AUS DEM LEHRSTUHL
FUR GEBURTSHILFE UND FRAUENHEILKUNDE — ST. HEDWIG
FRAU PROF. DR. MED. BIRGIT SEELBACH-GOBEL
DER FAKULTAT FUR MEDIZIN
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

Der immunmodulatorische Effekt von
Indometacin und Betamethason auf die
Zytokinproduktion fetaler mononuklearer
Zellen nach in-vitro Stimulation mit
Streptococcus agalactiae und Enterococcus
faecalis

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung der Doktorwiirde
der Medizin

der
Fakultat der Medizin

der Universitat Regensburg

\orgelegt von

Evelyn Akuaa Akyaa Kusi

2015






AUS DEM LEHRSTUHL
FUR GEBURTSHILFE UND FRAUENHEILKUNDE — ST. HEDWIG
FRAU PROF. DR. MED. BIRGIT SEELBACH-GOBEL
DER FAKULTAT FUR MEDIZIN
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

Der immunmodulatorische Effekt von
Indometacin und Betamethason auf die
Zytokinproduktion fetaler mononuklearer
Zellen nach in-vitro Stimulation mit
Streptococcus agalactiae und Enterococcus
faecalis

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung der Doktorwiirde
der Medizin

der
Fakultat der Medizin

der Universitat Regensburg

\orgelegt von

Evelyn Akuaa Akyaa Kusi

2015



Dekan: Prof. Dr. Dr. Thorsten Reichert

Gutachter/in: 1. Fr. Prof. Dr. Birgit Seelbach-Goebel

2. PD Dr. Ludwig Deml

Datum der Einreichung: 29.03.2015

Datum der Promotion: 02.09.2015



Widmung

Fur meinen geliebten GroRRvater Robert Owusu Afram



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

L. EINIEITUNG oo 5

1.1 FrihgeburtlichKeit ..........coooeiiiiiee e
1.2 Aszendierende Infektionen in der Schwangerschaft...........c.ccccooeiiennine
1.3 Grampositive Bakterien als Pathogene in der Geburtshilfe und Neonatologie

1.3.1 Aufbau der grampositiven BaKterien ............ccccccoeevveveiiieinenns

1.3.2 Streptococcus agalactiae ..........ccceevveieevieiieiecie e
1.3.3  ENteroccocus faeCalis ..........coovuiririeieie i 11
1.4 Zytokine, die intrauterine Entziindungsreaktion und Friuhgeburtlichkeit 13
15 FIRS et bbb 14
1.6 Intrauterine Infektion und die perinatale Gabe von Antibiotika ......... 15
1.7 Tokolyse und die pranatale Gabe von Indometacin............c.c.ccccevvennine 16
1.8 Antenatale Lungereifung und die pranatale Gabe von Steroiden........ 18
2. Fragestellung........c.cccooiiiiiiiii 19
3. Material und MethOden ..........ccoooieiiiiiic s 20
TR (1o [T=T Vo [=TS] o[ SRR 20
3.2 Probenmaterial............ccoiiiiiiiiie e 21
3.2.1 Untersuchungsmaterial ............ccccoveiiiieiieiicc e 21
3.2.2  SHMUIANZIEN «.veeiee e 22
3.2.3 Ansatz der Zellkultur und Stimulation der fetalen mononukledren Zellen 24
3.2.4  MEdIKAMENTE .......oiviiiiiiiiieiieee e e 26
3.2.5 Reagenzien, Medien und PUFfer .........cccccovviciicie i 26
3.2.6  REAKHIONSKIS ....oveiviieiiiiiiieiieieee e 26
3.2.7 Versuchsmaterialien ...........cccoiiiiiiiiee e 27
32,8 GBIAL. ...t 27
3.3 ANalyseVverfalren.........ccooiiiii i 28
3.3.1 Zytokinbestimmung mittels Luminex XMAP® Technologie.......... 28
3.3.2 Statistische Auswertung der Daten...........cccceevvevieiiiciie e 30
4, ETQEDNISSE ...t 31

4.1 Die Basisexpression von Zytokinen bei unstimulierten fetalen mononukleéren Zellen

......................................................................................................... 31
4.2 Der Einfluss von Indometacin und Betamethason auf die unstimulierten Zellen 31
4.3 Der Einfluss von Antibiotika auf einen LPS-stimulierten Versuchsaufbau 33




Inhaltsverzeichnis

4.4 Grampositive Bakterien und ihr Einfluss auf die Zytokinexpression von
MONONUKIEAreNn Zellen ..........ccooviiiiiiiieee

4.5 Indometacin und Betamethason und deren Einfluss auf lysat-stimulierte
MONONUKIEAre ZEIIEN .......cveieeieiee e

45.1 Veranderung der proinflammatorischen Zytokine .............c.ccoce.e....
4.5.2 Veranderung des antiinflammatorischen Zytokins...............cc.cc......

D DESKUSSION ...ttt e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e eeeeeaaaan

5.1 Der immunmodulatorische Effekt von Indometacin und Betamethason auf die
Zytokinfreisetzung von fetalen mononukledren Zellen............cccccoevvvivennnne

5.2 Einordnung des AntibIiotiKazusatzes ...........cccoeveiiiiniiciciec e
5.3 Klinische Bedeutung von perinatal applizierten Indometacin und Betamethason
5.4 Limitationen der STUIE .........cccooiriiiiiiiecee s

6. ZUSAMMENTASSUNQ ....vviieiieiiiciie ettt sre e
ADKUFZUNGSVEFZEICANIS. ......eiiiiie et
LiteraturVerZeIChNIS. ......cooii e

DaANKSAGUING. ...ttt bbb bbbttt bbb

34

35
35
62

65

66
73

76
77
79
81



Einleitung

1.  Einleitung

1.1 Frahgeburtlichkeit

Die Friihgeburt, definiert als eine Geburt vor 37+0 abgeschlossenen Schwangerschaftswochen
(SSW), ist bis zum heutigen Tag eine der zentralen Herausforderungen der Geburtsmedizin
(1). 2011 erblickten in Deutschland zwischen 7-9 % aller Neugeborenen vorzeitig das Licht
der Welt (3-6). Weltweit werden ca. 8-15 % aller Kinder vor der 37+0 SSW geboren (7). Fir
die Uberlebenschancen dieser Kinder ist der Zeitpunkt der vorzeitigen Geburt im Outcome
entscheidend. Wéhrend extrem friihe Friihgeburten (unter 28+0 SSW) eine Mortalitétsrate von
bis zu 32 % aufweisen, sinkt die Mortalitatsrate ab 30+0 SSW auf unter 1,3 % (3). Insgesamt
liegt der Anteil der Friihgeborenen an der perinatalen Morbiditat und Mortalitat in Deutsch-
land bei ca. 70-77 % (6, 8, 9). In den vorherigen Jahrzenten wurde durch die Verschiebung der
neonatalen Uberlebenschancen auf ein immer niedrigeres Gestationsalter ein Anstieg der In-
zidenz der Frihgeburtlichkeit und in Folge dessen ein Anstieg der fetalen und maternalen
Komplikationen festgestellt (2, 3). Grinde fir diese Tendenz lagen zum einen in der Zunahme
der Interventionsmafnahmen der Reproduktionsmedizin mit Haufung von Mehrlingsschwan-
gerschaften, und zum anderen im Anstieg der sogenannten indizierten Friihgeburten, bei der
aus maternaler und fetaler Indikation heraus die Schwangerschaft vorzeitig beendet wird, be-
grindet(1, 2). Auch der Anstieg der sogenannten spontanen Frihgeburtlichkeit, die die Folge
einer vorzeitigen Wehentétigkeit oder eines vorzeitigen Blasensprungs ist, trug zur erhéhten
Inzidenz bei (7).

Im Kampf gegen die Friihgeburtlichkeit ist die Erforschung der spontanen friihzeitigen Geburt
aufgrund ihrer multifaktoriellen Genese und ihrer unverminderten Prdvalenz von zentraler
Bedeutung. Da sowohl aszendierende vaginale Infektionen, eine uteroplazentére Dysfunktion,
die pathologische Dehnung des Uterus und die vorzeitige Aktivierung der mdtterlichen oder
fetalen Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse nach neustem wissenschaftli-
chem Stand zur Pathogenese beitragen, bilden multimodale Konzepte der Prévention, Diag-

nostik und Therapie die Grundlage medizinischer Interventionsmalinahmen (1-3).
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Bekannte perinatale Risikofaktoren der spontanen Friihgeburtlichkeit (1-3):

e Vaginale Dysbiose

e Vorbelastete Schwangerschaftsanamnese

o Aktueller Status der Schwangerschaft: Zervixlange, Uteruskontraktibilitat
e Ethnische Zuordnung der Mutter

e Mitterliches Alter

e Mutterlicher sozio6konomischer Status

e Erndhrungszustand

e Mitterlicher mentaler Zustand

e Genetische Vorbelastung

Tabelle 1-1: Tabellarische Darstellung bekannter perinataler Risikofaktoren der spontanen Friihgeburtlichkeit

In Deutschland gilt die Identifikation von Risikogruppen, die Aufklarung der betroffenen
Frauen und Weiterleitung an spezialisierte Perinatalzentren mit fortlaufendem Monitoring der
Schwangerschaften als Grundpfeiler der Prdvention. Diagnostisch wird auf Zeichen einer
drohenden Fruhgeburtlichkeit wie eine verkurzte Zervixlange oder eine erhdhte Kontraktibili-
at des Uterus geachtet. Neben diesen MaRnahmen sind auch die Messung des fetalen Fib-
ronektins im Scheidensekret, die Selbstmessung des vaginalen ph-Wertes und die Testung des
IGFBP-1 (Insulin &hnlicher Wachstumsfaktor und Bindungsprotein-1) als auch des PAMG-1
(Plazenta-Alpha-Mikroglobulin-1) wichtige aktuelle Standards, um eine Friihgeburt innerhalb
der néchsten 7-14 Tagen auszuschlieBen (2, 3, 5). Ist eine drohende Friihgeburt durch Behand-
lung mit Tokolytika nicht aufzuhalten, ist es die Norm, durch den Einsatz von Steroiden zur
vorzeitigen Lungenreifung die bestmdgliche Chance fiir das postnatale Uberleben durch Ver-
hinderung eines fetalen Respiratorischen Distress Syndroms (RDS) zu erreichen.

In den neunziger Jahren wurden durch mehrere umfassende Studien wie Monset-Couard et
al., Hack et al. und Stjernqvist et al. die Folgen von Friihgeburtlichkeit erfasst. Dabei wurde
ein signifikant hoheres Risiko fur die Entwicklung von verheerenden Langzeitschéden der
Kinder festgestellt (10-12). Besonders friihe Friuhgeborene weisen ein erhdhtes Risiko fiir
neurologische und somatische Schaden wie infantile Zerebralparese, nekrotisierende Entero-
kolitis und bronchopulmonale Dysplasien auf (4). Volkwirtschaftlich werden die Kosten der
Frihgeburtlichkeit auf bis zu 1 Milliarde Euro pro Jahr geschatzt (13). Dabei verursachen

Frihgeborene viermal hohere Kosten als reifgeborene Kinder. Die Langzeitfolgen fir die
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Uberlebenden mit Lernbehinderungen, Sehstérungen und folglich niedrigerem sozio6konomi-

schen Status sind weitreichend.

Neue medizinische Errungenschaften verschieben die Uberlebensfahigkeit extrem Frithgebo-
rener jedoch bis heute immer weiter. Ihre Langzeitmorbiditat, Mortalitat, aber auch die 6ko-
nomischen Belastungen unterstreichen, trotz der markanten Fortschritte in der Behandlung,
die Dringlichkeit fur eine weiterfihrende interdisziplindre Forschung. Neue Ansétze wie die
Messung des Ostrogenspiegels im mitterlichen Speichel oder die Identifikation von geneti-
schen Polymorphismen, die eine pathologische immunologische Auswirkung auf den
Schwangerschaftsverlauf austiben kdnnen, erscheinen dabei vielversprechend (2).

1.2 Aszendierende Infektionen in der Schwangerschaft

Die Verbindung zwischen intrauteriner Infektion, vorzeitiger Wehentatigkeit und spontaner
Frihgeburt steht seit den siebziger Jahren im Fokus der perinatalen Forschung (14). 1977
konnte die Forschungsgruppe um Bobitt und Ledger erstmals einen intrauterinen bakteriellen
Befall der Ammionflissigkeit bei Frauen mit vorzeitigen Wehen nachweisen (14). Man geht
davon aus, dass mindestens 40 % aller vorzeitigen Geburten mit einer intrauterinen Infektion
assoziiert sind (15). Vor der 32+0 Woche sind die hdufigsten Ursachen einer Infektion des
Uterus, aszendierende, vaginale Bakterienbesiedelungen, die aufgrund einer Dysbiose die

zervikale Barriere Uberschreiten (4, 16).

