oder Va-
ginalfliissigkeit geschieht, dient die Lunge oft als Eintrittspforte in den Blutkreislauf
und damit als Ausgangspunkt einer Sepsis. Dabei kann es zur Pneumonie kommen,
wobei die haufigste Manifestation der early onset disease allerdings die Sepsis ohne
fokalen Fokus darstellt [75][132]. Zahlreiche Virulenzfaktoren stehen den Gruppe B
Streptokokken zur Schidigung des Lungengewebes und schliefllich zum Eindringen in
den Blutkreislauf zur Verfiigung.

Neben den bereits erwahnten Adhésinen, welche die Bindung an extrazellulare Ma-
trixproteine vermitteln und daher in vielen Wirtsnischen von Nutzen sind, gibt es
auch Adhésine, deren Eigenschaften speziell an Alveolarepithelien demonstriert wer-
den konnten. So vermittelt zum Beispiel das bereits erwidhnte Adhésin BibA (GBS

immunogenes bakterielles Adhésin) auch die Bindung von Gruppe B Streptokokken an
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Alveolarepithelzellen [208]. Erst kiirzlich wurden auflerdem bei Gruppe B Streptokok-
ken Oberflichenproteine entdeckt, welche die Bausteine fiir Pili darstellen [145]. Wie
zuvor bereits bei diversen Gram-negativen Bakterien gezeigt werden konnte, dienen
die Pili auch den Gruppe B Streptokokken als Adhisine [168]. Sie vermitteln unter
anderem die Bindung an humanes respiratorisches Epithel [61][155].

Der wahrscheinlich wichtigste Virulenzfaktor, der zur Schiadigung des Lungenge-
webes beitragt, ist das B-Hamolysin/Zytolysin. Die grofle Mehrzahl der Gruppe B
Streptokokken-Isolate zeigt beta-hdmolytische Aktivitét [72]. Diese Fahigkeit der Grup-
pe B Streptokokken, Erythrozyten zu zerstoren, rithrt vom Exotoxin $-Hamolysin/Zyto-
lysin her, welches als porenbildendes Toxin ein wesentlicher Virulenzfaktor der Gruppe
B Streptokokken ist. Als solcher ist er, neben seiner Fihigkeit zur Hamolyse, direkt
an der Schidigung diverser weiterer Wirtszellen beteiligt. So konnte in verschiedenen
Studien mit nichthdmolytischen und hyperhdmolytischen Mutanten gezeigt werden,
dass zwischen dem Grad der beta-hédmolytischen Aktivitdt von Gruppe B Streptokok-
ken und ihrer Fahigkeit, menschliche Alveolarepithelzellen sowie pulmonale Endothel-
zellen von Ferkeln zu schédigen, ein direkter, quantitativer Zusammenhang besteht.
Dabei zeigt sich ein kompletter Verlust der Mikrovilli und die Zerstorung von Zell-
und Kernmembranen. Somit kénnte allein das 3-Hamolysin/Zytolysin das Eindringen
in den Blutkreislauf iiber die Lunge bewirken [182][183][86]. Bisher ist es nicht gelun-
gen, B-Hamolysin/Zytolysin in Reinform zu isolieren, was auf einer Instabilitdt des
Molekiils zu beruhen scheint. Um die hdmolytische Aktivitit in Zellkulturiiberstdnden
zu erhalten, sind hochmolekulare Trégermolekiile wie zum Beispiel Stéirke, Albumin
oder Polysorbat 80 erforderlich [161]. Die Aktivitdt von beta-H&molysin wird durch
Phospholipide wie zum Beispiel Dipalmitoylphosphatidylcholin, dem Hauptbestand-
teil des Surfactants, stark inhibiert, was zumindest teilweise die besondere Gefihrdung
Surfactant-defizienter Frithgeborener durch Gruppe B Streptokokken erkldren kann
[161][202].

Das Enzym Hyaluronat Lyase, welches zunéchst félschlicherweise fiir eine Neura-
minidase gehalten wurde, spaltet Hyaluronséure, welche als ein wesentlicher Bestand-
teil der extrazellularen Matrix die wichtige Barrierefunktion von Geweben unterstiitzt
[197][153][150]. Hyaluronsaure kommt beispielsweise in der Haut und Synovialfliissigkeit
aber auch in der Lunge, der Nabelschnur und im Fruchtwasser vor [146]. Der pul-

monale Hyaluronsiduregehalt, welcher als Reaktion auf eine Gewebeschadigung in der
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Lunge bei Entziindungen ansteigt, ist bei mit Gruppe B Streptokokken infizierten Fer-
keln signifikant erniedrigt [124]. Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass Gruppe B
Streptokokken-Isolate, welche von Neugeborenen mit invasiver Erkrankung isoliert wor-
den waren, signifikant mehr Hyaluronat Lyase produzieren als Isolate von asymptoma-
tisch kolonisierten Neugeborenen [180].

Waéhrend, wie oben bereits erwédhnt, die Fahigkeit der FbsB-negativen Mutanten,
Fibrinogen zu binden, gegeniiber dem Wildtyp nicht eingeschrénkt ist, zeigen sie jedoch
eine signifikant niedrigere Invasionsrate in humane Alveolarepithelzellen [90].

Auch die ebenfalls schon erwiahnte Cba Peptidase vermittelt die Adhésion an und

die Invasion in humane Alveolarepithelzellen [42].

CAMP-Faktor 1944 entdeckten Christie, Atkins und Munch-Petersen, dass Gruppe B
Streptokokken auf Blutagarplatten in der Anwesenheit von Staphylococcus aureus eine
wesentlich stéarker ausgepriagte beta-hdmolytische Aktivitat zeigten als in Abwesenheit
der Staphylokokken und dass dieser Effekt auf dem Zusammenspiel von (-Hamolysin
der Staphylokokken mit einem extrazelluliren Faktor der Gruppe B Streptokokken
beruhte [44]. Spiter wurde dieser neu entdeckte Faktor nach den Initialen der Ent-
decker dieses Phidnomens CAMP-Faktor genannt und der sogenannte CAMP-Test als
ein Standardtest fiir Gruppe B Streptokokken etabliert [178][179][52]. In weiteren Ver-
suchen konnte gezeigt werden, dass CAMP-Faktor ein weiteres porenbildendes Toxin
der Gruppe B Streptokokken ist, welches die Lyse von sphingomyelinreichen Schafs-
und Rindererythrozyten bewirkt, sofern das Sphingomyelin ihrer Zellmembranen zu-
vor mit einer Sphingomyelinase, wie zum Beispiel dem [3-Hamolysin von Staphylococcus
aureus, zu Phosphorylcholin und Ceramid hydrolysiert worden ist [231][56][144].

Obwohl zwei Studien zeigen konnten, dass intravenos applizierte hohe Dosen aufge-
reinigten CAMP-Faktors letal fiir Mause und Kaninchen sind und dass die gleichzeitige
intravenose Injektion von CAMP-Faktor und intraperitoneale Injektion von Gruppe B
Streptokokken in subletaler Konzentration, im Gegensatz zur alleinigen Injektion von
CAMP-Faktor oder Gruppe B Streptokokken, bei Mausen letal ist [225][122], ist die
Rolle des CAMP-Faktors als Virulenzfaktor weiterhin unklar. In einer neueren Studie
von Hensler et al. wurde gezeigt, dass Mutanten, ohne die Fahigkeit CAMP-Faktor zu
bilden, in Mausen eine vergleichbare Virulenz wie die Wildtypen zeigen [101].

Interessanterweise wird die Expression beider porenbildender Toxine 3-H&amolysin /Zy-
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tolysin und CAMP-Faktor gegenlaufig reguliert. So fiithrt die Aspartatphosphorylierung
des ,,Response-Regulators® CovR zur Expression von CAMP-Faktor und zur gleichzei-
tigen Repression von B-Hémolysin/Zytolysin. Umgekehrt bewirkt die Threoninphos-
phorylierung von CovR die vermehrte Expression von -Hamolysin/Zytolysin und die
Repression des CAMP-Faktors [115][199]. Es ist daher denkbar, dass Gruppe B Strep-
tokokken in der Lunge von reifgeborenen Kindern, also in der Anwesenheit von Surfac-
tant, welches die Aktivitéat von B-Hamolysin/Zytolysin inhibiert (s.o.), die Expression
des CAMP-Faktors steigert, wihrend in der Lunge Frithgeborener mit weniger Surfac-

tant die Expression von (-Hamolysin/Zytolysin gesteigert werden konnte.

Schutz vor der unspezifischen Abwehr des Wirtes

Nachdem die verschiedensten Wirtsnischen besiedelt und eventuell gar das Eindringen
in den Organismus gelungen ist, werden die Gruppe B Streptokokken mit einer Reihe
von Abwehrmechanismen konfrontiert, welche es erfolgreich abzuwehren gilt. Auch fiir
diese Aufgabe besitzen die Keime ein ansehnliches Repertoire an Virulenzfaktoren,
welche letztlich dazu dienen, der Phagozytose zu entkommen.

Das bereits oben beschriebene (-Hamolysin/Zytolysin wird durch den offenen Le-
serahmen cylE im cyl Genkluster kodiert, welcher gleichzeitig zur Bildung eines orange
farbenen Polyenpigments (Ornithin Rhamno-Polyen oder Granadaen) erforderlich ist
[198][228][203]. Dieses Pigment dient Gruppe B Streptokokken mit seiner antioxida-
tiven Eigenschaft als Schutz vor dem oxidativen Burst phagozytierender Wirtszellen.
Auf diese Weise ist das cylE Gen das Bindeglied zur gleichzeitigen Expression eines of-
fensiven und eines defensiven Virulenzfaktors [154]. Bereits 1934 hatte Lancefield einen
Zusammenhang zwischen der hamolytischen Eigenschaft von Gruppe B Streptokokken
und der Bildung eines orangefarbenen Pigments erkannt und konnte zeigen, dass Grup-
pe B Streptokokken ihre hdmolytische Eigenschaft und gleichzeitig die Fahigkeit, das
Pigment zu bilden, bei der Kultivierung auf Agarplatten verlieren kénnen [140].

Obwohl verschiedene Studien zeigen konnten, dass die Invasion von Epithel- und
Endothelzellen durch das typspezifische Kapselpolysaccharid eher behindert wird [237]
[184], sind kapsellose Mutanten im Tierversuch deutlich weniger virulent als die be-
kapselten Wildtypen [204]. Der Grund hierfiir liegt in vielschichtigen Interaktionen des

Kapselpolysaccharids mit dem angeborenen Immunsystem des Wirtes. Der Grad der
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Expression von Kapselpolysaccharid korreliert invers mit der Bindung von C3 und
damit der Aktivierung des alternativen Weges des Komplementsystems [65][164]. Au-
Berdem phagozytieren Alveolarmakrophagen neugeborener Ratten weniger bekapselte
als unbekapselte Gruppe B Streptokokken [165]. Schon 1980 konnte gezeigt werden,
dass das Kapselpolysaccharid einen hohen Anteil von Sialinsédureresten enthélt, welche
auch auf den Zelloberflichen von Wirbeltieren vorkommen [114][113]. Dieses moleku-
lare Mimikri bietet den Gruppe B Streptokokken vom Serotyp III einen guten Schutz
vor dem angeborenen Immunsystem, da die Sialinsdurereste mit Siglec-9 (sialic acid
binding Ig-like lectin), einem Sialinsédure-Rezeptor der neutrophilen Granulozyten zur
Erkennung korpereigener Strukturen, reagieren und so den oxidativen Burst und die
Bildung von Neutrophil Extracellular Traps (NETs) verhindern und die Produktion des
antiinflammatorischen Zytokins Interleukin-10 anregen [36]. Im Gegensatz dazu, aber
mit d&hnlichen Schutz bietenden Effekten, binden Gruppe B Streptokokken vom Serotyp
Ta mit dem sogenannten 3 Protein und somit Sialinsdure unabhéngig an Siglec-5 [37].
Durch in vivo Versuche fand man heraus, dass Mutanten, welche zwar bekapselt jedoch
unfihig sind, Sialinsédure zu bilden, &hnlich apathogen fiir neugeborene Ratten sind wie
kapsellose Mutanten [250]. Die Bedeutung der O-Acetylierung der Sialinsdurereste wur-
de bereits erldutert.

Ein weiterer Verteidigungmechanismus der Gruppe B Streptokokken gegen reaktive
Sauerstoffspezies ist eine Mangan-haltige Superoxiddismutase (SodA), welche Superoxid-
Anionen (O?7) zu molekularem Sauerstoff (Og) und Wasserstoffperoxid (HyOz) umwan-
delt. Poyart et al. konnten zeigen, dass SodA-negative Mutanten bei durch Paraquat
oder HyOy ausgelostem oxidativen Stress ein wesentlich langsameres Wachstum und
eine signifikant hohere Rate an Spontanmutationen als der Wildtyp zeigten. Auflerdem
wurden die Mutanten in einem Mausmodell vermehrt phagozytiert und ihre Anzahl
war, im Gegensatz zum Wildtyp, im Blut und im Gehirn, nicht jedoch in Leber und
Milz, deutlich reduziert [195].

Neben den bereits genannten Funktionen dient die Cha Peptidase (auch Cba-ase
oder ScpB) den Gruppe B Streptokokken, wie der Name bereits andeutet, zur raschen
Inaktivierung des Komplementfaktors Cba, welcher fiir die Rekrutierung neutrophiler
Granulozyten bedeutsam ist [102]. Takahashi et al. konnten auBerdem nachweisen,
dass neben der Rekrutierung auch die Phagozytose durch Granulozyten durch die Cba

Peptidase eingeschriankt wird und dies einen Einfluss auf die Virulenz bei neugeborenen
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Ratten haben konnte [234].