Die normale Vaginalflora ist zu 95 % von Lactobazillen besiedelt. Diese sorgen fiir ein physi-
ologisch-saures Vaginalmilieu und bilden so einen essentiellen Schutz vor fremden Pathoge-
nen. Allein in Deutschland weisen jedoch 20 % aller Schwangeren ein Ungleichgewicht die-
ses Milieus auf (16, 17). Die Florazusammensetzung verschiebt sich in diesem Fall von Lac-
tobazillenspezien zu Anaerobiern wie Gardnerella vaginalis, Ureaplasma urealyticum und
Mycoplasma hominis u.a. (18). Damit besteht das Risiko einer bakteriellen Vaginose, klinisch
diagnostiziert nach Amsel- oder Nugent-Kriterien, welche durch die konsekutive Verdnderung
des vaginalen ph-Wertes ideale Umweltbedingungen fir aufsteigende bakterielle wie virale
Keime bietet (19, 20).
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Aus Untersuchungen in frihen Trimestern ist davon auszugehen, dass diese Pathogene friih
aszendieren ohne dabei symptomatisch auffallig zu werden. Sie befallen zunéchst den unteren
Fruchtpol, die Eihullen und die Dezidua und kdénnen dort tber Aktivierung einer Entzin-
dungskaskade im Gewebe und durch die Veranderung der Gewebematrix eine vorzeitige Zer-
vixreifung, sowie die Schwachung der embryonalen Hille mit der Gefahr eines vorzeitigen
Blasensprungs und einer Aktivierung der Uteruskontraktibilitat induzieren (18). 50 % der Be-
troffenen werden erst zu diesen Zeitpunkt symptomatisch (14, 18). Eskalierend ist eine Am-
nionitis, eine Funisitis und im dulersten Fall eine intrauterine Infektion des Feten mdglich.
Dabei sind besonders friihe Frithgeborene durch schwerwiegende Komplikationen wie FIRS
(fetales Infektionssyndrom) und Sepsis bedroht (16, 17). Neben dem direkten bakteriellen
Befall ist auch eine Aktivierung der Entziindungskaskade durch den indirekten Einfluss von
bakteriellen Endotoxinen, Exotoxinen und proinflammatorischen Zytokinen der Mutter Uber

das Blutsystem nachweisbar.

1.3 Grampositive Bakterien als Pathogene in der Geburtshilfe und Neonatologie

In der St. Hedwigklinik wird regelhaft von Schwangeren mit vorzeitiger Wehentétigkeit vor
der 34+0 SSW in der Eingangsuntersuchung ein Vaginalabstrich enthommen (9). Diese Ab-
striche wiesen zu 90 % eine ausgepragte gramnegative Belastung an dem Erreger E. coli auf.
Bei vielen Abstrichen fand sich jedoch auch eine pathologische grampositive Keimbelastung.
Unter diesen konnte in 64 % der Félle der fékale Keim, Enterococcus faecalis, und daneben

als zweit-hdufigster Keim mit 24 %, Streptococcus agalactiae, isoliert werden (5).

Seit Jahrzehnten ist steht Streptococcus agalactiae als \Vertreter der Streptokokken der Gruppe
B und hauptverantwortlicher Keim fir das Auftreten von Neugeborensepsen im Fokus der
Perinatalmedizin. Als neuer Verursacher von neonatalen Infektionen tritt Entercoccus faecalis
immer mehr in den Blickpunkt der geburtshilflichen und neonatologischen Forschung. Noch
vor 30 Jahren als nicht pathogen eingestuft, konnte dieser Erreger tber eine vermehrte Antibi-
otikaresistenz eine besorgniserregende Virulenz entwickeln und ist mittlerweile als ausldsen-
der Keim von neonatalen Sepsen bekannt (21). Aufgrund dieser Sachverhalte entschieden wir
uns, als Vertreter der grampositiven Erregergruppe Lysate von Streptococcus agalactiae und

Enterococcus faecalis zur Stimulation fetaler mononukleérer Zellen einzusetzen.
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Abbildung 1-2: Darstellung der grampositiven Keimbelastung an der St. Hedwigklinik von 2005. Aufteilung in
Prozent nach Erregergruppe (5)

1.3.1 Aufbau der grampositiven Bakterien

Alle grampositiven Bakterien haben einen &hnlichen Zellwandaufbau gemeinsam. Sie weisen
eine massive polysaccharide Kapsel von bis zu 15-80 nm Dicke auf, die aus Peptidoglykanen
und Teichonsauren aufgebaut ist. In ihrem Zentrum befindet sich das Zytoplasma, umgeben

von einer Plasmamembran und einem schmalen periplasmatischen Spalt (22).

Ein Grofiteil der Pathogenitét der Erreger geht alleine von der Zellwand und den in ihr enthal-
tenen Teichonsduren aus. Diese konnen sich aus dem Zellwandverband I6sen und stellen als
exogene Pyrogene einen entscheidenden Reiz fir die entzlindliche Reaktion im menschlichen
Kdorper (23).

1.3.2 Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae ist eine der haufigsten Ursachen fiir schwere Neugeborenensepsen

(19). In den siebziger Jahren trat der Erreger durch den Anstieg an Infektionen bei schwange-
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ren Frauen und des folglich dramatischen Anstiegs von Infektionen bei Neugeborenen zentral
in den Fokus der Geburtshilfe und Neonatologie (22). Bis heute liegt die geschatzte Inzidenz
der Infektionsrate dieses Keimes bei 1:1000 Geburten (24).

Als fakultativ anaerober Diplococcus ist der Keim ein Vertreter der B-hd&molyisierenden Strep-
tokokken, Katalase negativ, unbeweglich und nicht sporenbildend. Unterschieden wird er ak-
tuell durch Serotypisierung in Typ I-X. Neueste Genomforschungen haben ergeben, dass das
Bakterium Uber Pilus-&hnliche Strukturen verfugt, die sich tber dessen Kapsel hinaus erstre-
cken und Teil des erfolgreichen Virulenzsystems des Erregers sind (22). In einer anderen Dif-
ferenzierung wird das Bakterium, nach Lancefield, als Streptococcus der Gruppe B (GBS)

eingeteilt.

Der Keim ist sowohl respiratorisch, gastrointestinal als auch genital isolierbar und besitzt
mehrere Eigenschaften, die seine Virulenz bestimmen. Seine Pathogenitét und sein Invasions-
vermdégen, besonders bei Neugeborenen, begriinden sich sowohl in seiner Fahigkeit, sich
durch mehrere Proteine an die Wirtszelle zu binden und diese zu infiltrieren, als aber auch
sich durch die Zerstérung des Wirtsgewebes zu vermehren und durch weitere Faktoren vor

einer Immunantwort zu schitzen.

Neben der Zellwand, die die Anlagerung von Komplementfaktoren verhindert, bildet der Er-
reger Proteasen wie CspA, Fibrinogenrezeptoren und andere Proteine, die sich an der Abwehr

und der Zerstdrung der Immunzellen und des Gewebes der Betroffenen beteiligen (22).

Im Kklinischen Bild der Sepsis fiihren neben den erregereigenen Teichonséuren auch Peptido-
gyklane und das R-Hemolysin zur tibermal3igen Ausschittung von Zytokinen und zur Aktivie-

rung des Immunsystems (22).

1.3.2.1 Pathologie in der Geburtshilfe und Neonatologie

Glucklicherweise weisen die meisten Neugeborenen, die in Kontakt mit Streptococcus
agalactiae kommen, lediglich einen oberflachlichen Befall des Korpers mit mildem Verlauf
auf. Die Erkrankungen beschrénken sich dabei auf Infektionen des Mundes, Oropharynx oder

des Gastrointestinaltraktes (22). Uberspringt der Erreger jedoch diese oberflachliche Memb-

10
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ranschwelle, verursacht er beim Neugeborenen Krankheitsverlgufe, die je nach Auspréagung

massive systemische Folgen nach sich ziehen kénnen.

Grundsétzlich wird im klinischen Alltag zwischen einer ,,Early-“ (EOI) und einer ,,Late-Onset
Infektion* (LOI) unterschieden (22). EOI und LOI liegen unterschiedliche Infektionsursa-
chen, -zeitpunkte und Risikofaktoren zugrunde, und betreffen nach dem Gestationsalter unter-
schiedliche Kohorten von Feten. Die Early-Onset Infektion gilt als die Erkrankung der verti-
kalen Transmission und tritt meist innerhalb der ersten 24 Stunden nach der Geburt auf. Der
groRte Risikofaktor ist dabei die vaginale Besiedelung der Mutter und die Ubertragung des
Erregers von Mutter auf Kind wahrend der Geburt. Wie bereits im vorherigen Kapitel erldu-
tert, kann sich der Fetus Uber eine aufsteigende Infektion mit Streptococcus agalactiae infizie-
ren, ausgehend von einer etwaigen Chorioamnionititis. Die Infektionsrate bei stark besiedel-
ten Frauen liegt nach Studienlage zwischen 29-89 % und zeigt sich linear ansteigend zur va-
ginalen Besiedelungsdichte des Erregers (22). Die drei h&ufigsten Erkrankungen sind zum
einen die Sepsis, Pneumonie und die Neugeborenenmeningitis. Allgemein wird die Mortali-
tatsrate einer Early-Onset-Infektion, die in eine neonatale Sepsis mundet, mit 3-10 % angege-
ben (22). Eine Studie berichtete jedoch in den ersten 72 Stunden von Mortalitatsraten von bis
zu 26 % (19). Die EOI endet haufiger letal als die LOLI. Ihr Inzidenzrisiko konnte allerdings
durch die Implementierung von umfassenden Screening- und antibiotischen Therapieverfah-

ren jingst signifikant gesenkt werden (24).

Die LOI tritt definitionsgemaR 7 bis 89 Tage nach der Geburt auf und betrifft besonders Neu-
geborene, die vor 37+0 SSW geboren wurden (22). Die Erkrankung wird transversal Gber den
Kontakt des Neugeborenen mit der AufRenwelt und besiedelten Tragern verursacht. Klinisch
weisen 65 % der Neugeborenen eine Bakteriamie ohne konkreten Fokus auf, 35 % einen Be-
fall des ZNS (zentralen Nervensystems) und 5-10 % der Kinder leiden an einer Phlegmone,
Osteomyelitis, septischen Arthritis oder einer Pneumonie (22). Die Inzidenz der LOI konnte
durch Préventionsmalinahmen wie Screening und prophylaktischer Antibiotikagabe nicht ver-

bessert werden (19). Die Mortalitéatsrate liegt bis heute zwischen 2-6 % (22).
1.3.3 Enteroccocus faecalis

Eine Unterscheidung zwischen Enterokokken und Streptokokken konnte erstmals 1984 mit-

tels DNA Hybridisierung und der 16S rRNA Sequenzierung erfolgen. Unter der neuen No-

11
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menklatur wurde aus Streptococcus faecium und faecalis, Enterococcus faecium und fae-
calis(21). Genauso wie bei den Streptokokken handelt es sich bei den Enterokokken um Kata-
lase-negative Diplokokken, die keine Sporen bilden und sich fakultativ anaerob verhalten.

Nach Lancefield ist der Erreger der Antigengruppe D zugeordnet.

Noch bis in die neunziger Jahre hinein wurde diese Erregergruppe als nicht pathogen einge-
stuft und regelhaft in der Nahrungsmittelindustrie und in der Forschung eingesetzt (21). Heut-
zutage sind die Enterokokken eine der haufigsten nosokomialen Erregergruppe weltweit und
I6sen unter anderem Harnwegsinfekte, hepatobilidare Sepsen, Endokarditiden, chirurgische
Wundinfektionen, Bakteridmien und jlingst neonatale Sepsen aus (21).

Als grampositives Bakterium besitzt Enterococcus faecalis &hnliche Virulenzfaktoren wie
Streptococcus agalactiae, ist allerdings zusatzlich zur Bildung eines Biofilms fahig, was seine
zunehmende Antibiotikaresistenz begunstigt. Dieser Film schiitzt das Bakterium wie ein Puf-

fersystem und verschleiert so seine Existenz vor der menschlichen Immunabwehr.

1.3.3.1 Pathologie in der Geburtshilfe und Neonatologie

Wie die Streptokokken konnen auch die Enterokokken EOI und LOI beziehungsweise EOS
(Early Onset Sepsis) und LOS (Late Onset Sepsis) ausldsen. In den achtziger Jahren wurde
durch Dobson et al. ein Anstieg der Inzidenz der LOS durch Enterokokken berichtet (25).
Dabei schwanken die Mortalitatsraten, bei meist kleinen Beobachtungskollektiven, je nach
Studie, zwischen 6-17 % und 28-58 % (26). Bei bereits bestehender Bakteriamie und/oder
Fremdkorpereinfluss kénnen Enterkokken opportunistisch auch Meningitis und Ventrikulitis

ausldsen (26).

Eine Assoziation zwischen intrauterinem Enterokokkenbefall, Infektion und Frihgeburtlich-
keit wurde Anfang 2014 hergestellt (27). Ardissone et al. berichteten hier ber erhohte in-
trauterine Entziindungsparameter mit anschlielender vorzeitiger Geburt der Feten besonders
bei einem Enterokokkenbefall des Mekoniums vor der 33+0 SSW.

12
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1.4 Zytokine, die intrauterine Entziindungsreaktion und Frihgeburtlichkeit

Neueste Studien konnten belegen, dass letztendlich die Aktivierung der intrauterinen Entziin-
dungskaskade entscheidender Faktor fiir einen vorzeitigen Blasensprung, dem Einsetzen vor-
zeitiger Wehen und der Induktion einer Frihgeburt ist (4, 14, 15, 17, 28). Zytokine als Media-
toren und Regulatoren des Immunsystems spielen dabei eine bedeutende Rolle. Hauptsachlich
von Immunzellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems produziert, wirken diese
I6slichen Proteine und Glykoproteine an der Grenze der Detektierbarkeit im nano- bis femto-
molaren Bereich und koordinieren das Zusammenspiel sowohl der intrauterine Entziindungs-
reaktion als auch der Entziindungsvorgénge im gesamten menschlichen Korper (29, 30). Da-
bei werden sie je nach Wirkungsweise allgemein in anti- und proinflammatorische Zytokine
eingeteilt. Bis heute konnten ca. 50 Zytokine und Chemokine identifiziert werden, die an ei-
ner vorzeitigen Wehentatigkeit und dem Ereignis der Frihgeburtlichkeit beteiligt sind. Viele
Interaktionen konnten bereits aufgeklart werden. Die genaue Pathophysiologie wird jedoch
zur Zeit noch erforscht (31).

Bekannt ist, dass es beim entziindungsinduzierten Geburtsbeginn entweder tber sogenannte
PRRs (Pattern-Recognition-Rezeptoren) und Aktivierung des Translationsfaktors Nf-kb (nu-
clear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) oder durch das direkte Einwir-
ken von Entziindungsprodukten tber ein positives Rickkopplungssystem zur erhéhten Pro-
duktion von proinflammatorischen Zytokinen und der Aktivitatserhéhung von TH-1 (T-
Helfer-1) Zellen, Makrophagen und neutrophilen Granulozyten kommt. Wichtige PRRs sind
die sogenannten Toll-like-Rezeptoren, von denen unterschiedliche Subtypen fiir verschiedene
Keime abgrenzbar sind. TLR-2 (Toll-like-Rezeptor-2) erkennt vor allem grampositive Bakte-
rien, TLR-4 Gram-negative und TLR-3 vor allem virale Pathogene (14, 18, 28). Dabei wirken
die einzelnen TLRs synergistisch in ihrem Transduktionsweg und schaffen so ein adaptives
System (15). Bezuglich der Zytokinantwort wirkt sich eine erhohte Aktivitat von TH-1 Zellen
besonders negativ auf einen Schwangerschaftsverlauf aus. TH-1 Zellen produzieren vor allem
proinflammatorische Zytokine wie IL-1 (Interleukin-1), IL-2, IL-6 IL-12, IL-15, TNF (Tu-
mor-Nekrose-Faktor) und IFN-y (Interferon-y). Diese Zytokine, aber auch bakterielle Endoto-
xine regen Dezidua, Chorion und vor allem Ammnionfibroblasten zur Produktion von
Prostaglandinen, Endothelin und CRH (Corticotropin-Releasing-Hormon) an. Wahrend CRH
rickkoppelnd stimulierend auf die Prostaglandinfreisetzung wirkt, induzieren die Prostaglan-
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dine E; und F,, und das freigesetzte Endothelin direkt myometriale Kontraktionen. Die pro-
inflammatorischen Zytokine IL-1p und TNF wirken Oxytocin-agonistisch und induzieren IL-
6, welches die Expression von Oxytocin-Rezeptoren hoch reguliert und so den Prozess der
vorzeitigen Wehentatigkeit unterhélt (3, 28, 32).

IL-1B, TNF und IL-8 sind ebenfalls an der vorzeitigen Zervixreifung beteiligt. Sie fordern die
Freisetzung von sogenannten Matrix-Metalloproteinasen und Elastasen, die wiederum einen
Abbau der extrazellularen Matrix am unteren Uterinsegment und eine Erweichung des Mut-
termundes induzieren. Wird dieser Prozess nicht unterbrochen, droht im Verlauf die vorzeitige
Geburt des Feten (3, 32).

1.5 FIRS

Die Diagnose einer FIRS ist zu stellen, wenn es Uber eine intrauterine Bakterienaszension zur
systemischen Aktivierung des Immunsystems des Feten kommt. Erstmals 1998 durch Gomez
et al. als eine Erhdhung der IL-6 Konzentration im fetalen Plasma auf Gber 11 pg/ml definiert,
kann diese Erkrankung zusatzlich durch eine fetale CRP-Erhohung, Leukozytose, aber auch
Leukopenie und histopathologisch durch eine Funisitis und chronische Vaskulitis bestatigt
werden (32, 33). Das Syndrom bildet das Aquivalent zur SIRS (Systemic Inflammatory
Response Syndrom) im Erwachsenenalter (32).

Dabei stellt FIRS in Kombination mit der Aktivierung des mutterlichen Immunsystems, durch
die Freisetzung von Zytokinen und Immunmodulatoren einen eigenen Risikofaktor fir das
Einsetzen von vorzeitigen Wehen dar (28, 32). Bei ungefahr 30 % aller Schwangeren mit vor-
zeitigem Blasensprung kann ein intrauteriner Infekt und bei einem weiteren Drittel ein zusétz-
lich mikrobieller Befall des Feten festgestellt werden. Bei Frauen, die eine MIAC (Mikrobiel-
le Infektion der Amnionhéhle) und zusétzlich eine Chorioamnionititis aufwiesen, wurde in
einer tschechischen Studie sogar bei bis zu 68 % der Kinder ein fetales inflammatorisches
Syndrom nachgewiesen (34, 35). Uber den Respirations- und Gastrointestinaltrakt und tiber
die Haut erhalten dabei die Pathogene und Endo- und Exotoxine Zutritt zum Feten, um dort

die fetale Immunkaskade zu aktivieren (35).
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Ab dem 2. Trimester ist ein Fet intrauterin zu einer Immunantwort fahig (28). In diesem Sta-
dium ist die ,,Feinabstimmung™ des fetalen Immunsystems im engeren Sinne noch nicht voll
entwickelt und es bestehen sowohl im Bereich der unspezifischen als auch der spezifischen
Immunabwehr Einschrankungen in der Expression der einzelnen Immunmodulatoren. Dabei
weisen Neugeborene und vor allem Frihgeborene niedrigere Werte fur TH-1 und TH-2 Zel-
len, zytotoxische T-Zellen, B-Lymphozyten und antigenprasentierende Zellen, Granulozyten
und Komplementfaktoren auf, produzieren allerdings anteilig mehr CD4+ Zellen als Erwach-
sene (36).

Kommt es bei einer MIAC zur Aktivierung dieses noch unreifen Immunsystems, ist eine adéa-
quate Anpassung des Feten an die Infektsituation fiir dessen Uberleben essentiell (32). Aller-
dings haben eine unausgewogene Expression von Immunmodulatoren, die Begunstigung vor-
zeitiger Wehen sowie eines vorzeitigen Blasensprungs, gefolgt von einer Friuhgeburt, ein ne-
gatives bis fatales neonatales Outcome zur Folge (32, 35). Postnatale Komplikationen wie
Pneumonie, RDS, intraventrikuldare Blutungen, periventrikulare Leukomalazie, nekrotisieren-
de Enterokolitis und neonatale Sepsis kdnnen auftreten (32). Die Assoziation zwischen dem
Auftreten von Spétfolgen, wie Zerebralparesen, Bronchodysplasien, Retinopathien, des feta-
len inflammatorischen Syndroms, sowie im leichtesten Fall von Lernbehinderungen konnte in

mehreren Studien inzwischen nachgewiesen werden (28, 32, 37-39).

Medikamente, welche die Entziindungskaskade in uteri hemmen oder antiinflammatorische
Prozesse fordern, stehen deshalb, neben einer antimikrobiellen Behandlung und der Entbin-
dung, im Fokus der perinatalen Therapie (40).

1.6 Intrauterine Infektion und die perinatale Gabe von Antibiotika

Bei Schwangeren mit bakteriellem Befall des Uterus ist einer der naheliegendsten therapeuti-
schen Ansétze die perinatale Antibiotikagabe. Mehrere Metanalysen und Studien konnten in
den letzten 20 Jahren belegen, dass der Einsatz von Antibiotika bei vorzeitigem Blasensprung
das Risiko einer Friihgeburt signifikant senkt und die neonatale wie maternale Morbiditat ver-
bessert (5, 41). Der generelle routinemélige Einsatz von Antibiotika ohne vorzeitigen Blasen-
sprung scheint jedoch keinen Benefit fir das perinatale Outcome zu haben (40). Hauptrefe-

renz bilden dabei die sogenannten Oracle Studien | und Il, die jeweils die Daten von Uber
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6000 Patientinnen in GroRbritannien zwischen 1994 und 2000 erfassten. Diese Studien hielten
die Folgen flr den Einsatz von verschiedenen Antibiotikakombinationen von Geburten mit
und ohne vorzeitigen Blasensprung fest und verglichen diese mit der Kontrollgruppe. Ein

Follow-up erfolgte sieben Jahre spéter (40-43).

Die deutsche Gesellschaft fir Gynakologie und Geburtshilfe (015/029), aktuell unter Revision,
empfiehlt basierend auf dieser Grundlage den Einsatz von Antibiotika nach der 24+0 SSW bei
intrauteriner bakterieller Infektion und vorzeitigen Blasensprung und sieht die Gabe von Pe-
nicillinen oder Makroliden wie Erythromycin und Clindamycin daftr vor (44). Leitlinien der
englischsprachigen Industrienationen — z.B. Grof3britannien und Kanada — gehen noch einen
Schritt weiter und raten zu genauen Therapieregimen mit Erythromycin und Ampicillin.
Amoxicillin kombiniert mit Clavulansdure wird allgemein aufgrund des viermal héheren Ri-
sikos der Entwicklung von fetaler NEC (nekrotisierender Enterokolitis) nicht empfohlen (45,
46). Der Nachweis von Streptokokken B gilt auch ohne Blasensprung aus deutscher und US-
amerikanischer Sicht als Indikation fur eine intrapartale prophylaktische Gabe von Antibiotika
(24).

Bei Nachweis dieses Erregers konnte durch eine prophylaktische subpartale Antibiotikagabe
das Risiko einer Early-Onset Infektion signifikant reduziert werden (24). Basierend auf diesen
Studien, den Leitlinien und im Hinblick auf die klinische Realitat entschied man sich deshalb
in der vorliegenden Studie zur Kontrolle des bakteriellen Wachstums fiir das Antibiotikum
Ampicillin, das als Standard in der GBS-Prophylaxe an der St. Hedwigklinik eingesetzt wird.

1.7 Tokolyse und die pranatale Gabe von Indometacin

Bei drohender Friihgeburtlichkeit ist die medikamentdse Wehenhemmung eine der meist ge-
nutzten Therapiemalnahmen in der Geburtshilfe (47). Dabei ist es die primére therapeutische
Intention ein Zeitfenster fiir die vorzeitige fetale Lungenreifung zu schaffen und bei gleichzei-
tiger Senkung der neonatalen Morbiditat die Uberlebenschancen, welche mit jedem Tag zwi-

schen der 23+0 und der 27+0 SSW um drei Prozent steigen, zu verbessern (48).

Eine Tokolyse ist, nach deutscher Expertenmeinung, bei vorzeitiger Wehentétigkeit zwischen

der 24+0 und der 34+0 SSW und funktioneller Zervixldnge unter 25 mm — nach transvagina-

16



Einleitung

ler Messung — und/oder Muttermunderweiterung indiziert. Dabei sollten mindestens drei We-
hen in einer halben Stunde auftreten und die Wehen langer als 30 Sekunden anhalten (3).

Der wissenschaftliche Diskurs Uber den besten medikamentfsen Ansatz zur Tokolyse ist
weltweit fortlaufend (48). Der Einsatz eines bestimmten Medikaments beruht zum groRten
Teil auf Expertenmeinung der einzelnen L&nder und der Berufserfahrung des jeweiligen Ge-
burtshelfers. In  Deutschland sind offiziell zwei Medikamente, der Oxytocin-
Rezeptorantagonist ,,Atosiban®“ und das Betasympatomimetikum ,,Fenoterol®, zur Wehen-
hemmung zugelassen. RegelmiBig werden aber im ,,Off-Label-Use* der Calciumantagonist
Nifedipin, NO-Donoren wie Nitrogylcerin, Magnesiumsulfat und der Cyclooxygenasehem-

mer Indometacin eingesetzt (3).

Nachdem in England lange Zeit Atosiban und Nifedipin als die Mittel der ersten Wahl ange-
sehen wurden, konnten Haas et al. 2012, in einer Veroffentlichung im BMJ (British Medical
Journal), die bis dato ersten Netzwerk-Metanalysen zu diesem Thema vorlegen. Die For-
schungsgruppe kam in der Analyse zu dem Ergebnis, dass Indometacin vor Nifedipin nach

neuester Datenlage das wirksamste Tokolytikum darstellt (47).

Dabei konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass Indometacin im Vergleich zu den
gangigen Tokolytika die vorzeitige Wehentéatigkeit tiber 48h und bis zu 7 Tagen bei ungeféhr
ahnlichem perinatalem und maternalem Outcome am effektivsten hinauszdgert (47). In Versu-
chen mit Rhesus-Affen konnte festgestellt werden, dass unterhalb der 28+0 SSW die Féhig-
keiten von Indometacin als einziges Tokolytikum mit immunmodulatorischer Wirkung bei

intrauteriner Infektion und vorzeitiger Wehentatigkeit besonders bedeutsam sind (49).

In der eigentlichen Funktion ist Indometacin ein nicht-steroidales Antiphlogistikum, das re-
versibel, nicht selektiv Cyclooxygenaseenzyme hemmt, die Synthese von Prostaglandinen
einschrankt und damit inflammatorische Prozesse unterbricht (48). Des Weiteren kann Indo-
metacin als PPAR-y Agonist (Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptor-y) direkt die Produk-

tion von proinflammatorischen Zytokinen in Monozyten hemmen (49, 50).