Die Serin Proteinase (CspA) der Gruppe B Streptokokken bewirkt eine zehnfach
erhohte Virulenz bei neugeborenen Ratten und eine signifikant niedrigere Empfindlich-
keit gegen die Phagozytose durch menschliche neutrophile Granulozyten im Gegensatz
zu CspA negativen Mutanten [95]. Dabei katalysiert das Enzym die Spaltung von Fibri-
nogen in Fibrin dhnliche Molekiile sowie die Spaltung diverser Chemokine aus der CXC
Familie. So konnte gezeigt werden das CspA GRO-a, GRO-f3, GRO-y (growth related
oncogene), NAP-2 (neutrophil-activating peptide) und GCP-2 (granulocyte chemotactic
protein) nicht jedoch IL-8 spalten kann und dass diese Spaltung die Chemotaxis und
die Aktivierung neutrophiler Granulozyten authebt [32].

Bakterielle Penicillin bindende Proteine (PBP) sind in der Regel an der Biosynthese
von Peptidoglykanen beteiligt und stellen die Bindungsstelle fiir 3-Laktam Antibiotika
dar [24][84][230]. Das bei Gruppe B Streptokokken beschriebene PBP1a, welches durch
das Gen ponA kodiert wird, ist in den letzten Jahren ausfiihrlich untersucht worden.
PBP1la defiziente Mutanten waren zwar, gemessen an der LD5q bei neugeborenen Rat-
ten um den Faktor 100 weniger virulent und iiberlebten schlechter in Vollblutansétzen
und in Anwesenheit von Alveolarmakrophagen als die Wildtyp Bakterien, zeigten je-
doch eine vergleichbare Empfindlichkeit gegen Penicillin [118][120]. Im wesentlichen
scheint dies die Folge einer PBP1a abhéngigen Resistenz der Gruppe B Streptokok-
ken gegen antimikrobielle Peptide (AMP) aus den Defensin und Cathelicidin Klassen
von Alveolarmakrophagen und neutrophilen Granulozyten zu sein [91][119]. Wie die-
se Resistenz zustande kommt, ist jedoch noch ungeklért. Im Gegensatz zu PBPla
gehen Mutationen im Gen fiir PBP2X, einem weiteren Penicillin bindenden Protein,
tatsdchlich mit einer verminderten Empfindlichkeit gegen 3-Laktam Antibiotika einher
[51].

Die bereits genannten Pili tragen neben ihrer Funktion als Adhésin auch zur Resi-
stenz gegen Phagozyten und antimikrobielle Pepitde bei und verstirken die Virulenz
der Streptokokken im Mausmodell [156].

Uber die Fahigkeit zur Bindung an Fibrinogen hinaus bietet FbsA den Streptokokken
ebenfalls Schutz vor Phagozytose durch Granulozyten [216][90].

Neben der geringeren Adhésion an Zervix- und Alveolarepithelzellen zeigen BibA-
negative Mutanten im Gegensatz zum Wildtyp ein reduziertes Wachstum im mensch-

lichen Vollblut, eine verminderte Resistenz gegen die Phagozytose durch Granulozyten
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und, gemessen an der Letalitét, eine verminderte Virulenz im Mausmodell [208].

Sepsis

Mit dem Eindringen der Gruppe B Streptokokken in die Blutbahn und mit der er-
folgreichen Abwehr gegen die Phagozytose kommt es zunéchst zur Bakteriamie und
schliefllich zur Sepsis. Diese systemische Entziindung wird durch komplex verwobene
Mechanismen, an denen eine Vielzahl von Zellen, Geweben, Zytokinen, Chemokinen,
Rezeptoren und Plasmakaskaden beteiligt sind, reguliert. Der erste Schritt in der Patho-
genese der Sepsis ist die Erkennung der Gruppe B Streptokokken als fremd, was durch
verschiedene pattern recognition receptors (PRR) geschieht. Diese erkennen sogenann-
te pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), mikrobielle Strukturen, welche fiir
die Lebensfihigkeit von Mikroorganismen essenziell und daher in verschiedenen Mikro-
organismen konserviert sind [3]. Die bestuntersuchten PRR sind die Toll-like receptors
(TLRs), von denen beim Menschen bisher 10 verschiedene entdeckt wurden [3]. Im Ver-
lauf der GBS Sepsis kommt es zur massiven Zytokinproduktion und -ausschiittung von
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6, IL-8 und TNF«, was sowohl in vivo als auch
in vitro nachgewiesen werden konnte. Die Zytokinspiegel im Blut des Neugeborenen
konnen dabei durchaus ein mit adultem Blut vergleichbares Niveau erreichen [18][19].

Wiihrend lange Zeit Lipoteichonséure (LTA) im Verdacht stand, der wesentliche TLR
Agonist Gram positiver Keime und somit auch der Gruppe B Streptokokken zu sein,
so wie es Lipopolysaccharid (LPS) fiir Gram-negative Keime ist, konnte in den letzten
Jahren gezeigt werden, dass dieses Molekiil, was die TLR Aktivierung angeht, lediglich
eine untergeordnete Rolle spielt [98]. Mancuso et al. wiesen nach, dass TLR 2 zusam-
men mit dem Adapterprotein myeloid differentiation factor 88 (MyD88) ein essenzielles
Signalmolekiil bei der GBS Sepsis ist und Henneke et al. zeigten, dass hauptséchlich
gereifte Lipoproteine, welche von den Gruppe B Streptokokken sezerniert werden, die-
sen Rezeptor aktivieren [159][98], wobei TLR 6 und CD14 als Korezeptoren fungieren
[97]. Im Mausmodell der GBS Sepsis kommen TLR 2 und MyD88 ambivalente Rollen
zu. Eine kleine subkutan applizierte GBS Dosis, welche von Wildtyp M&ausen ohne sy-
stemische Entziindungszeichen eliminiert wird, ist fiir 20% respektive 30% TLR 2- bzw.
MyD88-defizienter Méuse tédlich. Die Untersuchung der bakteriellen Belastung und der
Zytokinspiegel im Blut zeigte, dass bei den Wildtyp Méausen weder eine Ausbreitung
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der Bakterien noch messbare Zytokinspiegel vorlagen, wihrend die Bakterien bei den
Mutanten im Blut und in verschiedenen Organen nachweisbar waren und 100% respek-
tive 60% der Mause erhohte TNF - und IL6 Spiegel zeigten. Im Gegensatz dazu zeigte
sich im LDgy Modell, in dem 86% der Wildtyp Mé&use starben, dass die TLR 2- bzw.
die MyD88-Defizienz einen protektiven Effekt hat. Zwar war die bakterielle Belastung
in allen M&usen @hnlich hoch, jedoch zeigten die Mutanten im Gegensatz zum Wildtyp
signifikant niedrigere TNFo- und IL6 Spiegel. Des Weiteren zeigten Wildtyp Méuse,
welche mit anti-TNFx Antikérpern behandelt worden waren, vergleichbare Reaktio-
nen auf die niedrigen und hohen GBS Inokula wie die TLR 2- bzw. MyD88-defizienten
Méuse. Diese Versuche deuten darauf hin, dass die Effekte der TLR 2- bzw. MyDS&8
Defizienz im wesentlichen auf einer geddmpften TNFa Antwort beruhen. In allen Ver-
suchen zeigten die MyD88-defizienten Méause im Vergleich zu den TLR 2-defizienten
Tieren eine ausgeprigtere Unfahigkeit, die Infektion zu beherrschen bzw. ausreichende
Zytokinmengen zu bilden, was darauf schlieen lédsst, dass neben TLR 2 auch andere
fiir die GBS Sepsis wichtige Rezeptoren den MyD88 Signalweg verwenden [159].

Neben den sezernierten Lipoproteinen existiert bei Gruppe B Streptokokken minde-
stens ein weiterer PAMP, welcher jedoch zellgebunden ist und dessen Beschaffenheit
noch ungeklért ist. Da die gesuchte Struktur an der Oberfliche der Keime liegen muss,
waren besonders das gruppen- und das typenspezifische Polysaccharid in den Blick-
punkt geraten, wobei letzteres bereits wieder ausgeschlossen werden konnte, da Mu-
tanten ohne typenspezifisches Antigen iiber eine normale proinflammatorische Potenz
verfiigen. Die Datenlage fiir das gruppenspezifische Antigen hingegen lédsst eine Beur-
teilung hinsichtlich der proinflammatorischen Potenz noch nicht zu [249]. Wahrend die
Aktivierung einer Zytokinantwort auch fiir diesen unbekannten Faktor das Adapter-
protein MyD88 erfordert [97], ist der dazugehoérige TLR noch nicht gefunden. Bisher
konnten sowohl die TLRs 1, 2, 4, 5 und 9 als auch CD14 und CD11b/CD18, welcher
auch als Komplementrezeptor 3 bezeichnet wird und die Internalisierung von Gruppe
B Streptokokken vermittelt, als Kandidaten ausgeschlossen werden, da Makrophagen
entsprechender Knockout-Méuse bei Kontakt mit hitzeinaktivierten Gruppe B Strep-
tokokken eine unverminderte TNF o Antwort zeigten [97][100].

Auch das bereits erwihnte B-Hamolysin/Zytolysin kommt als PAMP in Betracht,
da die B-Hamolysin/Zytolysin Expression mit der Expression von Zytokinen und der

Apoptoserate korreliert. Ein Rezeptor, der diese proinflammatorische Aktivitéit auslost,
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konnte jedoch auch hier noch nicht gefunden werden [57][185][249].

Zahlreiche weitere Rezeptoren kommen als fiir die GBS Sepsis relevante PRR in
Frage. Dazu zéhlen sowohl weitere Zellwand gebundene Rezeptoren wie das [3o-Integrin
CD11b/CD18 als auch intrazellulidre Rezeptoren wie nucleotide-binding oligomerization
domain 2 (NOD 2) und das Inflammasom. Daten, die eine Relevanz dieser Rezeptoren
im Rahmen der GBS Sepsis belegen, existieren zur Zeit allerdings nicht [249].

Wiéhrend TNF« als wesentliches proinflammatorisches Zytokin fiir die Lethalitit
verantwortlich zu sein scheint, konnten fiir IL-12, Typ I Interferone, IL-6, IL-18 und
IL-10 im Mausmodell protektive Effekte nachgewiesen werden [157][160][158][50][49].

Meningitis

Seit der Einfithrung der Impfung gegen Haemophilus influenzae Typ b sind Grup-
pe B Streptokokken die haufigste Ursache fiir Meningitis bei Neugeborenen und die
dritthaufigste Meningitisursache generell [217]. Insbesondere bei der late onset disease
ist die Meningitis mit etwa 20% bis 50% der Félle neben der Sepsis die wesentliche
Manifestationsform [59][215]. Bei der early onset disease erleiden heutzutage etwa 6%
bis 10% der Patienten eine Meningitis [215][75]. Mit etwa 15% bis 50% ist der An-
teil der Patienten mit neurologischen Folgeerkrankungen immer noch sehr hoch. Zu
diesen Folgeerkrankungen zihlen unter anderem mentale Retardierung, Tetraplegie,
kortikale Blindheit und Taubheit, Krampfanfille sowie Hydrozephalus [244][66]. Um
sich Zugang zu den Meningen verschaffen zu konnen, ist es notig, an die Zellen der
Blut-Hirn-Schranke zu binden und sie zu iiberwinden. Die Blut-Hirn-Schranke besteht
aus spezialisierten Endothelzellen, welche mittels tight junctions miteinander verbun-
den sind [20]. Durch zahlreiche in vitro Versuche an diesen sogenannten humanen mi-
krovaskuldren Endothelzellen des Gehirns (human brain microvascular endothelial cells
bzw. hBMEC) konnte gezeigt werden, dass Gruppe B Streptokokken diese mittels eben-
so zahlreicher Virulenzfaktoren iiberwinden kénnen und dass sich diese Erkenntnisse
oft auch auf ein in vivo Modell iibertragen lassen.

Die kiirzlich entdeckten Pili vermitteln neben der Adhésion an humanes respiratori-
sches Epithel auch die Adhésion an humane mikrovaskulidre Endothelzellen des Gehirns
sowie die Invasion in diese [155].

Die drei bereits oben gennanten Proteine Srr-1, FbsA und Lmb vermitteln neben
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der Adhésion an extrazellulire Matrixproteine auch die Invasion in humane mikro-
vaskulédre Endothelzellen des Gehirns. So zeigen in vitro Versuche mit entsprechenden
Knockout Mutanten jeweils eine signifikant erniedrigte Invasionsrate in diese spezia-
lisierten Endothelzellen. Fiir Srr-1 konnten diese Ergebnisse auch in vivo bestétigt
werden, da auch im Mausmodell eine verminderte Penetration der Blut-Hirn-Schranke
durch Srr-1-negative Mutanten nachgewiesen wurde [227][239][240].

Durch ein Screening von nach dem Zufallsprinzip generierten Mutanten wurde das
Invasions-assoziierte Gen (IagA) entdeckt. Das Genprodukt ist eine Glykosyltransfera-
se, welche letztlich an der Verankerung von Lipoteichonsédure in der bakteriellen Zell-
wand beteiligt ist. lagA-negative Mutanten zeigten im Vergleich zum Wildtyp in vitro
eine niedrigere Invasionsrate in humane mikrovaskuldre Endothelzellen des Gehirns und
im Mausmodell eine niedrigere Letalitéit sowie eine geringere Rate an Meningitiden [58].
Dabei scheint vor allem der Verankerung in der Zellwand eine Schliisselrolle zuzukom-
men, da TagA-negative Mutanten auch in Anwesenheit 16slicher Lipoteichonsiure keine
erhohte Virulenz zeigen [58]. Und obwohl Lipoteichonséure durch die Ausschiittung von
proinflammatorischen Zytokinen Organschiden und Schock auslésen kann [127][126]
und dies im Wesentlichen {iber TLR-2 vermittelt wird [236][159], ist die verminderte
Virulenz der TagA-negativen Mutanten nicht TLR-2 abhéngig sondern eher auf eine
direkte Interaktion der Bakterien mit den Endothelzellen zuriickzufiihren [58].

Auch das bereits mehrfach erwéhnte 3-Hamolysin /Zytolysin scheint an diesem Schritt
der Pathogenese beteiligt zu sein, da der Grad seiner Expression auch mit dem Grad der
Schédigung von humanen mikrovaskuldren Endothelzellen des Gehirns direkt korreliert
[184].

1.1.4 Besondere Pradisposition Neu- und Friihgeborener

Warum insbesondere Neugeborene und in noch stiarkerem Mafle Frithgeborene emp-
fanglich fiir eine Gruppe B Streptokokken Sepsis sind, kann bis heute im Wesentlichen
nur spekuliert werden, da die komplexen Vorgédnge wéhrend der Erkrankung nur un-
zureichend aufgeklédrt sind. Gleichwohl bieten eine Reihe von Daten zumindest eine
ansatzweise Erklarung fiir diese Pradisposition.

Im besonderen Mafle scheint eine unzureichende Phagozytosefahigkeit des Neugebo-

renen eine Rolle zu spielen. So ist zum Beispiel die LDgy von Gruppe B Streptokokken
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bei neugeborenen Miusen 10° fach niedriger als bei ausgewachsenen Miusen und die
Alveolarmakrophagen neugeborener Mause phagozytieren Gruppe B Streptokokken we-
niger effizient als die ausgewachsener Mause. Wahrend Monozyten von Neugeborenen
Escherichia coli und Streptococcus pyogenes zu toten vermogen, schaffen sie dies nicht
mit Gruppe B Streptokokken [162][165][159]. Die Bekdmpfung von GBS durch Granu-
lozyten ist abhéngig von CD11b/CD18, welches besonders bei Frithgeborenen vermin-
dert exprimiert wird, sowie der Opsonierung durch verschiedene Komplementfaktoren,
welche bei Neugeborenen und besonders bei Frithgeborenen lediglich in niedriger Kon-
zentration vorliegen [222][62][167]. Auch ein Mangel an spezifischen Antikérpern sowie
eine verminderte Expression des Fcy Rezeptor III bei Frithgeborenen kann zu einer
verminderten Fc Rezeptor vermittelten Phagozytose beitragen [38]. Desweiteren ist
die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies oder Enzymen wie Elastase oder Lysozym so-
wie das Ausmafl anderer Abwehrmechanismen wie zum Beispiel Lactoferrin bei Neu-
bzw. Frithgeborenen vermindert [81][99][249]. Inwiefern dies fiir die Entstehung der
GBS Sepsis relevant ist, kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, zumal andere an-
timikrobielle Molekiile wie Cathelicidin und (3-Defensin 2 in der Haut Neugeborener
vermehrt exprimiert werden [60].

Neben der verminderten Fahigkeit zur Phagozytose ist bei Neugeborenen besonders
wéhrend der ersten zehn Lebenstage auch die Fahigkeit der Phagozyten zur Chemota-
xis und Adhésion eingeschriinkt. Dies zeigen einerseits zahlreiche funktionelle Unter-
suchungen [188][130][7][39][254], andererseits konnten diese Beobachtungen auch auf
molekularer Ebene aufgekléart werden. So konnte bei neutrophilen Granulozyten von
Neugeborenen eine verminderte Expression des Adhésins LECAM-1 (lectin-, epider-
mal growth factor-, complement binding domain-, cell adhesion molecule-1) sowie eine
verminderte Actin Polymerisation demonstriert werden [205][68][6][94][163].

1.2 Galectin 3

Galectine bilden eine eigensténdige Proteinfamilie innerhalb der Lectine und zeich-
nen sich durch ihre gemeinsame Fahigkeit, 3-Galactoside zu binden und durch eine
konservierte Sequenz von ca. 130 Aminoséduren in ihrer carbohydrate recognition do-
main (CRD) aus. Bis heute wurden 15 verschiedene Galectine beschrieben, welche

in drei Gruppen, Prototyp Galectine, Tandemwiederholung Galectine und Chiméartyp
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Galectine, eingeteilt werden kénnen. Der einziger Vertreter der Chimértyp Galectine
ist Galectin 3 [13][187]. Galectine kommen von Schwimmen bis zu Wirbeltieren in
zahlreichen Spezies vor [47]. Sie erfiillen sowohl intrazellulére (vermutlich pr&-mRNA
Splicing) als auch extrazelluldre (unter anderem Zell-Zell Interaktion, Immunmodula-
tion, Tumorentwicklung) Funktionen [243][191][69].

Galectin 3 (auch Mac-2, 1-29, CBP-35, eBP oder LGALS3 Antigen) wird von prak-
tisch allen Zellen des Immunsystems exprimiert. Dazu gehéren Endothelzellen, Lym-
phozyten, neutrophile Granulozyten, Monozyten, Makrophagen, Mastzellen und den-
dritische Zellen. In zahlreichen Versuchen konnten Galectin 3, im Gegensatz zu zum
Beispiel Galectin 1, iiberwiegend proinflammatorische Effekte nachgewiesen werden.
Erhohte Galectin 3 Werte fanden sich in der BAL Fliissigkeit von Médusen mit entwe-
der Ovalbumin oder Streptococcus pneumoniae induzierter Pneumonie, in mit Prionen
infiziertem Gehirngewebe, in Thymusgewebe nach Trypanosoma cruzi Infektion und in
Synovialgewebe von Patienten mit rheumatoider Arthritis (Literaturiibersicht in [187]).
Desweiteren zeigen Knockoutméuse ohne Galectin 3 eine verminderte Rekrutierung
neutrophiler Granulozyten und Makrophagen im Rahmen einer Peritonitis [45][106].
Rekombinantes Galectin 3 wiederum férdert die Interaktion neutrophiler Granulozyten
mit Endothelzellen und Matrixproteinen wie Laminin oder Fibronectin [210][136]. Es
ist aulerdem an der Aktivierung von Abwehrzellen beteiligt und fordert die Mastzellde-
granulation, Interleukin 1 und Superoxid Produktion in Monozyten und Interleukin 8
Produktion in neutrophilen Granulozyten [187]. Eine differenzierte Rolle spielt Galectin
3 bei der Apoptose. Intrazelluldres Galectin 3 wirkt protektiv gegen Apoptosesignale,
was bis zur Resistenz von Tumorzellen gegen Zytostatika fithren kann [177]. Extrazel-
luldres Galectin 3 hingegen, kann zur Apoptose verschiedener Zellen (T-Lymphozyten,
Mastzellen, Granulozyten) beitragen [187][255]. Auch die Phagozytose wird durch Ga-
lectin 3 beeinflusst, so dass die Makrophagen von Galectin 3 Knockoutméusen eine
verminderte Phagozytoseaktivitéit zeigen und das Hinzufiigen von exogenem Galectin
3 die Phagozytoserate steigern kann [207][125][73]. Neben diesen iiberwiegend proin-
flammatorischen Eigenschaften kann Galectin 3 auch Lipopolysaccharid binden und auf
diese Weise die Produktion proinflammatorischer Zytokine hemmen, so dass Galectin

3 Knockoutméuse anfilliger fiir einen Endotoxinschock sind [151].
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1.3 Zytokine

Bei Zytokinen handelt es sich um eine Gruppe von Signalproteinen mit einem Mo-
lekulargewicht von ca. 8.000 bis 40.000 Dalton, welche von nahezu allen Zellen als
Antwort auf einen spezifischen Reiz sezerniert werden koénnen und zahlreiche Funktio-
nen erfiillen. Insbesondere werden sie aber von den immunkompetenten Zellen selbst
sezerniert. Sie regulieren und koordinieren die Interaktion der verschiedenen Zellen des
Immunsystems und tragen so zu einer adédquaten Immunantwort bei. Diese Immunat-
wort kann jedoch nur dann adédquat sein, so lange im Zusammenspiel aus pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen die richtige Balance herrscht. Bei der Sepsis geht die-
se Balance zu Gunsten der proinflammatorischen Zytokine verloren, was letztlich zu
ausgedehnten Gewebeschiden und Organversagen fithren kann. Im Rahmen der Sepsis
spielen besonders TNF«, IL1{3, IL6 und IL8 eine wichtige Rolle [23][55].

1.3.1 TNF«x

Eine zentrale Rolle bei der Regulation der Immunantwort spielt TNF . Dieses 17 kDa
Protein, welches im Wesentlichen von Monozyten expremiert wird, konnte mit zahlrei-
chen infektiosen und nicht-infektiosen entziindlichen Erkrankungen in Zusammenhang
gebracht werden [233]. Die Bildung von TNF« erfolgt nach Stimulation mit verschie-
denen PAMPs, wobei die Stimulation mit LPS am ausfiihrlichsten untersucht worden
ist. Nach der intraventsen Gabe von LPS steigt der TNFa Spiegel beim Menschen
signifikant an und erreicht bereits nach 60 bis 90 Minuten sein Maximum [170][34].
In wvitro induziert TNF« die Bildung von Interleukin 13, 6 und 8 und die Gabe von
anti TNFa Antikorpern reduziert bei Pavianen, welche mit Escherichia coli infiziert
worden sind, neben der Bildung dieser Zytokine auch die Morbiditdt und Mortalitét
[76][71][200]. Die Injektion von rekombinantem TNF« 16st beim Menschen eine syste-
mische Inflammation aus, welche mit Fieber, himodynamischen Verdnderungen und
Koagulopathie einhergeht [41][221][193].

Fiir Gruppe B Streptokokken konnte gezeigt werden, dass die Stimulation von Mo-
nozyten aus Nabelschnurblut mit hitzeinaktivierten Keimen eine signifikant hoéhere
TNF« Sekretion bewirkte als die Stimulation mit LPS oder LTA. Interessanterweise
war dies bei Monozyten von adulten Spendern nicht der Fall. Die absoluten TNF « Spie-
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gel lagen dabei sowohl bei Nabelschnurblut als auch bei adultem Blut in der gleichen
GroBenordnung [19].

1.3.2 Interleukin 6

Interleukin 6 ist ein Glykoprotein von 21kDa, welches hauptséchlich von Fibrobla-
sten, Lymphozyten, Endothelzellen und Monozyten produziert wird. Die Produkti-
on von I-6 kann durch TNF« stimuliert werden und wird durch den Transkripti-
onsfaktor NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) re-
guliert. Zu den zahlreichen Effekten, die IL.-6 bewirkt, gehoren die Aktivierung von
B- und T-Lymphozyten, die Induktion von Akute-Phase-Proteinen, Modulation der
Hématopoese, Aktivierung des Gerinnungssystems und Auslosen von Fieber [54][27][194].
Nach Injektion von Endotoxin liegt der maximale IL-6 Spiegel mit 180 bis 240 Minuten
zeitlich hinter dem maximalen TNF« Spiegel [48][135]. Die Rolle von IL-6 wihrend der
Sepsis ist teils noch unklar. Die Injektion von IL-6 fithrt nicht wie bei TNF« zu einem
systemischen Inflammationssyndrom und positive Effekte einer Gabe von anti IL-6
bzw. anti IL-6 Rezeptor Antikorpern wahrend einer Sepsis konnen durch zusétzliche
Gabe von TNF« oder LPS aufgehoben werden [196][152]. In wvitro supprimiert 1L-6
die Produktion von TNFa und IL-18 [1][212]. Trotz dieser unklaren Rolle korreliert
die 1L-6 Konzentration enger mit der Schwere und dem Ausgang einer Sepsis beim
Menschen als andere Zytokine, da seine Konzentration wahrscheinlich am besten eine
Aktivierung der Zytokinkaskade anzeigt [23].

Ahnlich wie fiir TNFa konnte auch fiir IL-6 gezeigt werden, dass die Stimulation
von Monozyten aus Nabelschnurblut mit hitzeinaktivierten Gruppe B Streptokokken
eine hohere Produktion induzierte als die Stimulation mit LPS oder LTA [19]. In einem
in vivo Mausmodell konnte fiir IL-6 ein gewisser protektiver Effekt bei Infektion mit

Gruppe B Streptokokken nachgewiesen werden [158].

1.3.3 Interleukin 8

Interleukin 8 ist mit 8,4kDa ein kleines Protein aus der Gruppe der Chemokine und
wird von Monozyten, Granulozyten, Endothelzellen und Mesothelzellen nach der Sti-
mulation mit zum Beispiel Endotoxin, IL-1 oder TNF« produziert. Die Hauptwirkung

dieses Zytokins ist die aktivierende und chemotaktische Wirkung auf neutrophile Gra-
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nulozyten. Des Weiteren wirkt es auch chemotaktisch auf basophile Granulozyten und
T-Lymphozyten. Auch eine angiogenetische Wirkung sowie eine Beteiligung an der
Lungenschédigung im Rahmen eines ARDS wird IL-8 zugeschrieben [131][43]. Eine in-
travenose Injektion von IL-8 ist dhnlich wirkungsarm wie die Injektion von IL-6 und
auch die Kinetik dieser beiden Zytokine dhnelt sich [256][257][135].

Bei der Stimulation von Monozyten aus Nabelschnurblut mit Gruppe B Streptokok-
ken kommt es auch zur Expression von IL-8. Der Grad der Expression ist dabei mit

dem von Monozyten adulter Spender vergleichbar [19].
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2 Fragestellung

Als einer der bedeutendsten Krankheitserreger fiir Friith- und Neugeborene tragt Strep-
tococcus agalactiae trotz grofler Fortschritte in Prophylaxe und Therapie nach wie vor
wesentlich zur Morbiditdt und Mortalitdt der Patienten bei. Wahrend bereits viele Vi-
rulenzfaktoren identifiziert und viele ihrer Funktionen entschliisselt werden konnten,
gibt es, insbesondere was die Interaktion mit dem Immunsystem im Rahmen der Sep-
sis angeht, noch viele offene Fragen. Daher wurden fiir die vorliegende Arbeit folgende
Ziele formuliert:

1. Es sollte ein in vitro Sepsis Modell etabliert und anhand dieses Modells die Zyto-
kinantwort sowie deren Kinetik im Rahmen der Gruppe B Streptokokken Sepsis charak-
terisiert werden. Basierend auf dem Modell von Hértel et al. sowie auf der Methode von
Schultz et al., sollten Vollblutansétze mit vitalen Gruppe B Streptokokken stimuliert
und anschlieBend die Zytokinantwort mittels Durchflusszytometrie analysiert werden
[105][218]. Ein solches funktionstiichtiges Modell kann auch fiir nachfolgende Arbeiten
ein wichtiges Werkzeug bei der Erforschung der Gruppe B Streptokokken Sepsis sein.