Seit 40 Jahren als Wehenhemmer im Einsatz, erfuhr dieses Medikament durch die neusten
Studien jlngst eine Renaissance, nachdem es vorher aufgrund der hohen Plazentagangigkeit,

mit fetalen Komplikationen wie der Induktion eines Oligohydramnions, eines vorzeitigen Ver-
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schlusses des Ductus Botalli, erhohten Raten an NEC und periventrikulérer Leukomalazien
assoziiert und deswegen im Einsatz sehr kritisch gesehen wurde (48, 49, 51). Dieser Verdacht
konnte aber durch neuere Studien relativiert werden. Unter umfassendem Monitoring wird die
Verwendung von Indometacin besonders als ,,Rescue*“-Medikament grundséatzlich empfohlen
(47,51, 52).

In der St. Hedwigklinik wird Indometacin, nach Versagen der zugelassenen Tokolytika und
bei niedrigem Gestationsalter (< 28+0 SSW), unter regelméfRiger Ultraschallkontrolle des
Ductus Botalli sowie der Fruchtwassermenge, in einer Dosierung von maximal 3 x 100 mg/d

flr maximal 10 Tage rektal mit positiven Ergebnissen verabreicht (53).

Der Diskurs zum Einsatz von Indometacin als Tokolytikum ist auch nach Veroffentlichung
neuerer Studien nicht beendet. Noch stehen groRRe randomisierte Doppelblindstudien aus, die

eine umfassendere Aussage zu den Therapien ermdglichen kénnten (47).

1.8  Antenatale Lungereifung und die pranatale Gabe von Steroiden

1969 konnte erstmals belegt werden, dass der Einsatz von Kortikosteroiden die Surfactantbil-
dung beim Feten vorzeitig aktivieren und eine vorzeitige Reifung der fetalen Lungen induzie-
ren kann (54). Eine Erkenntnis, die die Perinatalmedizin revolutionierte, und die Uberlebens-
chancen und Morbiditat von Neugeborenen, die vor der 32+ 0 SSW mit noch unreifen Lungen
zur Welt kamen, schlagartig verbesserte (47). Bis zu jenem Zeitpunkt war RDS die Hauptur-
sache fur die neonatale Mortalitat und Morbiditat derartig friher Frihgeborener (54). Heute
werden diese Kinder vor ihrer Geburt lege artis mit Kortikosteroiden behandelt und sind bei
fortlaufender Verschiebung der Uberlebenschancen fiir Frithgeborene mittlerweile unabding-

bar fir eine erfolgreiche Therapie.

Zur Behandlung werden sowohl Dexamethason als auch Betamethason eingesetzt. Auch hier
ist der wissenschaftliche Diskurs tiber die ,,First-line Option” und die optimale Dosierung
nicht abgeschlossen. Nach den aktuellen deutschen Leitlinien (015/069) wird die zweimalige
i.m. Injektion von 12 mg Betamethason empfohlen (55). Bei weiterhin drohender, aber nicht
stattgehabter Geburt berichtete 2011 eine groRangelegte Cochrane-Studie von einem positiven

Benefit fur das perinatale Outcome bei einer Wiederholungsgabe der Steroide nach 7 Tagen
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(56). Die Empfehlung zur Wiederholunggabe von Kortikosteroide ist jedoch umstritten. Eine
grolRangelegte, multizentrische kanadische Studie aus 2013 konnte im Outcome in einer
Follow-up Untersuchung von 1719 Kindern keinen Unterschied zwischen der Gruppe von
Kindern mit antenataler Wiederholungsgabe und der Gruppe ohne feststellen. Aufgrund dieser
Studie und des scheinbar nicht vorhanden Benefits wird in Deutschland bis heute, als Emp-
fehlung, von einer Wiederholung der Betamethasongabe abgesehen (57).

Sowohl Betamethason als auch Dexamethason sind plazentagédngig und erreichen so bereits
intrauterin den fetalen Kreislauf (49). Dabei zeigen beide Substanzen sowohl mineralokor-
tikoide — Hypertonie, Natrium- und Wasserretention, Kaliumverlust — als auch glucokortikoi-
de — Induktion der Gluconeogenese, Proteolyse, Lipolyse, Immunmodulation — Wirkung und
induzieren in der Lunge Uber eine vermehrte Proteinproduktion die Synthese von Phosphopli-
piden und Surfactant (54).

In Studien mit Rhesus-Affen konnte festgestellt werden, dass Uber die Inhibition der Inflam-
mationskaskade beide Kortikosteroide einen Beitrag zur Wehenhemmung leisten kénnen (58).
Der immunmodulatorische Effekt der Substanzen wurde bereits néher untersucht, jedoch sind
bis heute manche Aspekte ihres Wirkmechanismus weiter ungeklért.

2.  Fragestellung

In dem der Abhandlung vorausgegangenen experimentellen Arbeit sollte mittels eines in vitro
Modells die Veréanderung der Zytokinexpression fetaler mononukleérer Zellen durch Stimula-
tion mit grampositiven Bakterien untersucht und der Einfluss verschiedener in der Geburts-

medizin relevanter Medikamente darauf analysiert werden.
Konkret stellten sich dabei folgende Fragen:

1.)  Wie wirkt sich die in vitro Stimulation mit Bakterienlysaten von Streptococcus agalac-

tiae und Enterococcus faecalis auf die Zytokinexpression fetaler mononukleérer Zellen aus?

2.)  Welchen Einfluss hat der Zusatz des Prostaglandinsynthesehermmers Indometacin auf
die Zytokinexpression? Gibt es einen Unterschied beztglich proinflammatorischer und antiin-

flammatorischer Zytokine?
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3.)  Welchen Einfluss hat der Zusatz des Glucocorticoids Betamethason auf die Zytokinex-
pression? Gibt es einen Unterschied beziglich proinflammatorischer und antiinflammatori-

scher Zytokine?

4.)  Welchen Einfluss hat der Zusatz der Kombination von Indometacin und Betamethason
auf die Zytokinexpression? Gibt es einen Unterschied bezlglich proinflammatorischer und
antiinflammatorischer Zytokine? Wirken die beiden Medikamente antagonistisch oder syner-

gistisch?

Die Ergebnisse der unter diesen Leitfragen durchgefiihrten Untersuchungen werden nachfol-
gend in der vorliegenden Arbeit im wissenschaftlichen Kontext erdrtert und abschliefend hin-
sichtlich méglicher klinischer Konsequenzen fiir das neonatale Outcome interpretiert und dis-
kutiert.

3. Material und Methoden

3.1  Studiendesign

Die Erfassung der Auswirkung von Indometacin und Betamethason auf die Zytokinfreiset-
zung fetaler monuklearer Zellen nach Stimulation mit Streptococcus agalactiae und

Enterococcus faecalis erfolgte experimentell durch eine in-vitro durchgefuhrte Studie.

\on zehn Nabelschnurblutspenden von reifgeborenen Einlingen wurden die benétigten mono-
nukledren Zellen, sogenannte CBMC (cord blood mononuclear cells), isoliert, und mit Indo-
metacin und Betamethason beimpft. Nachfolgend wurden die Immunzellen mit grampositiven
Bakterienlysaten aus Streptococcus agalactiae und Enterococcus faecalis stimuliert. Als Ne-
gativkontrolle dienten reine unbeimpfte Zellproben. Zur Differenzierung des rein bakteriellen
Einflusses wurden Proben mit den fetalen Zellen und den Erregern angelegt. Die Proben wur-
den durch Zentrifugation von unnotigen Zellteilen befreit und die Uberstande bis zur Vermes-
sung in Eppendorf-Tubes bei -80 °C gelagert. Die Erfassung der Zytokinproduktion erfolgte
durch die Firma Microbionix GmbH (Munchen, Deutschland) mit der Luminex-Multiplex-
Zytokin-Detektion.
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3.2 Probenmaterial

3.2.1 Untersuchungsmaterial

Eingeschlossen in die Studie wurde Blutprobenmaterial aus Nabelschniiren von Neugebore-
nen, die nach der 37+0 Woche vaginal geboren wurden und bei denen wéhrend der Schwan-
gerschaft laut Mutterpass keine Infektion vorlag bzw. in einem klinischen mikrobiologischen

Abstrich nachgewiesen wurde.

Die Entnahme des Nabelschnurblutes erfolgte postpartal aus der Vena umbilicalis mit einem
Nabelschnurblut-Entnahmesystem mit Zitratlosung. Das Blut, im Zitratbeutel gelagert, wurde
nachfolgend bei Raumtemperatur ohne Zeitverzug ins mikrobiologische Labor der Universi-
tatsklinik Regensburg transportiert, wo die Weiterverarbeitung des entnommen Blutes spates-
tens innerhalb von 12 Stunden erfolgen musste.

Die Entnahme erfolgt zwischen den Monaten Marz bis Mai 2010 in der Klinik fir Geburtshil-

fe und Frauenheilkunde der Universitat Regensburg-St. Hedwig.

3.2.1.1 Isolierung der fetalen mononukledren Zellen

Um die mononukleédren Zellen aus dem entnommenen Blut verwenden zu kdnnen, wurden
diese durch Pancoll-Dichtezentrifugation isoliert. Dazu wurde das Blut zun&chst mit PBS-
Losung in einen 1:2 Verhaltnis verdunnt und davon jeweils 30 ml, in 50 ml Falcons bei 15 ml
vorgelegten Pancoll mit einer 10 ml Pipette Uberschichtet und austariert. Nach der Anleitung

des Herstellers und durchgefiihrten Vorversuchen wurde nachfolgend der Gradient gefahren.

Dazu wurde das Gemisch bei 650 g ohne Bremse und bei Raumtemperatur 30 Minuten lang
zentrifugiert, wodurch im Falcon aufgrund unterschiedlicher Dichteverhaltnisse der Blutbe-
standteile und des Pancolls drei Phasen absonderten. Die fur die Versuche determinante
Schicht, reich an mononukleéren Zellen, zeichnete sich als weiRer Film zwischen dem throm-

bozytenreichen Plasma und dem Pancoll ab.

Nachfolgend wurden Verunreinigungen entfernt. Dazu wurde der weillliche Film zun&chst mit
einer sterilen Glaspipette abgenommen und in ein weiteres Falcon mit 45 ml PBS zur Wa-

schung uberfiihrt. Es erfolgte eine Grundwaschung durch Zentrifugation (bei 300 g mit Brem-
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se und bei Raumtemperatur) fir 10 Minuten, wobei die Uberstande ziigig abgekippt wurden.
Das entstandene Pellet mit den Zellen wurde wieder in Ldsung gebracht. Zur Abtrennung
uberstédndiger Erythroyzten wurde ein Erylysepuffer eingesetzt, der in der Herstellung 1:10
mit destilliertem Wasser verdinnt wurde. Die Erylyse erfolgte jeweils mit 3 ml des Puffers fir

10 Minuten. Danach wurde das Gemisch erneut zweimal mit PBS gewaschen.

Zur Stabilisierung der nun isolierten CBMC wurden diese am Ende der Aufbereitungsphase
mit einem T-Zell-Medium (TZM), jeweils 1 ml pro Falcon, versetzt, welches aus inaktivierten
AB-Humanserum und RPMI im Verhéltnis 1:10 hergestellt und mit 0,1 mg/ml Ampicillin

gemischt wurde.

Um einen identischen Versuchsaufbau zu gewéhrleisten, wurden die Zellen mittels einer Neu-
bauerzahlkammer gezéhlt und einem Vitaltest mit Tryptanblau (0.2 % in NaCL-L0dsung) un-
terzogen. Pro Ansatz (Well) wurden 2,6 x 10> Zellen eingesetzt. Zellsuspensionen, welche

mehr als 10 % tote Zellen enthielten, wurden verworfen.

3.2.2 Stimulanzien

Die zur Stimulation bendtigten grampositiven Bakterienlysate wurden an der Hedwigsklinik
Regensburg aus Probematerial einer Abstrichuntersuchung einer 29-jahrigen Patientin
(ID:33866436) hergestellt. Die Isolation erfolgte am Institut fir medizinische Mikrobiologie
und Hygiene der Universitdt Regensburg. In Kooperation mit Lophius Biosciences GmbH
(Regensburg, Deutschland) wurden die isolierten Stdamme aufgereinigt. Zunachst wurden dazu
die Bakterienstimme auf Mueller-Hinton-Agar-Platten ausgestrichen, wobei im Falle von
Streptococcus agalactiae ein flnfprozentiges Blutndhrmedium hinzugefligt wurde. Nach er-
folgtem Wachstum wurde jeweils eine Kolonie von Streptococcus agalactiae und Enterococ-
cus faecalis zur erneuten Kultivierung ausgewéhlt und tber Nacht in 5 ml LB-Medium, ge-
schiittelt bei 220 rpm und 37 °C, inkubiert. Danach wurde jeweils eine 1-Liter-Lésung LB-
Medium mit 7,5 ml bis 10 ml der Bakteriensuspension beimpft und diese erneut fir 16 Stun-
den bei 37 °C, geschuttelt bei 150 rpm, inkubiert. Zur Herstellung eines umfangreichen Pel-
lets wurden die Medien nachfolgend bei 4 °C und 4000 rpm fur 10 min zentrifugiert und das
Pellet anschlieBend in 10 bis 20 ml PBS-L6sung resuspendiert. Die Lyse der Bakterienstdm-
me erfolgte in einer French-Presse bei 1,5 kbar und 3 °C. Das Lysat wurde zum Schluss ali-

quotiert und bei -20 °C bis zu den Stimulationsversuchen gelagert. Um ein eventuelles
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Wachstum einzelner Bakterien in den Lysaten zu vermeiden, wurde den jeweiligen Stimulati-

onen Ampicillin als Wachstumshemmer hinzugefugt.

3.2.2.1 Konzentrationsbestimmung der Stimulanzien

Um eine Verdnderung der Zytokinausschittung durch Indometacin und Betamethason adaquat
darstellen zu kénnen, wurde in Vorversuchen Uber die Bestimmung von zehn Zytokinen bei
zwei Nabelschnurblutproben eine Konzentration fiir die einzelnen Erreger gewéhlt, die unter-
halb des physiologisch stimulierten Konzentrationsmaximums der Zytokine lag und die bei
der Zellpopulationszahl von 2,6 x 10° Zellen pro Well die gréBtmégliche Modulation der Zy-
tokinproduktion erlaubte. Dazu wurden flinf Konzentrationen des jeweiligen Erregers Uber
eine Verdlnnungsreihe angesetzt und die CBMCs nach dem im Kapitel 3.2.1.1 bereits be-
schriebenen Verfahren aufbereitet. Angelehnt an die eigentlichen Stimulationsversuche wurde
100 pl CBMC-Suspension (2,6 x 10° Zellen/Well) in zwei 96-Wells-Platten vorgelegt, mit
jeweils 10 pl der Bakterienlysate oder als Negativkontrolle mit 10ul TZM-L6sung versetzt
und fur 36 Stunden inkubiert. Nachfolgend wurde, wie im nachsten Unterpunkt detailliert
beschrieben, die Suspension von Zellteilen befreit und die einzelnen Zytokinkonzentrationen
bestimmt. Nach Analyse des Zytokinprofils wurde eine Konzentration von 0,1 pg/ml pro Well
flr beide Bakterienstdimme festgelegt. Beispielhaft ist in Abb. 3-1 das Zytokinprofil von IL-6,

unterteilt nach Erregern, zur Veranschaulichung dargestellt.
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Abbildung 3-1: Darstellung von IL-6. Lysate von S. agalactiae und E. faecalis in 5-facher Verdinnung. Zwei
Nabelschnurblutproben (P2017, P2019), jeweils drei Ansatze fir jede Konzentration. Festlegung der Lysatkon-

zentration von 0,1 pg/ml bei ansteigender Zytokinexpression.

3.2.3 Ansatz der Zellkultur und Stimulation der fetalen mononukledren Zellen

Fir den eigentlichen Versuchsaufbau der Stimulation wurden, jeweils separat fir die Strepto-
kokkenlysat- und die Enterokokkenlysat-Versuchsanordnung, zwei Wells-Aufpipetierplatten
mit CBMCs angelegt. Insgesamt wurden 68 Wells pipettiert. Jeder Einzelversuch, aufier den
jeweiligen Zellkontrollen, enthielt bei einem Gesamtvolumen von 260 ul mononukleére Zel-
len, Betamethason, Indometacin, einzeln oder in Kombination und je nach Versuchsreihe,

versetzt mit Streptococcus agalactiae- oder Enterococcus faecalis-Lysat.
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Im Ansatz befanden sich jeweils 2,6 x 10° Zellen/Well Betamethason in einer Konzentration
von 0,08 pg/ml, Indometacin in drei verschieden Konzentrationen (3 pg/ml, 1 pg/ml und 0,3
pg/ml zur besseren Differenzierung), und Strepto- und Enterokokkenlysate in einer Konzent-

ration von jeweils 0,1 pg/ml. Jeder Einzelversuch erfolgte in viermaliger Wiederholung (s.

Abb. 3-2).

Abbildung 3-2: Pipettierschema des Versuchsaufbaus. Pipettierte Wells: 68. Z = Zellen, SK = Streptokokken, EK
= Enterokokken, BM = Betamethason, IM3 = Indometacin (3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 =

Indometacin (0,3 pg/ml). Farbliche Schattierung gibt Wiederholung an.
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Zur Versuchsdurchfuhrung wurden die CBMCs zunéchst mit Betamethason und Indometacin

fur eine Stunde vorinkubiert, um dann mit den Lysaten versetzt zu werden. Die einzelnen

Wells wurden mit T-Zellmedium auf das Gesamtvolumen von 260 pl ausgeglichen und fur 24

Stunden weiter inkubiert. Dann wurden die Uberstande abgenommen, in Eppendorf-Tubes

ubergefuhrt und flr zehn Minuten bei 3000 g zentrifugiert. Das Pellet mit den festen Zellbe-

standteilen wurde verworfen und der Uberstand bei -80 °C zur Analyse gelagert. Die fiir die

Untersuchungen benétigten Materialen und Gerate sind im Folgenden detailliert aufgelistet.

3.2.4

3.25

Medikamente

Celestan solubile 4 mg (Betamethason), Essex Pharma GmbH, Minchen, Deutschland
Confortid 50 mg (Indometacin), Alpharma ApS, Kopenhagen, Dédnemark
Ampicillin-ratiopharm®, Ratiopharm GmBH, Ulm, Deutschland

Reagenzien, Medien und Puffer

Agqua B. Braun, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Pancoll, Ficoll 400, Sigma-Aldrich, Deutschland

Lyse-Puffer, Becton Dickinson Biosciences Pharmingen, San José, Kalifornien,
USA Humanes AB-Serum (bei 56 °C fur 30 min inaktiviert), Nachlass vom Institut
der medizinischen Mikrobiologie und Hygiene der Universitat Regensburg

Pancoll human, PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland

PBS, phosphate buffered saline, Lonza, Verviers, Belgien

RPMI-Medium with L-Glutamine, PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich
Sheath-Fluid fiir Lx-Gerét: Liquichip™ System fluid, Qiagen GmbH, Deutschland
Trypan Blue solution, Sigma-Aldrich, Deutschland

T-Zellmedium, selbst hergestellt aus 45 ml RPMI-Medium und 5 ml humanen AB-
Serum

Mueller-Hinton-Agar, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland.

3.2.6 Reaktionskits

Human/Mouse TGF-B1 ELISA Ready-SET-Go, eBioscience
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5plex mit GM-CSF, IL-1p, IL-6, IL-8 und TNFa (LHCO0003), Invitrogen Corporation,
Carlsbad, Kalifornien, USA

IL-12 p40/p70 (LHCO0121), Invitrogen Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA
MCP1 (LHC1011), Invitrogen Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA

IL-1B (LHCO011), Invitrogen Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA

TNF-a (LHC3011), Invitrogen Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA

IL-8 (LHCO0081), Invitrogen Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA

IL-6 (LHCO0061), Invitrogen Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA

IL-10 (LHCO0101), Invitrogen Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA

IFNy (LHC 4031), Invitrogen Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA

MIP-1o (LHC1021), Invitrogen Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA

MIP-18 (LHC1051), Invitrogen Corporation, Carlsbad, Kalifornien, USA
Extrazellularer Pufferkit (LHB0O0O1), Invitrogen Corporation, Carlshbad, Kalifornien,
USA

Versuchsmaterialien

96-Well-Platten, Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA
Eppendorf-Tubes 1,5 mi/2,0 ml, Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Falcon-Rohrchen 15 ml/50 ml, Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
Pipetten 5,0 m1/10 ml, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Pasteurpipetten

Pipettenspitzen 10 pl/200 ul/1,0 ml, Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Zitratbeutel, Macopharma, Mouvaux, Frankreich

Gerate

Inkubator, Cellsafe, Integra Biosciences Inc., USA

Hochdruck-ZellaufschluBsystem Modell Basic-Z, 0,75 KW, Costant-Systems Ltd,
England

Luminex xXMAP® 100™, Luminex Corporation, Austin, Texas, USA

Mikroskop, Axiostar plus, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Pipetten 10 pl/100 ul/200 pl/1ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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e Grole Pipette, Sarstedt, Nurmbrecht, Deutschland

o Sterilbank, Herasafe KS, Thermo Electron Corporation, Langenselbold, Deutschland

e Schuttelgerat, MS 2 Minishaker, IKA® Works, Inc., Wilmington, North Carolina,
USA

e Wasserbad TW 20, Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach, Deutschland

e Neubauer-Zéhlkammer, Brand GmbH + Co. KG, Wertheim, Deutschland

e Zentrifuge fur Falcons, (Heraeus Multifuge 3SR Plus), Heraeus, Hanau, Deutschland

e Zentrifuge fir Eppendorf-Tubes (Heraeus Biofuge Pico), Heraeus, Hanau, Deutsch-
land

e Kiihlschrank

e -80 °C Gefrierschrank

e Einfrierbox

3.3  Analyseverfahren

e Liquichip™-Analyser-Software, Qiagen GmbH, Deutschland

e Microsoft Office 2007 (Word, Excel, Powerpoint), Microsoft Office 2010 (Word, Ex-
cel, Powerpoint)

e SPSS 19, 20®

3.3.1 Zytokinbestimmung mittels Luminex xMAP® Technologie

Zur Bestimmung der einzelnen Zytokinkonzentrationen wurde die Luminex xMaP® Techno-
logie eingesetzt. Die Quantifizierung der Parameter erfolgte durch die Firma Microbionix
GmbH (Miinchen, Deutschland). Dieses immunologische Verfahren, welches durch eine spe-
zifische Antigen-Antikorper-Reaktion eine genaue Analyse der Konzentrationsmengen von
Proteinen ermdglicht, dhnelt der ELISA (Immun-Linked Immunosorbent Assay) Technologie.
In der Anwendung benutzt es jedoch zur simultanen Bestimmung mehrerer Parameter soge-
nannte Beads, kleine Polystyrol-Kugeln, die mit zytokinspezifischen Antikorpern bestlickt
sind und sich durch verschiedene Fluorenzstoffe in der Farbung unterscheiden. Die Proben-
uberstdnde wurden hierfur aufgetaut, aufgeschuttelt und bei 4200 g fur 10 min zentrifugiert.
Gleichzeitig wurde eine 96-Well-Filterplatte mit 200 pl/Well Waschpuffer befeuchtet und der
Puffer anschlieBend mit einer Vakuumpumpe abgesaugt. Die Beads wurden mit einem
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Waschpuffer im Verhéltnis von 1:20 verdinnt und aufgeschuttelt. Danach wurden je 50 pl der
Losung in die einzelnen Wells gegeben und zweimal mit 200 pl/Well Waschpuffer gewa-
schen. Uberstandige Losung wurde mittels einer Vakuumpumpe entfernt. Nachdem die ein-
zelnen Testkomponenten aufgearbeitet wurden, wurde pro Well 50 pl Inkubationspuffer vor-
gelegt und anschlieRend je 50 pl Assay Diluent und je 50 ul der Probe-Lésung hinzugegeben.
Fur den Standard wurden zu den 50 pl Inkubationspuffer je 100 pl der Standardldsung, mit
jeweils 7 Standardkonzentrationen pipettiert, welche in einer 1:3 Verdlnnungsreihe hergestellt
und in einem 1:1 Gemisch aus Assay Diluent und Zellkulturmedium aufgeldst wurden. Nach-
folgend wurde die Platte abgedeckt und fir 2 Stunden bei Raumtemperatur auf einem Hori-
zontalschittler bei 600 rpm inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt und die
Platte zweimal gewaschen. Zur Detektion der einzelnen Antikdrper-Antigen-Reaktionen wur-
den je 100 pul eines biotinylierten Antikdrper-Gemisches hinzu pipettiert. Nach erneuter ein-
stlindiger Inkubation bei Raumtemperatur, wurden nach erneuter zweimaliger Waschung 100
pl Streptavidin-RPE hinzugegeben. RPE (Fluorchrom-R-Phycoerytin) ist eine Phycobillipro-
tein, das aus roten Algen gewonnen wird und als Fluoreszenz erkannt werden kann. Streptavi-
din wurde als Bindungsprotein eingesetzt. Streptavidin-RPE verbunden mit dem Biotin-
konjugierten Antikorper ergab ein Fluoreszenzsignal, das zusammen mit dem Fluorenzsignal

der Beads mit einem dualen Lasersystem detektiert werden konnte (Abb. 3-3).

2. Antikorper
(biotinyliert)

1. Antikérper

Abbildung 3-3: Prinzip der Luminex XMAP Technologie
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Nach dreimaligen Waschvorgang erfolgt die Analyse der Farbsequenzen tber das Luminex
xMAP® 100™ Detektionsgerdt. Der duale Argon-Laser klassifizierte die spezifischen
Farbcodes der Beads und erstellte anhand einer 100 Bead-Population die mittleren Fluores-
zenzintensitaten (MFI). Unter Anwendung der Liquidchip™-Analyse-Software von Qiagen
(Hilden, Deutschland) konnten anhand der Standardkurven und der mittleren Fluoreszenzin-
tensitaten die absoluten Zytokinkonzentrationen bestimmt werden. Die Konzentrationen der
Zytokine 1L-8, INF-y, IL-1p und MCP-1, MIP-18, IL-6, IL-10, TNFa nach vier und 24 Stun-
den, IL-12 nach vier und 24 Stunden und MIP-1a wurden im Zellkulturliberstand zunéchst bei
funf Nabelschnurblutproben vermessen. Nach weiterer Analyse wurde dann von funf weiteren
Nabelschnurblutproben die Zytokine IL-6, IL-10, TNFa nach 24 Stunden, IL-12 nach 24
Stunden und MIP-1a bestimmt. Fir die genaue Vermessung von IL-8 und MCP-1 wurde auf-
grund von zu hohen Konzentrationen pro ml, die sich auflerhalb des messbaren Bereiches
befanden, von den Proben eine einheitliche Verdlinnung von 1:100 hergestellt und diese Zyto-

kine erneut vermessen.