2. Desweiteren stand die Frage im Vordergrund, ob sich fiir die klinische in vivo
Manifestation (Sepsis, asymptomatische Hautbesiedlung) ein Korrelat in vitro finden
lasst. Hierfiir wurden sieben Sepsisisolate aus dem Blut erkrankter Neugeborener und
sechs Besiedlungsisolate von Hautabstrichen gesunder Neugeborener, als Stimulanz in
Nabelschnurblut eingesetzt und sowohl die Zytokinantwort als auch das Wachstums-
verhalten analysiert.

3. Schliefflich sollte die Frage geklart werden, ob neben den Zytokinen auch Galectin
3, dessen Rolle als proinflammatorisches Signalmolekiil in den letzten Jahren zuneh-
mende Beachtung fand, fiir das bisher bei Neugeborenen aber keine Daten vorliegen,
eine Funktion im angeborenen Immunsystem von Friih- und Neugeborenen sowie im
Rahmen einer Gruppe B Streptokokken Sepsis zukommt. Es wurde das gleiche in vitro

Modell verwendet und die Galectin 3 Konzentrationen mittels ELISA gemessen.
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3

3.1

Material und Methoden

Material

3.1.1 Verwendete Reagenzien

Natriumchlorid, Merck KGaA, Darmstadt
Columbia blood agar base, Oxoid Limited, Hampshire, England
Defibriniertes Schafsblut, Oxoid Limited, Hampshire, England

RPMI 1640 mit 2,0 g/L NaHCO3 ohne L-Glutamin mit Phenolrot, PAA Labora-
tories GmbH, Pasching, Osterreich

Penicillin/Streptomycin, 10.000 E/10.000 pg/mL, Biochrom AG, Berlin
N-Acetyl-L-Alanin-L-Glutamin, 200 mmol/L, Biochrom AG, Berlin
Nicht-essentielle Aminosdauren, Biochrom AG, Berlin

Natrium-Pyruvat, 100 mmol/L, Biochrom AG, Berlin

Lipopolysaccharide (LPS) L3129, Sigma-Aldrich, Miinchen

PBS1, SAFC, St. Louis, USA

HEPES-Pufferlosung (1M), Biochrom AG, Berlin

Ficoll-Paque™ Premium Gradient, GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
Saponin Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt

PFA, Honeywell Specialty Chemicals Seelze GmbH, Seelze
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Magermilchpulver, Spinnrad AG, Bad Segeberg

PC5-konjugierter anti human CD14 Antikorper, Maus IgG2a, Klon RMO52, IM-
MUNO TECH SAS, Beckman Coulter, Marseille Frankreich

FITC-konjugierter anti-human IL-6 Antikorper, Ratte IgG1l, Klon MQ2-13A5,
BD Biosciences, San Jose, USA

PE-konjugierter anti-human IL-8 Antikérper, Maus IgG2b, Klon G265-8, BD

Biosciences, San Jose, USA

FITC-konjugierter anti-human TNF«, Maus IgG 1, Klon Mab11 BD Biosciences,
San Jose, USA

Unkonjugierter anti-human IL-6 Antikorper, Ratte IgG1, Klon MQ2-13A5, BD

Biosciences, San Jose, USA

Unkonjugierter anti-human IL-8 Antikorper, Maus IgG2b, Klon G265-8, BD Bios-

ciences, San Jose, USA

Unkonjugierter anti-human TNF«, Maus IgG 1, Klon Mab11, BD Biosciences,
San Jose, USA

Human Galectin-3 Quantikine ELISA Kit, R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA

3.1.2 Verwendete Materialien

Petrischale, SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht
Impfschlinge, SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht

15mL Rohre mit konischem Boden und Schraubverschluss, SARSTEDT AG &
Co., Niimbrecht

Halb-Mikro-Kiivette, SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht
Combitip®, Eppendorf AG, Hamburg

Pipettenspitze, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
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Serologische Pipette 5mL und 10mL, Nunc™, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, USA

Reagenzglas, Schuett-biotec GmbH, Gottingen

Blutentnahmershrchen, S-Monovette®, SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht
24-Wellplatte Cellstar®, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

5mL Rohrchen fiir Durchflusszytometrie, SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht

Standard Reaktionsgefia 3810X 1,5 mL, Eppendorf AG, Hamburg

3.1.3 Verwendete Gerate

Minishaker MS 1, IKA - Werke GmbH & Co. KG, Staufen

Spectrophotometer, Jenway 6305, Jenway Limited, Gransmore Green, Felsted,

Dunmow, Essex, England
Pipetten Multipette®, Reference® und Research®, Eppendorf AG, Hamburg

Pipette Finnpipette® Novus Single-Channel 100 - 1000 uL, Thermo Fisher Scien-
tific Inc., Waltham, USA

Pipettierhilfe Macroman™, Gilson Inc., USA
Analysenwaage AE 240, Mettler-Toledo GmbH, Giessen
Inkubator Cytoperm, Heraeus, Hanau

Warmeschrank T6, Heraeus, Hanau
Begasungsbrutschrank 6000, Heraeus, Hanau

Autoklav Systec V-95, Systec GmbH, Wettenberg

Schiittelinkubator, C. Gerhardt Fabrik und Lager chemischer Apparate GmbH
& Co. KG, Konigswinter

Zentrifuge Rotanta 46 RSC, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Tuttlingen
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Sterilbank mit Abzug, Heraeus, Hanau

3-DIFF-Analysegerat ABX Micros 60, Axon Lab AG, Stuttgart

Durchflusszytometer, FACS Canto™, BD Biosciences, San Jose, USA

ELISA reader Spectra Classic, SLT Labinstruments GmbH, Crailsheim

3.1.4 Anziichten der Bakterien

Bakterien

Die untersuchten Gruppe B Streptokokken Besiedlungs- und Sepsisisolate wurden in
den Jahren 1998 und 1999 von friith- bzw. neugeborenen Kindern in der Gottinger Uni-
versitats-Kinderklinik isoliert, durch das dortige bakteriologische Labor erfasst und mit
freundlicher Genehmigung von Prof. Herting zur Verfiigung gestellt. [246]. Zuséatzlich
wurden Gruppe B Streptokokken eines Sauglings mit late onset sepsis und dessen Mut-

ter aus dem Jahr 2002 untersucht.

Bezeichnung
Sepsis 15 47 56 63 82 83 84
Besiedlung 34 45 66 73 81 90
Kind Liquor 281
Paarung 134 B 282

Vaginalabstrich 283

Tabelle 3.1
Bezeichnung der GBS Stdmme (iibernommen aus [246])

Schafsblutagar

Zur Herstellung des Schafsblutagars wurden 39 g des Columbia-Agar-Base-Pulvers in
1000 mL bidestilliertem Wasser gelost und in einem 2 L-Erlenmeyerkolben 20 Minuten
bei 121 °C autoklaviert. Anschliefend wurde der Agar im Wasserbad bei 60 °C bis zur
weiteren Benutzung autbewahrt. Wahrend der Versuchsdurchfithrung wurden bedarfs-

gerechte Portionen in sterile Flaschen gefiillt, auf handwarme Temperatur abgekiihlt
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und 5% defibriniertes, auf Raumtemperatur erwéirmtes, Schafsblut zugegeben. Der auf
diese Weise hergestellte Schafsblutagar wurde dann auf die unten beschriebene Weise

verwendet.

3.1.5 Zellkultur
Nabelschnurblut

Fiir die Zytokinmessungen wurde Nabelschnurblut von Neugeborenen, fiir die Galec-
tin 3 Messungen Nabelschnurblut von 21 Neu- und 125 Frithgeborenen der Liibecker
Universitéats-Kinderklinik verwendet und bis zum Gebrauch maximal 20 Stunden in
Lithium-Heparin-Rohrchen aufbewahrt [219]. Wesentliche Charakteristika der unter-
suchten Kohorte der Frithgeborenen zeigt Tabelle 3.2.

Medium

Als Medium fiir die Ansétze zur Zytokinmessung diente RPMI 1640 Medium mit
2¢/L NaHCOj und ohne L-Glutamin, welches mit Penicillin/Streptomycin, N-Acetyl-
L-Alanin-L-Glutamin, nicht-essentiellen Aminosduren und Natrium-Pyruvat je zu glei-
chen Teilen angereichert wurde. Dazu wurden stets frisch nach Bedarf 4 mL dieser
Mischung von Zusatzstoffen, welche bei —20°C gelagert wurde, zu 96 mL. RPMI 1640
in eine sterile Flasche pipettiert und die Flasche anschlieBend geschwenkt. Das auf die-
se Weise hergestellte Medium wurde bei 4 °C gelagert und so lange verwendet, bis der

enthaltene Indikator Phenolrot eine pH-Anderung in den sauren Bereich anzeigte.

3.1.6 Stimulation
Lipopolysaccharid

Zur Herstellung einer LPS Stocklosung wurden 10 mg LPS in 10 mL PBS gegeben und
100 uL. Aliquots dieser Losung bei —20°C aufbewahrt. Nach Bedarf wurden die Ali-
quots bei Raumtemperatur aufgetaut. Vor weiterer Verwendung als Stimulanz wurden
2 uLL dieser Losung zu 1998 ul des Mediums (siehe Abschnitt 3.1.5) pipettiert und die
entstandene 0,1% Losung gut gemischt.
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Charakteristika Daten
n 125
Gestationsalter (Wochen), Median (SD) 29,9 (2,8)
SGA Kinder 27,6 (3,1)
AGA Kinder 30,1 (2,7)
Geburtsgewicht (g), Median (SD) 1385 (535)
SGA Kinder 689 (294)
AGA Kinder 1439 (512)
ménnliches Geschlecht (%) 44,8
Herkunft der Mutter (%)
Deutschland 83,2
Tiirkei 8,8
Mittlerer Osten 7,2
andere 0,8
Nabelarterien pH, Median (SD) 7,19 (0,08)
Grund der Frithgeburtlichkeit(%)
Vorzeitiger Blasensprung 21,6
Amnioninfektionssyndrom 224
Praeklampsie 7,2
Pathologisches CTG 10,4
Placentaltsung 3,2
andere 35,2
Tabelle 3.2
Friithgeborenenkohorte
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Monensin

Von einer 10-millimolaren Stocklosung des Ionophors Monensin, welche durch Losen
von 69,3g Monensin in 10 mLL Ethanol hergestellt und bei —20°C gelagert wurde,
wurden vor weiterer Verwendung 10 ul zu 990 u. Medium (siehe Abschnitt 3.1.5)

pipettiert und die enstandene 100-mikromolare Losung gut gemischt.

3.1.7 Fixierung der Zellen
Paraformaldehyd

Eine 4% Formaldehydlésung wurde hergestellt, indem 2 g PFA-Pulver, welches bei 4 °C
aufbewahrt wurde, in einem 50 mL Falcon Réhrchen abgewogen und in 50 mL. PBS
gelost wurden. Zur schnelleren und besseren Losung des Pulvers wurde die Losung bei
60 °C im Warmeschrank aufbewahrt. Nach vollstdndiger Losung des Pulvers wurde die

Losung bei 4°C aufbewahrt und maximal drei Tage verwendet.

Magermilch

Zur Herstellung einer 5% Magermilchlosung wurden 2,5 g Magermilchpulver in einem
50 mL Falcon Rohrchen abgewogen und in 50 mL PBS gelost. Bis zur vollsténdigen
Losung des Pulvers wurde die Magermilchlosung bei 60 °C im Warmeschrank aufbe-

wahrt, anschlieSend wurde sie bei 4 °C aufbewahrt und maximal eine Woche verwendet.

3.1.8 Permeabilisierung der Zellen
Saponin

Die Herstellung einer 10% Saponinstocklosung erfolgte, indem 1g Saponinpulver in
einem 50 mL Falcon Rohrchen abgewogen und in 10 mL PBS gelost wurde. Bis zur
vollsténdigen Losung des Pulvers wurde die Saponinlosung bei 60 °C im Warmeschrank
aufbewahrt, anschlieBend wurde sie bei 4 °C aufbewahrt und maximal eine Woche ver-

wendet.
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Saponin-Waschpuffer

Indem von der zuvor beschriebenen 10% Saponinlésung 2 mL mit 2 mL HEPES-Puffer
gemischt und diese Mischung mit PBS auf 200 mL aufgefiillt wurde, erfolgte die Her-
stellung eines 0,1% Saponin-Waschpuffers.

3.1.9 Fluorochrom-konjugierte, monoklonale Antikérper
Antikorper-Verdiinnung

Die mit Farbstoffen konjugierten Antikérper gegen IL-6, IL-8 und TNF« wurden vor
Verwendung in bedarfsgerechter Menge mit PBS im Verhéltnis 1:20 verdiinnt. Die
verwendeten Antikorper gegen IL-6 und TNF« waren mit dem Fluoreszenzfarbstoff
FITC und die Antikorper gegen IL-8 mit PE konjugiert. Aufgrund der verschiedenen
Farbstoffe mit unterschiedlichen Emissionsspektren konnten IL-6 und IL-8 gemeinsam

verdiinnt und in einer Probe verwendet werden.

3.2 Methoden

3.2.1 Einstellen der Bakterienkonzentrationen

Um bei den spéteren Versuchen Bakteriensuspensionen mit einer reproduzierbaren
Konzentration von 1 x 10® Kolonie bildenden Einheiten pro Milliliter zu erhalten, wur-
den zunéchst fiir jedes GBS-Isolat Verdiinnungsreihen verschiedener Ausgangskonzen-
trationen angelegt und auf Blutagarplatten kultiviert. Die Verdiinnungen erfolgten in
1:10 Schritten.

Zunéchst wurden hierfiir die in Nahrstoffbouillon tiefgefrorenen GBS-Isolate auf
Blutagarplatten iiberimpft und 24 Stunden bei 37°C bebriitet. Mit einer sterilen Ose
wurden dann einige auf den Platten gewachsene Kolonien in 0,9% NaCl suspendiert,
gemischt und mit dem Photometer die optische Dichte (OD) bei 595 nm Wellenlénge
gemessen. Als Leerwert diente 0,9% NaCl. Durch Zufiigen weiterer Kolonien bzw. durch
Verdiinnung mit 0,9% NaCl wurden die Suspensionen auf zuvor festgelegte aufsteigen-
de OD-Werte eingestellt. Fiir die erste 1:10 Verdiinnung wurden aus der Suspension je
eingestelltem OD-Wert 100 uLi in 900 uL 0,9% NaCl iiberfiihrt und gemischt. Fiir die
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weiteren Verdiinnungsschritte wurden jeweils 500 uL. aus der vorherigen Verdiinnung
in das folgende Reagenzglas mit 4,5 mL 0,9% NaCl tiberfithrt und gemischt. Auf diese
Weise erfolgte eine Verdiinnung der Suspensionen auf bis zu 10~7. Aus den jeweils letz-
ten drei Rohrchen einer Verdiinnungsreihe wurden anschliefend je 100 uL. entnommen
und auf Petrischalen pipettiert. In jede Petrischale wurden nun 12,5 mL Schafsblutagar
pipettiert und die Schalen anschliefend geschwenkt, um eine gute Durchmischung der
Suspension mit dem Agar zu erreichen. Auf diese Weise wurden von jeder zu unter-
suchenden Verdiinnung zwei Ausplattierungen angefertigt. Nach Erstarren des Agars
wurden die Petrischalen 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wurden die ge-
wachsenen Kolonien, welche durch ihren Hamolysehof deutlich zu erkennen und gut von
eventuellen Kontaminationen zu unterscheiden sind, ausgezahlt und der Mittelwert von
den zwei jeweils zusammengehorenden Platten gebildet. Dieser Versuch wurde fiir je-
des Isolat drei mal durchgefiihrt. Durch Hochrechnen auf die Bakterienkonzentration
in der Ausgangssuspension konnte nun die geeigneteste Verdiinnung bestimmt und fiir

die folgenden Versuche herangezogen werden.

3.2.2 Zytokinmessung

Das Ansetzen der Zellkulturen, die Stimulation, Fixierung, Permeabilisierung sowie die
Férbung der Zellen erfolgten wie von Schultz 2003 beschrieben [218].

Zellkultur

Das im Kreifisaal entnommene Nabelschnurblut wurde in Lithium-Heparin-Réhrchen
aufbewahrt, bei Raumtemperatur gelagert und innerhalb von 24 Stunden weiterver-
wendet [219]. Zunéchst erfolgte die Messung der Leukozytenzahl mit Hilfe des Ana-
lysegeridts ABX Micros 60. Das einzusetzende Blutvolumen wurde so berechnet, dass
pro Ansatz 5 x 10% Leukozyten eingesetzt wurden. Anschlieend wurde das errechnete
Blutvolumen in den Wells einer 24-Well-Platte in dem wie in Abschnitt 3.1.5 beschrie-
benen Medium suspendiert. Dabei wurde das Volumen des Mediums so gewéhlt, dass
das Gesamtvolumen pro Well, bestehend aus Blut, Medium und Stimulanz, 1,5mL

betrug.
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Stimulation

Die Stimulation erfolgte mit 33 uLL bzw. 330 uL einer zuvor am Photometer eingestell-
ten GBS Suspension. Des Weiteren wurde stets als positive Kontrolle ein Ansatz mit
50 uL LPS-Losung (siehe Abschnitt 3.1.6) stimuliert sowie eine unstimulierte Probe als
negative Kontrolle angesetzt. Diese Anséitze wurden mit Hilfe einer 1000 uL. Pipette
durch wiederholtes Aufziehen und Ausstoflen gemischt und eine Minute ruhen gelassen.
AnschlieBend wurden jeweils 50 uL. der in Abschnitt 3.1.6 beschriebenen Monensin-
Losung, welche ein Inhibierung der Zytokinsekretion bewirkt, zugegeben und erneut
gut gemischt. Nun erfolgte eine vierstiindige Inkubation bei 37°C und 5% CO,. Um
die von uns gewéhlte vierstiindige Inkubationszeit als sinnvoll zu verifizieren, wurden
einige Messungen nach halbstiindiger, einstiindiger und zweistiindiger Inkubationszeit
durchgefiihrt.

Fixierung der Zellen

Nach der Inkubation wurden die Wells mit PBS aufgefiillt. Die Zellsuspensionen wurden
in 15 mL-Falcon-Rohrchen iiberfithrt, welche wiederum mit PBS aufgefiillt wurden. Die
Suspensionen wurden gemischt und 10 Minuten bei 1200 Umdrehungen pro Minute
zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurde auf jedes Réhrchen 1 mL der PFA-
Losung (siehe Abschnitt 3.1.7) gegeben, griindlich gemischt und 10 Minuten bei 4°C
inkubiert. Nach einer zweiten Zentrifugation iiber 10 Minuten mit 1200 Umdrehungen
pro Minute und Absaugen des Uberstandes wurde auf jedes Roéhrchen 1mL der in
Abschnitt 3.1.7 beschriebenen Magermilch-Losung gegeben. Die Zellen wurden nun mit

Transferpipetten aufgewirbelt und diese Suspensionen iiber Nacht bei 4 °C gelagert.

Permeabilisierung der Zellen

Am folgenden Tag wurden die Suspensionen erneut 10 Minuten bei 1200 Umdrehun-
gen pro Minute zentrifugiert und der Uberstand anschlieBend abgesaugt. Nachdem auf
jedes Rohrchen 1 mL Saponin-Waschpuffer (siehe Abschnitt 3.1.8), welcher die Permea-
bilisierung der Zellmembran und der Membranen des endoplasmatischen Retikulums
sowie des Golgi-Apparats bewirkt, damit die monoklonalen Antikérper ins Zellinnere
gelangen konnen, pipettiert und die Zellen mit diesem vermischt worden waren, wur-

den die Rohrchen fiir 10 Minuten bei 4°C aufbewahrt und waren nun fiir die weitere
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Verwendung bereit.

Farbung der Zellen

Je 200 uLL Zellsuspension wurden nun in Durchflusszytometrie-Réhrchen pipettiert, wel-
che 5ug, mit dem Fluoreszenzfarbstoff PC5 konjugierte, anti CD14 Antikorper, die
als Oberflachenmarker fiir die zu untersuchenden Monozyten dienten, sowie entwe-
der je 0,5 ug mit Fluoreszenzfarbstoff konjugierte anti IL-6 und anti IL-8 oder anti
TNF« Antikorper enthielten. Nach einer 20 miniitigen Inkubation bei 4°C wurde je
1 mL Saponin-Waschpuffer (siche Abschnitt 3.1.8) in die Réhrchen gegeben und bei
1000 Umdrehungen pro Minute fiir 5 Minuten zentrifugiert. Anschlieend wurde der
Uberstand abgesaugt und 0,5 mL PBS in jedes Réhrchen pipettiert. Bis zur Messung

am Durchflusszytometer wurden die Zellen lichtgeschiitzt bei 4 °C aufbewahrt.

Isotypkontrolle

Parallel zu den Ansétzen mit den konjugierten Antikérpern wurden zusétzlich je 200 pL
der gleichen Zellsuspensionen in Durchflusszytometrie-Rohrchen pipettiert, welche so-
wohl 5 ug PC5 konjugierte anti CD14 Antikorper als auch unkonjugierte anti IL-6 und
IL-8 bzw. anti TNFa Antikorper enthielten. Nach einer 20 miniitigen Inkubation bei
4°C wurde je 1 mL Saponin-Waschpuffer (siehe Abschnitt 3.1.8) in die Rohrchen gege-
ben und bei 1000 Umdrehungen pro Minute fiir 5 Minuten zentrifugiert. Anschliefend
wurde der Uberstand abgesaugt und entweder je 0,5 pug mit Fluoreszenzfarbstoff kon-
jugierte anti IL-6 und anti IL-8 oder anti TNF o« Antikérper hinzugegeben. Nach einer
weiteren 20 miniitigen Inkubation wurde je 1 mL Saponin-Waschpuffer (sieche Abschnitt
3.1.8) in die Rohrchen pipettiert und bei 1000 Umdrehungen pro Minute fiir 5 Minuten
zentrifugiert. Nach Absaugen des Uberstandes wurden 0,5mL PBS in jedes Rohrchen
pipettiert. Bis zur Messung am Durchflusszytometer wurden die Zellen lichtgeschiitzt
bei 4°C aufbewahrt.

Eine Inkubation mit unkonjugierten Antikérpern, wie wir sie zur Isotypkontrolle
vorgenommen haben, bewirkt eine komplette spezifische Blockierung der zu untersu-
chenden Antigene, so dass bei der anschliefenden Inkubation mit Fluorochrom konju-
gierten Antikorpern fiir diese keine Bindungsstellen mehr zur Verfiigung stehen. Auf

diese Weise kann eine unspezifische Antikérperbindung ausgeschlossen und die Hinter-
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grundfluoreszenz (beispielsweise durch Antigen-negative Zellen oder Detritus) vor der

Messung der gefarbten Antigene definiert werden.

Messung

Die Messung der Proben erfolgte anschliefend mit dem Durchflusszytometer FACS
Canto™ und der BD FACSDiva™ Software, Version 4.0. Aus jeder Probe wurden
2000 CD14 positive Monozyten untersucht. Hierzu wurde im FSC/SSC-Streudiagramm
(forward-scatter, side-scatter) eine Schleuse um die Monozytenpopulation und in einem
SSC/CD14 PC5-Streudiagramm eine Schleuse um die CD14 positiven Zellen gelegt.
Die Darstellung und Auswertung der 1L-6, IL-8 und TNF« Produktion der Mono-
zyten erfolgte sowohl mittels CD14 PC5/IL-6 FITC, CD14 PC5/IL-8 PE und CD14
PC5/TNFa FITC Streudiagramm als auch mittels Histogrammen (siehe Abbildungen
6.1, 6.2 und 6.3 im Anhang).

Bei den mit unkonjugierten Isotypkontroll-Antikérpern inkubierten Proben wurden
die Schleusen in den einzelnen Dotplots und Histogrammen so gewihlt, dass sich maxi-
mal 2% der Zellen im rechten oberen Quadranten (bei Dotplots) bzw. auf der rechten
Seite (bei Histogrammen) befanden (siche Abbildung 6.1 im Anhang). In den Proben,
die lediglich mit konjugierten Antikorpern inkubiert worden waren, wurden nun alle
gemessenen Ereignisse, welche sich im rechten oberen Quadranten bzw. auf der rechten

Seite befanden als Zytokin positiv definiert.

3.2.3 Wachstum und Uberleben in verschiedenen Medien

Fiir die Untersuchung des Wachstumsverhaltens wurden wie in Abschnitt 3.2.2 be-
schriebene Ansétze mit Nabelschnurblut, RPMI 1640 und 330 uL. GBS-Suspension ver-
wendet. Zusétzlich verwendeten wir statt des Nabelschnurbluts Blut von erwachsenen
Blutspendern sowie PMNs aus dem Blut erwachsener Spender. Die Isolation der PMNs
erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation nach Herstelleranweisung. Hierfiir wur-
den 3mL Ficoll-Paque Premium in ein 10 mL Roéhrchen pipettiert. Anschlieend er-
folgte das vorsichtige Aufbringen der jeweiligen Blutprobe, welche zuvor 1:1 mit einer
Salzlosung verdiinnt worden war. Nach 30-miniitiger Zentrifugation bei 400 x g wurde
das nun zuoberst befindliche Plasma, die Monozyten sowie der Dichtegradient abpipet-

tiert und verworfen. Nun wurde die diinne Granulozytenschicht vorsichtig abpipettiert
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und stand nach einem Lyseschritt zur Lysierung von Erythrozyten sowie zwei Wasch-
schritten mit Salzlosung zur weiteren Verwendung zur Verfiigung. Es wurden 5 x 10°
PMN eingesetzt. Als Kontrolle wurde stets ein Ansatz nur mit Medium und GBS-
Suspension angesetzt. Zu den Zeitpunkten 0 Minuten, 30 Minuten und 60 Minuten
wurden den Ansétzen je 100 puL. entnommen, wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben, einer
1:10 Verdiinnungsreihe unterzogen und mit Schafsblutagar ausplattiert. Zwischen den
Entnahmezeitpunkten wurden die Ansétze bei 37°C und 180 Umdrehungen pro Minu-
te im Schiittelinkubator inkubiert. Das Bebriiten und Auszéhlen der Ausplattierungen

erfolgte ebenfalls wie oben beschrieben.

3.2.4 Galectin 3 Messung
Zellkultur

Die Handhabung des Nabelschnurblutes sowie die Berechnung der einzusetzenden Men-
ge erfolgte wie bereits im Abschnitt 3.2.2 beschrieben. Das errechnete Blutvolumen
wurde in den Wells einer 6-Well-Platte in dem wie in Abschnitt 3.1.5 beschriebenen
Medium suspendiert. Dabei wurde das Volumen des Mediums so gewéhlt, dass das

Gesamtvolumen pro Well, bestehend aus Blut, Medium und Stimulanz, 5 mL betrug.

Stimulation

Die Stimulation erfolgte mit 33 uL. bzw. 330 uL. von zuvor am Photometer eingestell-
ten GBS Suspensionen der Stiamme 34 und 63 als Reprisentanten der Sepsis- bzw.
Besiedlungsstamme. Des Weiteren wurde stets eine unstimulierte Probe als negative
Kontrolle angesetzt. Mit Hilfe einer 1000 uL. Pipette wurden die Ansétze durch wieder-
holtes aufziehen und ausstolen gemischt. Dann erfolgte die Inkubation iiber 24 Stunden
bei 37°C und 5% CO,.

Nach der Stimulation wurden die Uberstinde vorsichtig aufgenommen, in ein Ep-

pendorthiitchen iiberfithrt und bei —20°C bis zur Verwendung aufbewahrt.

Messung

Vor der weiteren Verwendung wurden die gefrorenen Ubersténde aufgetaut und an-

schliefend kurz zentrifugiert. Die Messung erfolgte mittels ELISA mit einem kommer-
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ziellen Kit nach Protokoll des Herstellers. Die Proben wurden unverdiinnt eingesetzt.
Die optische Dichte wurde photometrisch mit Hilfe des ELISA reader Spectra Classic
bei 405 nm ermittelt und gegen eine Standardkurve aufgetragen. Die durchschnittliche

minimale detektierbare Dosis des Assays betrug 0,016 ng/mL.