3.3.2 Statistische Auswertung der Daten

Die Ergebnisse wurden weiterfiihrend analysiert und tiber Microsoft Office Excel 2007 aufge-
zeichnet. Das Luminex-Detektionsgerat kodifizierte fir jeden Wert gleich oder unterhalb/
oberhalb eines messbaren Bereiches eine ,,Low*- oder ,,High*“- Messung. Diese wurden in
\orbereitung zur statistischen Auswertung durch die vorgegebenen Grenzwerte des mdglichen
Messbereiches flr die einzelnen Zytokine ersetzt. Die Analyse erfolgte Uber das statische
Programm IBM SPSS 19, 20® mit den parameterfreien Test nach Wilcoxon fiir zwei unab-
hangige Stichproben und den nicht-parametrischen Test nach Kruskal-Wallis fir zwei oder

mehr unabhéngige Stichproben.
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4.  Ergebnisse

4.1 Die Basisexpression von Zytokinen bei unstimulierten fetalen mononukledren

Zellen

Um den Einfluss von Indometacin und Betamethason auf die Zytokinfreisetzung von IL-6,
IL-10, MiP-1a, TNF, IL-12, IL-8, MCP-1, MiP-1pB, INF-y und IL-1p von Lysat-stimulierten
mononuleédren Zellen darzustellen, wurden als Basiswert fur die einzelnen Zytokine in den
Versuchsreihen Uberstande unstimulierter CBMCs vermessen. Das Zytokin 1L-8 wies dabei
als einziges Zytokin bei einem Mittelwert von 338,4 pg/ml eine markante Grundexpression
auf. Fur die anderen Zytokine zeigte sich, dass die Zytokinfreisetzungen unstimuliert unter-
halb der Nachweisgrenze lagen oder sich in einem sehr niedrigen Bereich befanden. Diese
Ausschittungen lagen bei allen Zytokinen aufier INF-y und IL-12 nach vier Stunden weit un-

ter den stimulierten Werten und sind nachfolgend in Kapitel 4.4 in der Abbildung dargestellt.

4.2 Der Einfluss von Indometacin und Betamethason auf die unstimulierten Zellen

Auch ein eventueller Einfluss von Indometacin, Betamethason und Ampicillin auf die Zyto-
kinproduktion der CBMC wurde in Vorversuchen naher betrachtet. Bei der \Vermessung von
zwei Nabelschnurblutspenden in je einem vierfachen Ansatz zeigte sich, dass die Versuchs-
komponenten Betamethason und Indometacin allein bei den meisten Zytokinen keinen Ein-
fluss auf die Freisetzung hatten. Im Falle von IL-10, TNF und IL-12 konnte zwar eine Signi-
fikanz innerhalb der Testung nach Kruskal-Wallis gesehen werden, diese war jedoch der Ver-
teilung der Werte geschuldet. Die Veranderung der Freisetzung war so gering, dass von keiner
inhaltlich relevanten Beeinflussung auszugehen ist (siehe diesbeziiglich Tabelle 4-2, in der die
Werte der Zytokinausschuttung von IL-10, TNF und IL-12 im Mittelwert dargestellt sind).

Dabei ist eine geringe Streuung der Werte klar ersichtlich.
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Signifilkanz
()

IL-12 ,000
THFa 012
IL-10 ,000
MIP-1a 086
MIP-11h 062
MCP 4 A414
IF My 1,000
IL-1h 406
IL-8 133
IL-B 201

Tabelle 4-1: Statistische Auswertung nach Kruskal-Wallis, Bestimmung der p-Werte (Signifikanz) in Bezug auf
die unstimulierten Zellproben (Z), p >0,05 Nullhypothese ist abzulehnen (statische Signifikanz nicht gegeben),
Fett (IL-12, TNFa, IL-10) p< 0,05, siehe diesbezliglich nachfolgende Tabellenanordnung 4-2.

Standardabw Standardabw
N Mittewert eichung M Mittelwert eichung
IL12 (& 1o [ 13,1500 BEITE || TNF () 10 51100 285674
IL12 (Z+Bh) 2 12,4000 ,ooaao THF (Z+EM) 3 3,3875 1,39654
IL12 (Z+1M3) 2 12,5000 ,aoaao THF (Z+I03 2 2,4000 oooan
IL12 (Z+IM1) 2 12,5000 o000 THF (Z+I813 2 3,2112 114728
IL12 {Z+IM0, 3} 2 12,5000 o000 THF (Z+In0,3) 3 2,4138 01945
IL12 (Z+BM+IM3} 2 12,4000 ,00a0o THF (Z+Bh+IM3) 2 24000 aoaon
IL12 (Z+Bhl+I1) 2 12,5000 Jaoooo THF (Z+EM+In1) ! 3,3875 1,39654
IL12 (Z+BM+IM0,3) 2 12,4000 aoaao THF (Z+EM+IM0, 3 2 7ATIE 71679
Standardabw
I titte hwert gichung
IL10 (Z} 10 16,5000 2705
IL10 (Z+BM) 2 16,0000 ao0ao
IL10 (Z+Ihd3) 2 16,0000 oaaa
IL10 (Z+In1} 2 16,0000 ao0ao
IL10 (Z+IM0,3) 2 16,0000 oaaa
IL10 (Z+BM+IM3) 2 16,0000 ao0ao
IL10 (Z+BM+IM1) 2 16,0000 aoooo
IL10 (Z+BM+IM0,3) 2 16,0000 ao0ao

Tabelle 4-2: Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung, N = Probenanzahl, Z = Zellen, BM = Betame-
thason, IM3 = Indometacin in einer Konzentration von 3 pg/ml, IM1 = Indometacin in der Konzentration 1pg/ml
und IMO0,3 = Indometacin in der Konzentration 0,3 pg/ml. Alle Werte zeigen ein niedriges Freisetzungsniveau

der Zytokine mit geringer Streuung. Vergleiche diesbezuglich auch Tabelle 4-4.
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4.3 Der Einfluss von Antibiotika auf einen LPS-stimulierten Versuchsaufbau

Nach den Vorversuchen mit den Versuchskomponenten Betamethason und Indometacin er-
folgten separate Vorversuche, um die Beeinflussung der antibiotischen Versuchskomponente
naher zu beleuchten. Hierzu wurde die Antibiotikakombination Penicillin und Streptomycin
bei dem in Kapitel 3 beschrieben Versuchsaufbau in zwei mit LPS stimulierten Versuchsrei-
hen eingesetzt und unter anderem die Zytokine IL-6, MiP-1a, MCP-1, MiP-1p gemessen. Wie
in den Arbeiten von Brooks et al. und Van Velm et al. konnte in den Versuchsreihen besonders
im Falle von MiP-1a, MiP-1p und MCP-1 eine signifikante Reduktion der Zytokinausschut-
tung beobachtet werden (59). Im Falle von IL-6 zeigte sich jedoch keine signifikante Hem-
mung der Konzentration. Diese Erkenntnis wurde in die spatere Interpretation der Ergebnisse

mit einbezogen.

IL6 MIP1a MIP1b MCP1

Asymptotische ,094 ,008 ,001 ,019

Signifikanz (2-seitig)

Exakte Signifikanz[2*(1- ,105 ,007 ,001 ,019

seitig Sig.)]
L5

40.000— I 1P &
I MIP1 b
I P

30.0007

20.0007

ST

o=

T T
Z+LPS ZIAB+LPS

33



Ergebnisse

Tabelle 4-3: Zytokinfreisetzung von IL-6, MiP-1a, MiP-1b und MCP-1 von zwei Nabelschnurblutproben, Zyto-
kinkonzentrationen in pg/ml, Z = Zellen, AB = Antibiotikum. Im Falle von MiP-1a, MiP-1$ und MCP-1 zeigen
ZIAB+LPS deutlich niedrigere Werte als Zellen stimuliert ohne AB. Im Falle von IL-6 ist dies aulerhalb des

Signifikanzniveaus.

4.4  Grampositive Bakterien und ihr Einfluss auf die Zytokinexpression von

mononukledren Zellen

Stimuliert mit den Bakterienlysaten von Streptococcus agalactiae und Enterococcus faecalis,
wurde die Freisetzung von IL-10, IL-6, TNF nach 24 Stunden, 1L12 nach 24 Stunden und
MiP-1a signifikant gesteigert (p = 0,005). Die Expression von IL-8, IL-13, MCP-1, MiP-13
und TNF nach vier Stunden war bei beiden Bakterienlysaten signifikant (p = 0,043). Die Aus-
schuttung von INF-y und IL-12, gemessen nach vier Stunden, wurde dagegen durch die Bak-
terienlysate nicht signifikant beeinflusst (p > 0,5). Siehe hierzu Tabelle 4-4, in der Uber die

Mittelwertberechnungen die Ergebnisse ersichtlich sind.

Stimulation mit Enterokokken und Streptokokken

Zytokine ZMW Z.Std ZEK.MW ZEK.Std ZSK.MW ZSK.Std
IL10 16.50 .50 75.70 3240 88.90 47.80
IL12_24 13.20 .70 1167.70 383.40 1074.60 338.20
IL12_4 61.60 12.50 80.90 57.80 55.10 .00
IL6 6.30 3.70 2770.10 1729.10 3356.30 220140
IL8 338.40 363.10 | 85610.00 | 65262.40 800.40 | 75486.90
IL1b 4.80 .00 676.00 317.20 676.60 314.90
INFy 240 .00 2.60 40 240 .00
MCP1 8.30 .00 | 30427.00 | 28941.10 [ 29343.50 [ 30043.20
MIP1a 20.90 10.70 5168.60 1862.40 6341.30 2064.80
MIP1b 54 .40 52.60 7356.50 2069.10 8071.50 2391.50
TNF_24 5.10 2.80 1051.60 460.20 814.30 251.00
TNF_4 33.70 28.30 207.50 116.10 29040 184.90

Tabelle 4-4: Zytokinsekretion in pg/ml, reine Zellproben bzw. unter Lysat-Stimulation nach vier- bzw. 24-stiindiger Inkubati-
on. Darstellung als Mittelwerte. Z = Zellen, EK = Enterokokken, SK = Streptokokken, MW = Mittelwert, Std = Standardab-
weichung. Funf bzw. zehn Nabelschnurblutproben, je vier Stimulationsansatze. Qualitative Darstellung vergleiche Kapitel
45.
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4.5 Indometacin und Betamethason und deren Einfluss auf lysat-stimulierte

mononukledre Zellen

Ziel der Versuche war es, die Wirkung von Indometacin und Betamethason auf die Zytokin-
freisetzung von fetalen mononukledren Zellen nach Stimulation mit grampositiven Erregern
zu untersuchen. Die Analyse dieser Versuche wird im Folgenden nach Zytokin- und Erreger-
gruppe dargestellt.

45.1 Veranderung der proinflammatorischen Zytokine

451.11L-8

Stimulation durch Enterococcus faecalis

Stimuliert mit Enterococcus faecalis wurde die IL-8 Freisetzung signifikant durch Indometa-
cin (1 pg/ml) und Betamethason in Kombination mit Indometacin(1 pg/ml und 0,3 pg/ml)
gehemmt. Allgemein konnten stimuliert hohe Mengen an IL-8 gemessen werden. Eine Nabel-
schnurprobe fiel dabei durch sehr hohe Werte auf, zeigte aber auf diesem hohen Niveau ahnli-

che Veranderungen auf die Medikamente wie die anderen Nabelschnurblutproben.