3.2.5 Datenanalyse

Die Analyse verbundener Stichproben erfolgte mit dem Wilcoxon-Test. Der Mann-
Whitney U-Test wurde fiir die statistische Analyse der unverbundenen Stichproben
zum Vergleich aller mit Sepsis- und aller mit Besiedlungsisolaten stimulierten Ansétze
angewendet. Spearmans Rangkorrelationskoeffizient p wurde fiir die Korrelation zwi-
schen Gestationsalter und Galectin 3 Spiegeln berechnet. Das Signifikanzniveau wurde
auf p < 0,05 festgelegt. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit der Software
SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, USA).

3.2.6 Ethikvotum

Gegen die Untersuchung gab es von der Ethikkommission der Universitdt zu Liibeck
keine Einwénde (Ethikvotum 05-115).
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4 Ergebnisse

4.1 Etablierung des in vitro Sepsis Modells

4.1.1 Stimulationsdauer

Zur Etablierung des in vitro Sepsis Modells galt es zunéchst, eine sinnvolle Stimulati-
onsdauer zu ermitteln, welche bei den folgenden Versuchen verwendet werden sollte. Die
Stimulation der Monozyten erfolgte hierfiir im Vollblutassay mit 0,1% LPS Losung bzw.
mit GBS Suspensionen in zwei unterschiedlichen Konzentrationen (1 CFU/Leukozyt
und 10 CFU/Leukozyt). Als Kontrolle wurde stets eine unstimulierte Probe mit an-
gesetzt. Die Messungen erfolgten nach einer halben, einer, zwei und vier Stunden In-
kubationszeit. Fiir IL-6 (siche Abbildung 4.1a) zeigte sich bei allen stimulierten Pro-
ben nach vier Stunden Inkubation eine deutliche Steigerung der Produktion, wéhrend
zu den iibrigen Zeitpunkten keinerlei Produktion nachweisbar war. Fiir TNFa« sowie
IL-8 (Abbildung 4.1b und c) war bereits nach einstiindiger Stimulation eine Produk-
tion nachweisbar. Bei der mit LPS sowie bei der mit 1 CFU/Leukozyt stimulierten
Probe war der Anteil der IL-8 bzw. TNF«x produzierenden Zellen wéhrend der ge-
samten Stimulationsdauer ansteigend, wihrend die Produktion bei Stimulation mit 10
CFU/Leukozyt nach zwei Stunden ein Maximum erreichte und anschlieBend wieder

abnahm.

4.1.2 Stimulus

Die Nabelschnurblutproben wurden jeweils mit 0,1% LPS Losung als bekanntem star-
ken TLR Agonist bzw. mit GBS Suspensionen in zwei verschiedenen Konzentrationen
(1 CFU/Leukozyt und 10 CFU /Leukozyt) stimuliert. Zusétzlich wurde stets eine unsti-
mulierte Probe angesetzt. Wie Abbildung 4.2 beispielhaft fiir Stamm 281 zeigt, war die
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Abbildung 4.1

Anteil Zytokin-positiver CD14%1 Zellen in Prozent in Abhingigkeit von der Stimulationsdauer. Darstel-

lung der Mittelwerte. n = 3.
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Abbildung 4.1
Anteil Zytokin-positiver CD14%1 Zellen in Prozent in Abhingigkeit von der Stimulationsdauer. Darstel-
lung der Mittelwerte. n = 3.

Interleukin 6 Produktion im Gegensatz zur mit LPS stimulierten Probe (26,9 £+ 10,4%)
signifikant niedriger bei Stimulation mit Gruppe B Streptokokken (1 CFU/Leukozyt:
8,5 £ 3,5%, p=0,005; 10 CFU/Leukozyt: 22,3 £+ 10,3%, p=0,028). Desweiteren war die
Interleukin 6 Produktion bei Stimulation mit zehn CFU pro Leukozyt signifikant hoher
im Gegensatz zur Stimulation mit einer CFU pro Leukozyt (p=0,005). Dieses Stimu-
lationsverhalten ist repriasentativ fiir die anderen untersuchten Zytokine Interleukin 8
und TNF«.

4.2 Vergleich von Besiedlungs- und Sepsisisolaten

Um die Auswirkung der Besiedlungs- und Sepsisisolate auf die Zytokinproduktion ver-
gleichen zu konnen, wurde Nabelschnurblut mit den sechs Besiedlungs- respektive den
sieben Sepsisstdmmen stimuliert. Die Stimulation erfolgte sowohl mit einer niedrigen
Dosis von einer Kolonie bildende Einheit pro Leukozyt als auch mit einer hohen Dosis
von zehn Kolonie bildenden Einheiten pro Leukozyt. Eine unstimulierte Probe wur-
de als Kontrolle stets mit angesetzt. Die Ergebnisse sind in Abbildungen 4.3 und
4.4 dargestellt. Bei Betrachtung aller Messwerte ergaben sich keine signifikanten Un-
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Abbildung 4.2

Anteil IL-6 positiver CD14% Zellen in Prozent in Abhiingigkeit vom Stimulus. Darstellung als Box-
Whisker-Plots mit Median, oberem und unterem Quartil, sowie 95% Konfidenzintervall. Ausreifler sind
als Punkte dargestellt. n = 10.

terschiede zwischen der Stimulierbarkeit von Nabelschnurblut mit Besiedlungs- oder
Sepsisstammen (Abbildung 4.3). Beim Vergleich der Stamme 63 (Sepsis), 83 (Sepsis)
und 81 (Besiedlung) hingegen fanden sich verschiedene statistisch signifikante Unter-
schiede (Abbildung 4.4). Die Produktion von Interleukin 6 war bei Stimulation mit
Stamm 63 (1 CFU/Leukozyt: 3,4 + 5,8%; 10 CFU/Leukozyt: Median: 12,1 + 11,4%)
signifikant hoher als bei Stimulation mit der entsprechenden Dosis von Stamm 83 (1
CFU/Leukozyt: 2,6 + 4,2%, p=0,02; 10 CFU/Leukozyt: 9,7 + 8,7%, p=0,01). Im
Vergleich zum Besiedlungsisolat ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Bei Be-
trachtung der TNFa Produktion zeigte sich eine signifikant héhere Produktion bei
Stimulation mit einer CFU pro Leukozyt von Stamm 63 (8,0 + 5,2%) im Gegensatz
zu Stamm 81 (4,0 + 3,3%, p=0,037). Keine signifikanten Unterschiede fanden sich bei
der Interleukin 8 Produktion.

4.3 Vergleich miitterlicher und kindlicher Isolate

Neben den ausschlieSlich kindlichen Sepsis- und Besiedlungsisolaten wurden aulerdem

Paar-Isolate von erkrankten Kindern und deren Miittern als Stimulantien eingesetzt
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Abbildung 4.3

Anteil Zytokin-positiver CD14% Zellen in Prozent in Abhingigkeit vom Stimulus. Zusammenfassende
Darstellung aller Stimulationsansétze. Box-Whisker-Plot mit Median, unterem und oberem Quartil so-
wie 95% Konfidenzintervall. Darstellung der Ausreifler als Punkte. Grau: Sepsisisolate (n = 30), Wei8:
Besiedlungsisolate (n = 25).

und ihre Auswirkung auf die Zytokinproduktion der Monozyten im Vollblutassay mit-
einander verglichen. Wie Abbildung 4.5 zeigt, ergaben sich bei Stimulation mit einer
CFU pro Leukozyt sowohl in der Interleukin 6 als auch Interleukin 8 Produktion si-
gnifikante Unterschiede zwischen Isolat 282 (6,7 4+ 3,7% fiir IL-6 und 18,0 + 10,3% fiir
IL-8) und 283 (9,8 + 4,2%, p=0,005 fiir IL-6 und 20,0 £+ 15,7% fiir IL-8, p=0,09).

4.4 Wachstum und Uberleben in verschiedenen Medien

Um das Wachstumsverhalten bzw. Uberleben der Gruppe B Streptokokken in Spender-
blut, Nabelschnurblut und in Anwesenheit von PMNs aus Spenderblut zu untersuchen,
wurden Gruppe B Streptokokken Suspensionen zu entsprechenden Ansétzen gegeben
und die Anzahl der Kolonie bildenden Einheiten zum Startzeitpunkt, nach 30 Minuten
und nach 60 Minuten gemessen. Als Kontrolle wurde stets eine Probe mit RPMI Medi-
um mit angesetzt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.6 graphisch dargestellt. Wahrend
im Ansatz mit RPMI Medium die Zahl der Kolonie bildenden Einheiten nach 60 Mi-
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Abbildung 4.4

Anteil IL-6 bzw. TNFa-positiver CD14% Zellen in Prozent in Abhiingigkeit vom Stimulus. Vergleich des
Besiedlungsisolats 81 mit den Sepsisisolaten 63 und 83. Box-Whisker-Plot mit Median, unterem und
oberem Quartil sowie 95% Konfidenzintervall. Darstellung der Ausreifer als Punkte. n = 11.
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Abbildung 4.5

Anteil 1L-6 und IL-8-positiver CD14T Zellen in Prozent in Abhingigkeit vom Stimulus. Vergleich der
miitterlichen und kindlichen Isolate 281, 282 und 283. Box-Whisker-Plot mit Median, unterem und
oberem Quartil sowie 95% Konfidenzintervall. Darstellung der Ausreiler als Punkte. n = 11.
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nuten bei den meisten Keimen noch iiber 50% des Ausgangswertes lag, zeigte sich
in Anwesenheit phagozytierender Zellen, also entweder Nabelschnurblut, Spenderblut
oder PMNs, bei allen getesteten Keimen eine Abnahme der Kolonie bildenden Einhei-

ten auf deutlich unter 50% des Ausgangswertes oft bereits nach 30 Minuten.

4.5 Galectin 3

Im Vollblutassay wurde unstimuliertes Nabelschnurblut Friih- und Neugeborener inku-
biert. Des Weiteren erfolgte die Stimulation von Nabelschnurblut reifer Neugeborener
mit dem Besiedlungsstamm 34 bzw. dem Sepsisstamm 63. Dabei wurde jeweils eine
Probe mit einer CFU pro Leukozyt und eine Probe mit zehn CFU pro Leukozyt so-
wie eine unstimulierte Probe angesetzt. Nach 24-stiindiger Bebriitung wurde aus den
Kulturiiberstdnden mittel ELISA die Galectin 3 Konzentration bestimmt.

Wie aus Abbildung 4.7a ersichtlich ist, zeigten sich zwischen unterschiedlichen Ge-
stationsaltergruppen signifikante Unterschiede in den Galectin 3 Konzentrationen der
Zellkulturiiberstdnde. Die Expression von Galectin 3 war sowohl in der Gruppe der
vor der 28. Schwangerschaftswoche geborenen Frithgeborenen als auch in der Grup-
pe der Frithgeborenen, die zwischen der 30. und 35. Schwangerschaftswoche geboren
wurden, signifikant niedriger als bei reifen Neugeborenen. Innerhalb der Gruppe der
Friihgeborenen zeigte sich eine signifikant niedrigere Galectin 3 Expression bei Kindern
unterhalb der 28. Schwangerschaftswoche im Gegensatz zu Kindern oberhalb der 28.
Schwangerschaftswoche. Bei Betrachtung der gesamten Kohorte zeigte sich eine posi-
tive Korrelation der Galectin 3 Konzentrationen mit dem Gestationsalter (Abbildung
4.7b).

Die Expression von Galectin-3 war im Nabelschnurblut von Frithgeborenen mit ei-
nem Geburtsgewicht unterhalb der 10. Voigt Perzentile signifikant hoher als im Nabel-
schnurblut der Frithgeborenen oberhalb dieser Schwelle (Abbildung 4.8) [242].

Wie aus Abbildung 4.9 ersichtlich ist, ist die Galectin 3 Produktion im Gegensatz
zu allen anderen Proben bei mit zehn CFU Stamm 63 pro Leukozyt stimuliertem
Nabelschnurblut (0,97 + 0,86 ng/mL) signifikant hoher als bei unstimuliertem Nabel-
schnurblut (0,66 + 0,55 ng/mL, p=0,03).
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Abbildung 4.6
Mediane und einseitige Standardabweichung der Verédnderung der Kolonie bildenden Einheiten (CFU) in

Abhéngigkeit von der Zeit. Schwarz: Sepsisstimme, Grau: Besiedlungsstimme. Zur besseren Ubersicht
sind dicht beeinander liegende Punkte leicht versetzt abgebildet.
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Abbildung 4.6
Mediane und einseitige Standardabweichung der Verédnderung der Kolonie bildenden Einheiten (CFU) in

Abhéngigkeit von der Zeit. Schwarz: Sepsisstimme, Grau: Besiedlungsstimme. Zur besseren Ubersicht
sind dicht beeinander liegende Punkte leicht versetzt abgebildet.
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Abbildung 4.7

Galectin-3 Spiegel in Abhingigkeit von Gestationsaltergruppen als Box-Whisker-Plots mit median, obe-
rem und unterem Quartil sowie 95% Konfidenzintervall. Ausreifier sind als Punkte dargestellt. In Abbil-
dung 4.7b sind die Daten als Streudiagramm dargestellt. Spearman’s correlation coefficient (R) wurde
berechnet.
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Abbildung 4.8
Galectin-3 Spiegel bei Frithgeborenen in Abhéingigkeit vom Geburtsgewicht dargestellt als Box-Whisker-
Plots mit oberem und unterem Quartil sowie 95% Konfidenzintervall. Ausreiler sind als Punkte darge-
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Abbildung 4.9
Galectin 3 Konzentration in Abhéngigkeit vom Stimulus. Box-Whisker-Plot mit Median, unterem und
oberem Quartil sowie 95% Konfidenzintervall. Darstellung der Ausreifier als Punkte. n = 21.
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5 Diskussion