IL-8
Asymptotische Signifikanz ~Z+EK+BM ,225
P (2-seitig) Z+EK+IM3 080
Z+EK+IM1 ,043
Z+EK+IM0,3 225
Z+EK+BM+IM3 ,080
Z+EK+BM+IM1 ,043
Z+EK+BM+IMO,3 ,043

Tabelle 4-5: Darstellung der einzelnen Signifikanzen, Wilcoxon-Test fur unabhéngige Stichproben gegen die
stimulierten mononuklearen Zellen = Z+EK. Z = Zellen, EK = Enterokokken, BM = Betamethason, IM3 = In-
dometacin (3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Funf Nabelschurproben,

je vier Stimulationsansétze.
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L8
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Tabelle 4-6: Veranderung der IL8-Konzentration nach 24-stiindiger Inkubation mit Betamethason und Indometa-
cin, Angaben in pg/ml, Z = Zellen, EK = Enterokokken, BM = Betamethason, IM3 = Indometacin (3 pg/ml),
IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Boxplot: Darstellung des Medians, unteres und
oberes Quartil, Whiskers und Ausreifler. Jeweils finf Nabelschnurblutproben, je vier Stimulationsansatze. 2021

= Probennummer Nabelschnurblutproben.
Stimulation mit Streptococcus agalactiae

Ein anderes Bild zeigte sich innerhalb der Stimulationsversuche mit Streptococcus agalactiae.
Hier hemmte die Inkubation mit Betamethason und Indometacin (3 pg/ml) und die Kombina-
tion von Betamethason und Indometacin in allen Konzentrationen signifikant die IL-8 Pro-
duktionen. Eine Nabelschnurprobe reagierte auch hier mit sehr viel hoheren IL-8 Konzentra-
tionen als die anderen Zellproben. Inkubiert mit den Medikamenten wurde aber auch in dieser

Zellprobe die Ausschiittung an IL-8 signifikant gehemmt.
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IL8
Asymptotische Signifikanz ~ Z+SK+BM ,043
P (2-seitig) Z+SK+IM3 043
Z+SK+IM1 ,080
Z+SK+IM0,3 ,138
Z+SK+BM+IM3 ,043
Z+SK+BM+IM1 ,043
Z+SK+BM+IM0,3 ,043

Tabelle 4-7: Darstellung der einzelnen Signifikanzen, Wilcoxon-Test fir unabhéngige Stichproben gegen die
stimulierten mononukleédren Zellen = Z+SK. Z = Zellen, SK = Streptokokken, BM = Betamethason, IM3 = In-
dometacin (3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IMO0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Finf Nabelschurproben,
je vier Stimulationsansétze.
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Tabelle 4-8: Verdnderung der IL-8-Konzentration nach 24-stindiger Inkubation mit Betamethason und Indome-
tacin, Angaben in pg/ml, Z = Zellen, SK = Streptokokken, BM = Betamethason, IM3 = Indometacin (3 pg/ml),
IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pug/ml). Boxplot: Darstellung des Medians, unteres und
oberes Quartil, Whiskers und AusreiBer. Jeweils funf Nabelschnurblutproben, je vier Stimulationsansétze. 2021

= Probennummern Nabelschnurblutproben.
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45.1.2 MCP-1

Stimulation durch Enterococcus faecalis

Messungen der MCP-1-Konzentrationen, inkubiert mit den Medikamenten, zeigten (Anzahl
der Nabelschnurproben n = 5) keine signifikante Veranderung zu den stimulierten Zellproben
ohne Medikamentenzugabe. Die Werte aller Proben befanden sich innerhalb der normalen

Standardabweichung, zeigten jedoch eine groRe Varianz in der Messung.

MCP-1
Asymptotische Signifikanz ~ Z+EK+BM ,345
P (2-seitig) Z+EK+IM3 ,500
Z+EK+IM1 500
Z+EK+IM0,3 686
Z+EK+BM+IM3 225
Z+EK+BM+IM1 138
Z+EK+BM+IMO,3 500

Tabelle 4-9: Darstellung der einzelnen Signifikanzen, Wilcoxon-Test fiir unabhangige Stichproben gegen die
stimulierten mononuklearen Zellen = Z+SK. Z = Zellen, EK = Enterokokken, BM = Betamethason, IM3 = In-
dometacin (3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Funf Nabelschurproben,

je vier Stimulationsanséatze.

MCP-1

80.000

60.0007

40.0005

20.0005

o= —

38



Ergebnisse

Tabelle 4-10: Verénderung der MCP-Konzentration nach 24-stiindiger Inkubation mit Betamethason und Indo-
metacin, Angaben in pg/ml, Z = Zellen, EK = Enterokokken, BM = Betamethason, IM3 = Indometacin (3
pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Boxplot: Darstellung des Medians,
unteres und oberes Quartil, Whiskers und AusreiBer. Jeweils fiinf Nabelschnurblutproben, je vier Stimulationsan-

sétze.
Stimulation durch Streptococcus agalactiae

Angeregt mit den Streptokokkenerregern hemmt die kombinierte Gabe von Betamethason und
Indometacin in allen Konzentrationen die Zytokinausschittung signifikant. Auch hier zeigte
eine Nabelschnurprobe héhere Werte als die anderen Nabelschnurproben. Eine Minderung der

MCP-1 Konzentration zeigte sich jedoch auch in dieser fetalen mononukleéren Zellprobe.

MCP-1
Asymptotische Signifikanz =~ Z+SK+BM 225
P (2-seitig) Z+SK+IM3 686
Z+SK+IM1 ,500
Z+SK+IM0,3 ,893
Z+SK+BM+IM3 ,043
Z+SK+BM+IM1 ,043
Z+SK+BM+IMO0,3 ,043

Tabelle 4-11: Darstellung der einzelnen Signifikanzen, Wilcoxon-Test fur unabhéangige Stichproben gegen die
stimulierten mononukledren Zellen = Z+SK. Z = Zellen, SK = Streptokokken, BM = Betamethason, IM3 = In-
dometacin (3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Funf Nabelschurproben,

je vier Stimulationsansétze.
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Tabelle 4-12: Verénderung der MCP-1-Konzentration nach 24-stiindiger Inkubation mit Betamethason und In-
dometacin, Angaben in pg/ml, Z = Zellen, SK = Streptokokken, BM = Betamethason, IM3 = Indometacin (3
pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Boxplot: Darstellung des Medians,
unteres und oberes Quartil, Whiskers und Ausreifler. Jeweils funf Nabelschnurblutproben, je vier Stimulationsan-
sétze. 2025 = Probennummer Nabelschnurblutproben.

4.5.1.3 IFN-y
Stimulation durch Enterococcus faecalis

Wie bereits beschrieben, konnte die Konzentration von IFN-y durch die Enterokokkenerreger
nicht signifikant stimuliert werden. Diese Tatsache zeigte sich auch in den Versuchsanord-
nungen mit den Medikamenten. Es konnten keine signifikanten VVerédnderungen der Konzent-

rationen gemessen werden.
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IFNy
Asymptotische Signifikanz ~ Z+EK+BM 317
P (2-seitig) Z+EK+IM3 317
Z+EK+IM1 ,180
Z+EK+IM0,3 1,000
Z+EK+BM+IM3 317
Z+EK+BM+IM1 317
Z+EK+BM+IM0,3 317

Tabelle 4-13: Darstellung der einzelnen Signifikanzen, Wilcoxon-Test fir unabhéngige Stichproben gegen die
stimulierten mononukleéren Zellen = Z+SK. Z = Zellen, EK = Enterokokken, BM = Betamethason, IM3 = In-
dometacin (3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IMO0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Finf Nabelschurproben,

je vier Stimulationsansétze.
Stimulation durch Streptococcus agalactiae

Auch durch die Stimulation der Streptokokkenerreger konnte die IFN-y-Konzentration nicht
gesteigert werden. In den Versuchsproben mit Indometacin in der héchsten Konzentration
konnte eine Signifikanz festgestellt werden. Jedoch basiert diese Signifikanz darauf, dass je-
weils in jeder der finf vermessenen Nabelschnurproben in zwei Probenwiederholungen ein
Wert oberhalb des Grenzwertes von 2,4 pg/ml gemessen wurde. Diese Werte Uberstiegen je-
doch eine Konzentration von 10 pg/ml nicht. Dies ist Eine sehr geringe Zytokinfreisetzung,

welche eine signifikante Veranderung in Frage stellt.

IFNy
Asymptotische Signifikanz ~ Z+SK+BM 157
(2-seitig) Z+SK+IM3 043
Z+SK+IM1 144
Z+SK+IM0,3 ,078
Z+SK+BM+IM3 1,000
Z+SK+BM+IM1 223
Z+SK+BM+IM0,3 1,000

Tabelle 4-14: Darstellung der einzelnen Signifikanzen, Wilcoxon-Test fir unabhéngige Stichproben gegen die
stimulierten mononukleéren Zellen = Z+SK. Z = Zellen, SK = Streptokokken, BM = Betamethason, IM3 = In-
dometacin (3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Funf Nabelschnurproben,

je vier Stimulationsansétze.
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4514 IL-1p

Stimulation durch Enterococcus faecalis

Die Zytokinfreisetzung von IL-1p wurde durch die Zugabe der beiden Medikamente nicht
signifikant beeinflusst. Sowohl Betamethason als auch Indometacin hemmten die Zytokinfrei-

setzung nicht.

IL1b
Asymptotische Signifikanz ~ Z+EK+BM ,686
P (2-seitig) Z+EK+IM3 686
Z+EK+IM1 ,686
Z+EK+IM0,3 ,686
Z+EK+BM+IM3 ,138
Z+EK+BM+IM1 225
Z+EK+BM+IMO0,3 ,345

Tabelle 4-15: Darstellung der einzelnen Signifikanzen, Wilcoxon fiir unabhangige Stichproben gegen die stimu-
lierten mononukledren Zellen = Z+SK. Z = Zellen, EK = Enterokokken, BM = Betamethason, IM3 = Indometa-
cin (3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Finf Nabelschnurproben, je vier
Stimulationsansatze.
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Tabelle 4-16: Veranderung der IL-1B-Konzentration nach 24-stindiger Inkubation mit Betamethason und Indo-
metacin, Angaben in pg/ml, Z = Zellen, SK = Streptokokken, BM = Betamethason, IM3 = Indometacin (3
pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Boxplot: Darstellung des Medians,
unteres und oberes Quartil, Whiskers und AusreiBer. Jeweils fiinf Nabelschnurblutproben, je vier Stimulationsan-

sétze. 2030 = Probennummer Nabelschnurblutproben.
Stimulation durch Streptococcus agalactiae

Die Kombination von Betamethason und Indometacin 1 pg/ml hemmte die Zyotkinfreiset-
zung von IL-1p signifikant. Alle anderen Versuchsanordnungen wiesen keine markanten Un-
terschiede in der Konzentration auf. In einer Nabelschnurprobe wurden erheblich hdhere
Konzentrationen an IL-1p gemessen. Diese Probe zeigte sich aber im Verlauf zu den anderen

Proben &hnlich reaktiv und zeigte geringere Werte in den Versuchsanordnungen mit den Me-

dikamenten.
IL1b
Asymptotische Signifikanz =~ Z+SK+BM ,345
P (2-seitig) Z+SK+IM3 500
Z+SK+IM1 ,686
Z+SK+IM0,3 ,686
Z+SK+BM+IM3 ,138
Z+SK+BM+IM1 ,043
Z+SK+IBM+M0,3 ,138

Tabelle 4-17: Darstellung der einzelnen Signifikanzen, Wilcoxon fiir unabhéngige Stichproben gegen die stimu-
lierten mononukleéren Zellen = Z+SK. Z = Zellen, SK = Streptokokken, BM = Betamethason, IM3 = Indometa-
cin (3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Finf Nabelschnurproben, je vier

Stimulationsansatze.
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Tabelle 4-18: Veranderung der IL-1B-Konzentration nach 24-stiindiger Inkubation mit Betamethason und Indo-
metacin, Angaben in pg/ml, Z = Zellen, SK = Streptokokken, BM = Betamethason, IM3 = Indometacin (3
pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Boxplot: Darstellung des Medians,
unteres und oberes Quartil, Whiskers und Ausreil3er. Jeweils flinf Nabelschnurblutproben, je vier Stimulationsan-

sétze. 2021 und 2033 = Probennummer Nabelschnurblutproben.

4.5.1.5 MiP-1p
Stimulation durch Enterococcus faecalis

Auch die Zytokinfreisetzung von MiP-1p wurde durch die beiden Medikamente nicht signifi-

kant beeinflusst, weder durch Betamethason noch durch Indometacin.

MiP1b

Asymptotische Signifikanz =~ Z+EK+BM ,686

P (2-seitig) Z+EK+IM3 225
Z+EK+IM1 ,893
Z+EK+IM0,3 ,893
Z+EK+BM+IM3 ,345
Z+EK+BM+IM1 ,500
Z+EK+BM+IMO0,3 ,893
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Tabelle 4-19: Darstellung der einzelnen Signifikanzen, Wilcoxon-Test fur unabhéngige Stichproben gegen die
stimulierten mononukleéren Zellen = Z+EK. Z = Zellen, EK = Enterokokken, BM = Betamethason, IM3 = In-
dometacin (3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Funf Nabelschnurproben,
je vier Stimulationsansétze.
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Tabelle 4-20: Verénderung der MiP-1B-Konzentration nach 24-stindiger Inkubation mit Betamethason und In-
dometacin, Angaben in pg/ml, Z = Zellen, EK = Enterokokken, BM = Betamethason, IM3 = Indometacin (3
pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Boxplot: Darstellung des Medians,
unteres und oberes Quartil, Whiskers und Ausreifler. Jeweils funf Nabelschnurblutproben, je vier Stimulationsan-
sétze. 2030, 2028 und 2033 = Probennummer Nabelschnurblutproben.