Die Bedeutung von Gruppe B Streptokokken als wichtiger humanpathogener Infek-
tionserreger blieb lange Zeit unerkannt. Nachdem bereits Anfang der dreifliger Jah-
re durch mehrere Wissenschaftler Gruppe B Streptokokken aus dem Nasen- Rachen-
raum erwachsener Menschen bzw. aus Vaginalabstrichen schwangerer Frauen isoliert
[139][93][192][143] und Mitte bis Ende des selben Jahrzehnts mehrere Félle von durch
GBS verursachtem, teilweise todlich verlaufendem Kindbettfieber beschrieben worden
waren [46][80], erschienen in den folgenden Jahrzehnten lediglich sporadische Berichte
iiber Infektionen. Es dauerte schliefllich drei Jahrzehnte bis sich in den sechziger Jahren
Publikationen iiber maternale und neonatale Félle hauften [103][67][33]. Schliefllich eta-
blierten mehrere Berichte im Jahr 1973 die Erkenntnis iiber Gruppe B Streptokokken
als den fiir Neugeborene im Alter bis zu drei Monaten wesentlichsten Infektionserreger
[10][14][78][166]. Mitte der 80er Jahre wurde gezeigt, dass eine intrapartale antibioti-
sche Prophylaxe das Risiko einer Kolonisierung und einer Bakteridmie des Neugebo-
renen, signifikant senken kann [29]. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden in den
90er Jahren weltweit Leitlinien zur Antibiotikaprophylaxe etabliert, wobei im Wesent-
lichen zwei Ansitze, risikobasiert und screeningbasiert, diskutiert wurden. Inzwischen
hat sich die screeningbasierte Methode, bei der alle Schwangeren zwischen der 35. und
37. Schwangerschaftswoche mittels Vaginal- und Rektalabstrich auf Gruppe B Strep-
tokokken untersucht werden, als effektiver durchgesetzt und wird in vielen Landern
praktiziert [214][85]. Nach Einfiihrung von Leitlinien zur Antibiotikaprophylaxe ist die
Inzidenz der invasiven Gruppe B Streptokokken Erkrankung in den USA von 1,8 Féllen
pro tausend Lebendgeburten um etwa 70% auf 0,5 Félle pro tausend Lebendgeburten
gesunken und konnte bis heute noch weiter gesenkt werden [214][40]. Dabei spiegeln
diese Zahlen die Abnahme der Inzidenz der early onset disease wider, wahrend die
Inzidenz der late onset disease stabil geblieben ist. Dies verdeutlicht die Relevanz der

horizontalen Ubertragung bei der late onset disease. Die Inzidenz in Deutschland liegt
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mit 0,47 pro tausend Lebendgeburten in einer dhnlichen Groflenordnung. Trotz dieser
Fortschritte zéhlt Streptococcus agalactiae noch immer zu den héufigsten Erregern der
early onset sepsis und tragt mit seinen {iberwiegend neurologischen Folgeerkrankun-
gen, die beinahe 15% der erkrankten Kinder betreffen, erheblich zur Morbiditit bei
Neugeborenen bei [75].

Unzéahlige Studien haben in den letzten 20 Jahren dazu beigetragen, Streptococcus
agalactiae mit seinen Virulenzfaktoren sowie das Geschehen im Rahmen der Sepsis
besser zu verstehen. Nichtsdestoweniger ist das Verstéandnis der Pathogenese zu groflen
Teilen noch immer sehr limitiert. Beispielsweise ist nach wie vor unklar, warum ausge-
rechnet Gruppe B Streptokokken so haufig auf Neugeborene iibertragen werden, obwohl
der Geburtskanal mit zahlreichen anderen Keimen besiedelt ist und warum nur ein Teil
der besiedelten Kinder erkrankt. Auch neue antimikrobielle Medikamente oder Schutz-
impfungen stehen trotz intensiver Bemiihungen nach wie vor nicht zur Verfiigung.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse beruhen auf einem in wvitro Sepsis
Modell, welches, standardisierte Bedingungen gewéhrleistet, jedoch nie die tatséachliche
Komplexitat immunologischer Vorginge komplett wiedergeben kann, so dass die auf
diese Weise gewonnenen Erkenntnisse auch unter diesem Gesichtspunkt interpretiert
werden miissen. Bisher sind bereits verschiedene in vitro Sepsis Modelle zur Untersu-
chung der Gruppe B Streptokokken Sepsis beschrieben worden. Héufig wurden in diesen
Assays einzelne Zellpopulationen wie Lymphozyten oder Monozyten aus dem Vollblut
separiert und mit hitzeinaktivierten oder vitalen Keimen stimuliert, doch auch ein
Vollblutassay wurde beschrieben, in dem allerdings hitzeinaktivierte Keime verwendet
wurden [17][176][190]. Allein die Separation von Monozyten aus dem Vollblut jedoch
kann bereits einen Einfluss auf die Zytokinproduktion haben [89][104]. Mit der Stimu-
lation von Vollblut durch vitale Keime, wie es in dieser Arbeit gemacht wurde, kommt
man den Verhéltnissen im lebenden Organismus wahrscheinlich nédher, da die einzelnen
Zellen in ihrem natiirlichen Wirkungsgefiige verbleiben und die Keime aktiv mit den
Wirtszellen interagieren konnen.

Die Messung der Zytokinproduktion erfolgte durchflusszytometrisch wie 2003 von
Schultz beschrieben [218]. Diese gut etablierte Methode ermoglicht die Analyse der
Zytokinproduktion auf Zellebene, ohne die Zellen zuvor aus dem Vollblut separieren zu
miissen. Sie gilt als zuverlissig und sensitiv und ist schnell und einfach durchzufiihren
[123].

23



Der Galectin 3 Gehalt in den Zellkulturiiberstdnden wurde fiir die vorliegende Arbeit
mittels ELISA analysiert. Da es bisher keinerlei publizierte Daten {iber die Galectin 3
Ausschiittung wahrend der Gruppe B Streptokokken Sepsis gibt, eignet sich diese Me-
thode gut als Suchtest, welcher jedoch auch eine quantitative Bewertung zulésst. Eine
Aussage dariiber, welche Zellen im Nabelschnurblut Galectin 3 ausgeschiittet haben,
kann jedoch nicht getroffen werden. Intrazelluldres Galectin 3 wird nicht erfasst.

Das in wvitro Sepsis Modell wurde von Hértel et al. mit Staphylococcus epidermaidis
etabliert und konnte fiir die vorliegende Arbeit erfolgreich mit Streptococcus agalactiae
als Stimulans verwendet werden [105]. Nach vierstiindiger Stimulation konnte in diesem
Vollblutassay eine dosisabhéngige Stimulation mit vitalen Gruppe B Streptokokken er-
zielt werden. Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Zytokinantwort auf eine hohere
Keimdosis. Wahrend Berner et al. eine signifikant hohere Interleukin 6 Produktion bei
Monozyten aus Nabelschnurblut nach Stimulation mit Gruppe B Streptokokken im
Gegensatz zur Stimulation mit LPS zeigen konnte, deuten unsere Ergebnisse auf einen
umgekehrten Zusammenhang hin (Abbildung 4.2) [19]. Diese unterschiedlichen Ergeb-
nisse konnten auf den unterschiedlichen Versuchsbedingungen beruhen, da Berner et
al. die Monozyten zunéchst aus dem Nabelschnurblut isolierten und sie anschlieend
mit hitzeinaktivierten Keimen 24 Stunden inkubierten. Auflerdem erfolgte die anschlie-
Bende Analyse der Zytokinproduktion aus den Kulturiiberstinden mittel ELISA. Da
bei in vivo Versuchen an erwachsenen Menschen fiir TNFa nach 60 bis 90 Minuten
und fiir IL 6 und 8 nach 180 bis 240 Minuten nach LPS Stimulation maximale Ser-
umspiegel gemessen wurden, wurde fiir die vorliegende Arbeit eine Stimulationsdauer
von 240 Minuten gewéhlt [170][34][48][135]. Messungen nach 30, 60 und 120 Minuten
zeigten fiir TNFoa und IL-6, dass eine mit unserer Methode messbhare Zytokinproduk-
tion erst nach 240 Minuten erreicht war. Eine vermehrte IL-8 Produktion war bereits
nach 60 Minuten messbar. Bei den mit LPS stimulierten Ansétzen erreichte diese nach
120 Minuten ihr Maximum und war nach 240 Minuten wieder abgefallen. Die mit GBS
stimulierten Ansétze zeigten nach 240 Minuten eine maximale IL-8 Produktion. Die
von uns ermittelte Kinetik der Zytokinproduktion stimmt also fiir IL-6 und IL-8 mit
den in vivo Ergebnissen am Menschen iiberein, wahrend das fiir TNF« nicht zutrifft.
Diese Diskrepanz kann auf einer unterschiedlichen Kinetik bei Erwachsenen und Neu-
geborenen bzw. in vivo und in vitro zuriickzufithren sein. Des Weiteren wurden bei

den Messungen am lebenden Modell wahrscheinlich auch Zytokine anderer Zellen (z.B.
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Endothelzellen) erfasst.

Beim Vergleich der Zytokinproduktion nach Stimulation mit Besiedlungs- bzw. Sep-
sisisolaten ergab sich kein eindeutiges Bild. Berner et al. zeigten 2001 in einem Sti-
mulationsversuch mit acht Besiedlungs- und 14 Sepsisisolaten, dass die Sepsisisolate
eine signifikant hohere IL 6, IL 1 und IL 12p40 Produktion in Monozyten aus Nabel-
schnurblut bewirkten als die Besiedlungsisolate [17]. Bei Betrachtung aller Besiedlungs-
und Sepsisisolate ergab sich ein solcher Unterschied in der vorliegenden Arbeit jedoch
nicht. Keines der getesteten Zytokine wurde signifikant mehr oder weniger produziert,
wenn die Stimulation mit Sepsis- respektive Besiedlungsisolaten erfolgte. Eine gute
Vergleichbarkeit dieser unterschiedlichen Ergebnisse ist durch die verschiedene Metho-
dik limitiert. So isolierten Berner et al. die Monozyten vor der Stimulation aus dem
Nabelschnurblut, hitzeinaktivierten die Keime, wahlten eine Stimulationsdauer von 6
bzw. 24 Stunden und analysierten die Zytokinproduktion mittels PCR und ELISA. Bei
Betrachtung der Ergebnisse einzelner Isolate hingegen ergaben sich in der vorliegenden
Arbeit verschiedene signifikante Unterschiede, welche allerdings sowohl zwischen ver-
schiedenen Sepsisisolaten als auch zwischen einem Besiedlungs- und einem Sepsisisolat
auftraten. Insgesamt deuten unsere Daten darauf hin, dass die Zytokine Interleukin
6, Interleukin 8 und TNFx zwar eine wichtige Rolle im Geschehen der Gruppe B
Streptokokken Sepsis spielen, die Auspriagung der 1L-6, IL.-8 und TNFx Antwort nach
Stimulation mit GBS jedoch nicht generell mit der Virulenz korreliert. Vielmehr schei-
nen andere Faktoren, welche teils beim Wirt teils bei Streptococcus agalactiae liegen,
fiir die Virulenz und das Eindringen in den Wirt verantwortlich zu sein.

Fiir diese Arbeit wurden neben Besiedlungs- und Sepsisisolaten auch die Isolate eines
Neugeborenen mit denen seiner Mutter verglichen. Der miitterliche Keim stammt aus
einem Vaginalabstrich, wihrend die kindlichen Isolate aus dem Liquor bzw. aus einer
Blutkultur isoliert wurden. Auch hier zeigte sich, dass die Auspragung der Zytokinin-
duktion nicht mit der Virulenz korreliert, da der aus dem Vaginalabstrich isolierte Keim
eine signifikant hohere Interleukin 6 Produktion induzierte als der aus der Blutkultur
isolierte Keim. Andere signifikante Unterschiede fanden sich nicht.

Zur Untersuchung der Fahigkeit von Gruppe B Streptokokken, in Anwesenheit pha-
gozytierender Zellen zu iiberleben, bzw. der Fahigkeit verschiedener phagozytieren-
der Zellen, Gruppe B Streptokokken phagozytieren zu konnen, wurden die gleichen

Ansitze, wie sie zur Zytokinmessung verwendet wurden, bestehend aus Blut, RPMI
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Medium und GBS Suspension verwendet. Neben Nabelschnurblut wurde auch Blut er-
wachsener Blutspender sowie daraus isolierte PMNs verwendet. Als Kontrolle dienten
Ansétze mit GBS Suspension und RPMI Medium. Zur Quantifizierung erfolgten Ent-
nahmen und Ausplattierungen aus den Ansétzen zum Startzeitpunkt sowie nach 30 und
60 Minuten. Nach 24-stiindiger Bebriitung liefen sich die Kolonie bildenden Einheiten
durch den gut sichtbaren Hamolysehof leicht zdhlen. Die in dieser Arbeit gewonnenen
Daten zeigen, dass Gruppe B Streptokokken sowohl in Nabelschnurblut als auch in Blut
von Erwachsenen sowie in Anwesenheit isolierter Monozyten von Erwachsenen in Ihrer
Zahl in einem vergleichbaren Ausmafl abnehmen. Dies deckt sich mit den Daten von
Marédi, welcher in seiner Arbeit jedoch lediglich isolierte Granulozyten bzw. Monozy-
ten aus Nabelschnurblut und von Erwachsenen und kein Vollblut verwendet hatte. Eine
Aussage iiber die intrazelluldre Uberlebensfihigkeit der Streptokokken, wie Marédi sie
durch Lyse der phagozytierenden Zellen treffen konnte, ist durch die in dieser Ar-
beit verwendete Methode nicht moglich [162]. Eine verminderte Phagozytosefahigkeit
durch phagozytierende Zellen Neugeborener, wie sie als ein Grund fiir die besondere
Pradisposition Neu- und Frithgeborener fiir Infektionen postuliert wird, lasst sich also
mit der in dieser Arbeit verwendeten Methode und den daraus gewonnenen Daten nicht
nachvollziehen. Unsere Daten zeigen aulerdem, dass die Zahl der Kolonie bildenden
Einheiten in Anwesenheit phagozytierender Zellen bis auf wenige Ausnahmen bereits
nach 30 Minuten deutlich unter 50% des Ausgangswertes fillt. Anschliefend folgt eine
langsamere Abnahme auf zumeist 25% bis 0%. Dies stimmt mit der Kinetik iiberein,
welche Weihofen bei Verwendung der selben Stamme jedoch ausschliefllich mit PMNs
bzw. PMNs und gepooltem Serum ermittelte. Im Gegensatz zu Weihofens Ergebnissen,
welche fiir die Besiedlungsisolate eine Abnahme der Kolonie bildenden Einheiten auf
nahezu 0% bereits nach 30 Minuten zeigen, konnten wir jedoch keinen eindeutigen Un-
terschied zwischen Besiedlungs- und Sepsisisolaten feststellen [246]. Vereinzelte GBS
Isolate zeigten in Blut ein besseres Uberleben als in RPMI Medium, wobei die teilweise
groflen Standardabweichungen der Koloniezahlen eine vorsichtige Interpretation dieser
Daten erfordern. Moglicherweise jedoch bietet Blut mit seinen Bestandteilen fiir einige
GBS Stamme ein Milieu, welches trotz Anwesenheit phagozytierender Zellen ein gutes
Uberleben erméglicht. Welche bakteriellen und Wirtsfaktoren in Interaktion ein gutes
Uberleben und eine Vermehrungsfihigkeit von Gruppe B Streptokokken und damit

die Unterhaltung eines septischen Geschehens bedingen, muss Gegenstand zukiinftiger
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Untersuchungen sein.

Galectin 3, welches von praktisch allen immunkompetenten Zellen exprimiert wer-
den kann, scheint bei diversen entziindlichen Ereignissen eine eher proinflammatorische
Rolle zu spielen. Erhohte Werte konnten sowohl bei infektosen als auch autoimmunolo-
gischen entziindlichen Prozessen nachgewiesen werden. Es moduliert die Rekrutierung
und Aktivierung von Abwehrzellen, die Produktion von Zytokinen, die Phagozytose
und Apoptose. Bisher gibt es keine Studie, welche Galectin 3 Spiegel in Nabelschnur-
blut sowie die Rolle von Galectin 3 im Rahmen der Gruppe B Streptokokken Sepsis un-
tersucht hat. Fiir die vorliegende Arbeit wurde Nabelschnurblut Friith- und Reifgebore-
ner inkubiert. Zusatzlich wurde Nabelschnurblut Reifgeborener mit einem Besiedlungs-
bzw. Sepsisisolat in zwei unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert. Die Galectin 3
Serumspiegel gesunder erwachsener Probanden liegen bei etwa 2 — 4 ng/mL und damit
bei Reifgeborenen in einer gleichen Groéflenordnung, wie die von uns ermittelten Kon-
zentrationen in den Zellkulturiibersténden [79, 245]. Im menschlichen Embryo ist eine
Galectin 3 Expression bereits im ersten Trimester in Epithelien nachweisbar, wo es ver-
mutlich eine Rolle in der Zell-Zell-Interaktion sowie der Zelldifferenzierung wahrnimmt
[31]. Daten iiber Galectin 3 in Nabelschnurblut allerdings existieren bisher nicht. Die in
dieser Arbeit gewonnenen Daten zeigen, dass Galectin 3 in Nabelschnurblut Friih- und
Neugeborener sezerniert wird und dass es eine positive Korrelation zwischen dem Gesta-
tionsalter und der Hohe des Galectin 3 Spiegels gibt. Eine solche Korrelation konnte be-
reits fiir verschiedene Serumproteine gezeigt werden [108, 111, 82]. Bei Beriicksichtigung
der Effekte von extrazellularem Galectin 3 auf das angeborene Immunsystem ist es
denkbar, dass die verminderte Galectin 3 Expression bei Frithgeborenen zum Teil die
im Vergleich zu reifen Neugeborenen oder Erwachsenen hohere Pradisposition fiir In-
fektionen bedingt. Eine Vergleichbarkeit der in dieser Arbeit erhobenen Daten mit
Serumspiegeln ist durch die experimentellen Bedingungen jedoch limitiert. Interessan-
terweise zeigten sich im Nabelschnurblut von small-for-gestational-age-Frithgeborenen
(SGA) hohere Galectin 3 Spiegel als bei Frithgeborenen mit einem altersentsprechenden
Geburtsgewicht. SGA ist ein deskriptiver Ausdruck fiir Neugeborene, deren Geburts-
gewicht unterhalb der 10. Gestationsalter bezogenen Perzentile liegt, ohne dabei auf
die Ursachen einzugehen. Haufig liegt einem niedrigem Geburtsgewicht jedoch eine in-
trauterine Wachstumsrestriktion (intrauterine growth restriction bzw. IUGR) auf dem

Boden maternaler, fetaler oder plazentarer Faktoren zu Grunde, welche das Wachs-
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tumspotenzial des Feten hemmen [83]. Eine intrauterine Wachstumsrestriktion wieder-
um kann viele Ursachen haben (u.a. mangelhafte Erndhrung, Rauchen, Alkoholkonsum,
Infektionen, Préeklampsie), welche schlieflich zu einer chronischen Unterversorgung des
Feten mit Néhrstoffen und/oder Sauerstoff fithren. Die Induktion einer Inflammation
durch Hypoxie mit Hilfe von hypozia-inducible factor-1 (HIF-1) und NF-kB ist ein gut
belegtes Phéanomen, welches sowohl in vitro als auch in vivo am Menschen demonstriert
werden konnte (Literaturiibersicht in [70]). Des Weiteren konnte kiirzlich gezeigt wer-
den, dass Nabelschnurblut von SGA Frithgeborenen erhohte Spiegel inflammatorischer
Marker aufweist, was eine Aktivierung inflammatorischer Mechanismen auf dem Bo-
den einer chronischen Hypoxie im Feten nahelegt [4]. Mehrere Studien konnten dariiber
hinaus eine Beteiligung von HIF-1 und NF-«kB bei der Regulation der Galectin 3 Ex-
pression nachweisen [258, 88, 64]. Die in unserer Arbeit gemessenen Galectin 3 Werte
bei SGA Frithgeborenen kénnten also ein inflammatorisches Geschehen im Rahmen
einer chronischen Hypoxie in utero widerspiegeln. Schliellich zeigen die gewonnenen
Daten, dass sich die Galectin 3 Ausschiittung im Nabelschnurblut durch Streptococ-
cus agalactiae induzieren lasst. Eine statistisch signifikante Erhohung der Galectin 3
Ausschiittung bewirkte allerdings lediglich das Sepsisisolat in der hohen Konzentrati-
on, was auf eine Beteiligung von Galectin 3 im Rahmen der Gruppe B Streptokokken
Sepsis hindeutet. Neben den in der Einleitung ausgefiithrten Effekten auf die Zellen des
angeborenen Immunsystems scheint Galectin 3 auch als Rezeptor fiir Candida albicans
sowie Gram positive Bakterien zu fungieren [151, 77, 209]. Diverse Studien konnten
einen Zusammenhang zwischen dem Fortschritt bzw. der Ausdehnung einer Erkran-
kung und dem Galectin 3 Spiegel im Serum nachweisen. Beispielsweise haben Krebspa-
tienten im fortgeschrittenem Stadium hohere Galectin 3 Spiegel gegeniiber Patienten
mit einer weniger fortgeschrittenen Erkrankung bzw. als gesunde Probanden [109]. Die
in dieser Studie gewonnenen Daten konnten auf eine virulenzabhénige Regulation der
Galectin 3 Expression hindeuten, beispielsweise um bei Kontakt mit einem sehr viru-
lenten Keim eine stérkere Aktivierung neutrophiler Granulozyten zu erreichen als es
fiir einen weniger virulenten Stamm nétig wére. Sowohl Virulenzfaktoren, welche eine
Galectin 3 Sekretion bewirken als auch die Funktion von Galectin 3 im Rahmen einer
Sepsis miissen durch weitere Untersuchungen definiert werden. Des Weiteren muss ei-
ne moglicherweise vermehrte Freisetzung intrazelluldren Galectin 3 durch vermehrten

Zelltod nach Kontakt mit einem Sepsisisolat im Gegensatz zu einem Besiedlungsisolat
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in Betracht gezogen werden.

Zusammenfassend zeigen die in dieser Arbeit priasentierten Ergebnisse, dass sémtliche
getestete Gruppe B Streptokokken Isolate unabhéngig von ihrer klinischen Manifesta-
tion potente Induktoren proinflammatorischer Zytokine sind und somit imstande sind,
ein systemic inflammatory response syndrome (SIRS) auszulosen. Der tatséchliche kli-
nische Verlauf héngt einerseits von wirtspezifischen andererseits von noch zu definie-
renden Faktoren der Streptokokken ab. Mafgebliche wirtspezifische Faktoren sind die
Keimdichte, mit welcher der Fetus konfrontiert wird, sowie die Kontaktzeit zwischen
Fetus und Keim. Jeder miitterliche Keimnachweis wiahrend der Schwangerschaft stellt
somit ein Risiko fiir den Fetus bzw. das Neugeborene dar und sollte prophylaktische
MafBnahmen veranlassen. Eine horizontale Ubertragung ist fiir S. agalactiae beschrie-
ben und spielt vor allem fiir die late onset disease eine Rolle, so dass prophylaktische
Mafnahmen beim Patientenkontakt helfen kénnen, eine Ubertragung und Erkrankung
zu verhindern. Das Signalmolekiil Galectin 3 scheint eine Rolle im angeborenen Immun-
system Friih- und Neugeborener und speziell im Rahmen einer GBS Sepsis zu spielen.
Weitere Untersuchungen sind nétig, um diese Ergebnisse zu validieren sowie die funk-
tionelle Relevanz dieser Beobachtung und die mégliche Beteiligung weiterer Signalwege

aufzuklaren.
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6 Zusammenfassung

Gruppe B Streptokokken gehoren zu den hiufigsten Erregern der early onset disease
und tragen mit den iiberwiegend neurologischen Folgeerkrankungen, die beinahe 15%
der erkrankten Kinder betreffen, erheblich zur Morbiditat bei Neugeborenen bei. Das
Versténdnis der immunologischen Vorgénge im Rahmen der Gruppe B Streptokokken
Infektion ist nach wie vor limitiert. Neue Erkenntnisse kénnten hier helfen, neuartige
prophylaktische, diagnostische und therapeutische Ansétze zu entwickeln.

Ziel dieser Arbeit war neben der Etablierung eines in vitro Sepsis Modells die Cha-
rakterisierung der Zytokinantwort von Monozyten aus Nabelschnurblut gesunder Neu-
geborener nach der Stimulation mit Gruppe B Streptokokken. Die Konzentration des
Signalmolekiils Galectin 3 in unstimuliertem Nabelschnurblut Friith- und Neugebore-
ner sowie nach Stimulation mit Gruppe B Streptokokken wurde ebenfalls analysiert.
Insbesondere lag das Augenmerk auf Unterschieden bei Stimulation mit Sepsis- bzw.
mit Besiedlungsisolaten. Des Weiteren erfolgte die Analyse der Uberlebensfihigkeit von
Gruppe B Streptokokken in Nabelschnurblut im Gegensatz zu Blut von erwachsenen
Spendern und hieraus isolierten Granulozyten.

Es erfolgte die Inkubation von Nabelschnurblut gesunder Neugeborener in RPMI
1640 Medium und mit vitalen Gruppe B Streptokokken in unterschiedlichen Konzen-
trationen. Parallel wurde stets eine Probe mit Lipopolysaccharid sowie eine unstimu-
lierte Probe angesetzt. Es wurden Isolate aus Blutkulturen erkrankter Neugeborener
sowie Isolate von Hautabstrichen gesunder Neugeborener verwendet. Die Analyse der
Zytokinproduktion in den Monozyten erfolgte mittels FACS. Fiir jede Probe wurden
2000 CD14 positive Zellen untersucht. Die Daten wurden als Prozentzahl der CD14-
positiven Zellen ausgedriickt. Die Analyse der Galectin 3 Sekretion erfolgte mittels
ELISA aus Zellkulturiiberstinden. Mittels Ausplattierungen der Zellkulturansétze zu
festgelegten Zeitpunkten erfolgte die Untersuchung der Uberlebensfihigkeit der Grup-

pe B Streptokokken in Anwesenheit von Nabelschnurblut, Blut erwachsener Probanden
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bzw. isolierten Granulozyten.

Samtliche getestete Gruppe B Streptokokken Isolate sind potente Induktoren proin-
flammatorischer Zytokine und sind somit imstande, ein systemic inflammatory response
syndrome auszlosen. Es fanden sich einzelne signifikante Unterschiede in der Zytokin-
induktion durch unterschiedliche Isolate, welche jedoch nicht mit der klinischen Ma-
nifestation korrelierten. Das Signalmolekiil Galectin 3 scheint ebenfalls eine Rolle im
angeborenen Immunsystem des Frith- und Neugeborenen zu spielen. Die Daten dieser
Arbeit zeigen eine positive Korrelation der Galectin 3 Konzentrationen mit dem Gesta-
tionsalter und signifikant hohere Galectin 3 Spiegel bei SGA Frithgeborenen. Die Sti-
mulation mit einem GBS Sepsisisolat in hoher Konzentration induzierte im Gegensatz
zur niedrigen Streptokokkenkonzentration bzw. Stimulation durch ein Besiedlungsisolat
einen signifikanten Anstieg der Galectin 3 Konzentration im Kulturiiberstand. Weitere
Untersuchungen sind nétig, um die funktionelle Relevanz dieser Beobachtung sowie die

mogliche Beteiligung weiterer Signalwege aufzuklaren.
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Abbildung 6.1

Messung von IL-6, IL-8 und

Grafische und tabellarische Ausgabe der Messdaten des FACS Canto™.,

TNF«, vorinkubiert mit unkonjugierten Antikérpern, nach Stimulation mit LPS. Die zu messenden Werte

sind hier auf 2% eingestellt.
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Abbildung 6.3

Grafische und tabellarische Ausgabe der Messdaten des FACS CantoT™. Messung von IL-6, IL-8 und

TNF« ohne Stimulation
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