Stimulation mit Streptococcus agalactiae
Wie im Falle von IL-1B hemmte die Kombination von Betamethason und Indometacin 1

pg/ml die Zyotkinfreisetzung von MiP-1p signifikant. Alle anderen Versuchsproben wiesen

keine statistisch relevanten Unterschiede in der Konzentration auf.
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MiP1b
Asymptotische Signifikanz ~Z+SK+BM ,500
P (2-seitig) Z+SK+IM3 345
Z+SK+IM1 ,893
Z+SK+IM0,3 ,500
Z+SK+BM+IM3 ,893
Z+SK+BM+IM1 ,043
Z+SK+BM+IMO0,3 225

Tabelle 4-21: Darstellung der einzelnen Signifikanzen, Wilcoxon fiir unabhéngige Stichproben gegen die stimu-
lierten mononukleéren Zellen = Z+SK. Z = Zellen, SK = Streptokokken, BM = Betamethason, IM3 = Indometa-
cin (3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Finf Nabelschnurproben, je vier
Stimulationsansatze.
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Tabelle 4-22: Boxplot und S&ulendiagrammdarstellung der Verdnderung der MiP-1B-Freisetzung nach 24-
stlindiger Inkubation mit Betamethason und Indometacin, Angaben in pg/ml, Z = Zellen, SK = Streptokokken,
BM = Betamethason, IM3 = Indometacin (3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3
pag/ml). Boxplot: Darstellung des Medians, unteres und oberes Quartil, Whiskers und AusreilRer. Saulendia-
gramm: Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung. Jeweils flinf Nabelschnurblutproben, je vier

Stimulationsansatze. 2030, 2028 und 2033 = Probennummer Nabelschnurblutproben.
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45.1.6 MiP-la,
Stimulation durch Enterococcus faecalis

Bei den Proben der Enterokokkenversuchsreihe senkte die Applikation von Betamethason und
die Kombination von Betamethason und Indometacin in der hdchsten Dosierung (3 pug/ml) die
Ausschittung von MiP-1a signifikant (p = 0,028). Sowohl Indometacin als auch die Kombi-
nation von Betamethason und Indometacin in niedrigeren Konzentrationen hatten keinen
deutlichen Einfluss auf die MiP-1o Ausschiittung. Acht Nabelschnurblutproben lagen inner-
halb der normalen Streuung. Zwei Proben reagierten Uberschissig auf das Bakterienlysat.
Diese verhielten sich auch im weiteren Versuchsverlauf sehr unterschiedlich. Wéhrend eine
Nabelschurblutprobe eine markante Beeinflussung durch die Gabe der Medikamente zeigte,

verblieb die andere Probe unverandert auf hohem Stimulationsniveau.

MiP1a
Asymptotische Signifikanz ~Z+EK+BM ,028
P (2-seitig) Z+EK+IM3 575
Z+EK+IM1 ,799
Z+EK+IM0,3 ,959
Z+EK+BM+IM3 ,037
Z+EK+BM+IM1 ,093
Z+EK+BM+IM0,3 ,093

Tabelle 4-23: Darstellung der einzelnen Signifikanzen, Testung nach Wilcoxon fiir unabhéngige Stichproben
gegen die stimulierten mononukleédren Zellen = Z+EK. Z = Zellen, EK = Enterokokken, BM = Betamethason,
IM3 = Indometacin (3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Zehn Nabel-

schnurproben, je vier Stimulationsansétze.
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Tabelle 4-24: Veranderung der MiP-1a-Konzentration nach 24-stiindiger Inkubation mit Betamethason und In-
dometacin, Angaben in pg/ml, Z = Zellen, EK = Enterokokken, BM = Betamethason, IM3 = Indometacin (3
pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Boxplot: Darstellung des Medians,
unteres und oberes Quartil, Whiskers und Ausreiler. Jeweils zehn Nabelschnurblutproben, je vier Stimulations-

ansdtze. 2030 und 2038 = Probennummer Nabelschnurblutproben.
Stimulation durch Streptococcus agalactiae

Annliche Ergebnisse zeigte die Streptococcus agalactiae-stimulierte Zellpopulation (SASZP).
Indometacin allein hemmte die Zytokinausschuttung nicht. Betamethason und die Kombinati-
on von Betamethason und Indometacin (3 pg/ml) senkten die Ausschittung von MiP-1a sig-
nifikant. Bei der Stimulation mit den Streptokokken zeigte sich jedoch fiir die Medikamen-
tenkombinationen von Betamethason und Indometacin (1 pg/ml und 0,3 pg/ml) eine andere

Wirkung. In der SASZP hemmte diese Kombination die Zytokinfreisetzung signifikant.
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MiP1a
Asymptotische Signifikanz = Z+SK+BM ,005
P (2-seitig) Z+SK+IM3 959
Z+SK+IM1 ,878
Z+SK+IM0,3 ,799
Z+SK+BM+IM3 ,005
Z+SK+BM+IM1 ,005
Z+SK+BM+IM0,3 ,007

Tabelle 4-25: Darstellung der einzelnen Signifikanzen, Wilcoxon-Test fir unabhéngige Stichproben gegen die
stimulierten mononukleédren Zellen = Z+SK. Z = Zellen, SK = Streptokokken, BM = Betamethason, IM3 = In-
dometacin (3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pug/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pug/ml). Zehn Nabelschnurproben,
je vier Stimulationsansétze.
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Tabelle 4-26: Verdnderung der MiP-1a-Konzentrationen nach 24-stiindiger Inkubation mit Betamethason und
Indometacin, Angaben in pg/ml, Z = Zellen, SK = Streptokokken, BM = Betamethason, IM3 = Indometacin
(Bpg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Boxplot: Darstellung des Medians,
unteres und oberes Quartil, Whiskers und AusreiRer. Jeweils zehn Nabelschnurblutproben, je vier Stimulations-

ansatze.
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451.7 TNF
Stimulation durch Enterococcus faecalis

Das Zytokin TNF wurde nach der Stimulation friih exprimiert. Messungen von Proben nach
vierstiindiger Stimulation zeigten einen signifikanten Anstieg des Immunmodulators. Ein Ein-
fluss von Betamethason oder Indometacin konnte zu diesem Zeitpunkt nicht erfasst werden.
Nach 24-stlindiger Inkubation zeichnete sich jedoch ein signifikanter Effekt ab. Die Gabe von
Betamethason und die Gabe der Kombination von Betamethason und Indometacin in der
hdchsten Dosis (3 pug/ml) wirkten dabei in der Enterococcus faecalis-stimulierten Zellpopula-
tion (EFSZP) signifikant supprimierend. Die meisten Proben zeigten einen gleichférmigen
Anstieg der Zytokinfreisetzung. In den Proben der vierstiindigen Inkubation waren die Mes-
sungen des Zytokins einer Nabelschnurblutprobe GberméaRig. Nach 24 Stunden verblieb diese
Probe innerhalb der normalen Streuung, wies aber weiterhin eine hohe Zytokinfreisetzung
auf. Eine weitere Nabelschurblutprobe, die allgemein auch mit einer hohen Zytokinfreiset-
zung reagierte, war nach 24-stiindiger Inkubation in der Probenkombination Betamethason

mit Indometacin in der niedrigsten Dosierung aul3erhalb der normalen Streuung.

TNF_4h
Asymptotische Signifikanz ~ Z+EK+BM ,500
P (2-seitig) Z+EK+IM3 500
Z+EK+IM1 ,500
Z+EK+IMO0,3 ,138
Z+EK+BM+IM3 ,138
Z+EK+BM+IM1 ,345
Z+EK+IMO0,3 ,893
TNF_24h
Asymptotische Signifikanz = Z+EK+BM ,047
P (2-seitig) Z+EK+IM3 959
Z+EK+IM1 ,285
Z+EK+IMO0,3 ,241
Z+EK+BM+IM3 ,047
Z+EK+IM1 ,203
Z+EK+IMO0,3 241
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Tabelle 4-27: Darstellung der einzelnen Signifikanzen nach vier und 24 Stunden, Testung nach Wilcoxon fiir
unabhéngige Stichproben gegen die stimulierten mononukleéren Zellen = Z+EK. Z = Zellen, EK = Enterokok-
ken, BM = Betamethason, IM3 = Indometacin (3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin
(0,3 pg/ml). Funf bzw. zehn Nabelschnurproben, je vier Stimulationsansatze.
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Tabelle 4-28: Verénderung der TNF-Konzentration nach vier- und 24-stiindiger Inkubation mit Betamethason
und Indometacin, Angaben in pg/ml, Z = Zellen, EK = Enterokokken, BM = Betamethason, IM3 = Indometacin
(3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IMO0,3 = Indometacin (0,3 pug/ml). Boxplot: Darstellung des Medians,
unteres und oberes Quartil, Whiskers und AusreiRer. Jeweils flinf bzw. zehn Nabelschnurblutproben, je vier Sti-

mulationsansatze. 2030 und 2038 = Probennummer Nabelschnurblutproben.

Stimulation durch Streptococcus agalactiae

In den Vermessungen der Proben nach vierstiindiger Inkubationszeit hemmte der Cyc-
looxygenase-Hemmer Indometacin die Expression signifikant in allen Konzentrationen. Fur
die Medikamentenkombination aus Betamethason und Indometacin (0,3 pg/ml) konnte eben-
falls ein hemmender Effekt festgestellt werden. Betamethason und die Kombination mit In-
dometacin (3 pg/ml und 1 pg/ml) hatten keinen signifikanten Einfluss auf die Zytokinfreiset-
zung. Nach 24-stiindiger Inkubation wurde in der Probengruppe Betamethason kombiniert mit
Indometacin (1 pg/ml) eine signifikante niedrigere Konzentration an TNF gemessen. Auch die
Hemmung der TNF-Expression durch Betamethason war signifikant. Die Senkung der Zyto-
kinfreisetzung durch die alleinige Gabe von Indometacin in verschiedenen Konzentrationen
konnte nach 24 Stunden nicht mehr erfasst werden. Eine Nabelschnurblutprobe zeigte nach
24-stundiger Inkubationszeit eine sehr hohe TNF-Freisetzung. Dieses hohe Niveau blieb im
Verlauf der Versuchsreihen unverandert. In den Proben mit der alleinigen Gabe von Indome-
tacin (0,3 pg/ml) und den Proben mit Betamethason und Indometacin (3 pg/ml) zeigte sie sich

weit oberhalb der Standardabweichung.

TNF_4h

Asymptotische Signifikanz =~ Z+SK+BM ,080

P (2-seitig) Z+SK+IM3 043
Z+SK+IM1 ,043
Z+SK+IM0,3 ,043
Z+SK+BM+IM3 ,080
Z+SK+BM+IM1 225
Z+SK+BM+IMO0,3 ,043
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TNF_24h

Asymptotische Signifikanz =~ Z+SK+BM ,005

P (2-seitig) Z+SK+IM3 059
Z+SK+IM1 ,093
Z+SK+IM0,3 ,139
Z+SK+BM+IM3 ,169
Z+SK+BM+IM1 ,022
Z+SK+BM+IM0,3 ,093

Tabelle 4-29: Darstellung der einzelnen Signifikanzen nach vier und 24 Stunden, Wilcoxon-Test flir unabhéngige
Stichproben gegen die stimulierten mononukledren Zellen Z+SK. Z = Zellen, SK = Streptokokken, BM = Beta-
methason, IM3 = Indometacin (3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Funf

bzw zehn Nabelschnurblutproben, je vier Ansétze.
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Tabelle 4-30: Verédnderung der TNF-Konzentration nach vier- und 24-stiindiger Inkubation mit Betamethason
und Indometacin, Angaben in pg/ml, Z = Zellen, SK = Streptokokken, BM = Betamethason, IM3 = Indometacin
(3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Boxplot: Darstellung des Medians,
unteres und oberes Quartil, Whiskers und Ausreiler. Jeweils fiinf bzw. zehn Nabelschnurblutproben, je vier Sti-

mulationsansétze. 2034 = Probennummer Nabelschnurblutproben.

45.1.8I1L-12
Stimulation durch Enterococcus faecalis

Im Gegensatz zu TNF fuhrte die vierstiindige Stimulation mit dem Enterokokkenlysat zu kei-
ner markanten IL-12-Ausschiittung. Die Zytokinausschittung wies erst nach einer 24- stindi-
gen Inkubationszeit der Proben markante Werte auf. Die Kombinationsanordnungen von Be-
tamethason und Indometacin hemmten die Freisetzung von IL-12, wahrend die Gabe der Me-
dikamente einzeln keinen signifikanten Einfluss auf die Expression des Zytokins hatte. Eine
einzige wies nach vier-stundiger Inkubation eine gewisse Zytokinfreisetzung auf niedrigem
Niveau auf. Da die anderen Proben jedoch kaum eine Zytokinkonzentration aufzeigten, lag
diese Probe aul3erhalb der normalen Streuung.
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IL12_4h
Asymptotische Signifikanz Z+EK+BM 317
p(2-seitig) Z+EK+IM3 317
Z+EK+IM1 1,000
Z+EK+IM0,3 ,655
Z+EK+BM+IM3 ,655
Z+EK+BM+IM1 317
Z+EK+BM+IM0,3 ,655
IL12_24h
Asymptotische Signifikanz Z+EK+BM ,139
P (2-seitig) Z+EK+IM3 203
Z+EK+IM1 ,333
Z+EK+IM0,3 ,169
Z+EK+BM+IM3 ,007
Z+EK+BM+IM1 ,022
Z+EK+BM+IMO,3 ,009

Tabelle 4-31: Darstellung der einzelnen Signifikanzen nach vier und 24 Stunden, Wilcoxon-Test flr unabhéngige
Stichproben gegen die stimulierten mononukledren Zellen Z+EK. Z = Zellen, EK = Enterokokken, BM = Beta-
methason, IM3 = Indometacin (3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Finf
bzw. zehn Nabelschnurblutproben, je vier Ansétze.
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IL12_24h
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Tabelle 4-32: Veranderung der IL-12-Freisetzung nach vier- und 24-stiindiger Inkubation mit Betamethason und
Indometacin, Angaben in pg/ml, Z = Zellen, EK = Enterokokken, BM = Betamethason, IM3 = Indometacin (3
pg/ml), IM1= Indometacin (1pg/ml), IMO,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Boxplot: Darstellung des Medians,
unteres und oberes Quartil, Whiskers und AusreiRer. Funf bzw. zehn Nabelschnurblutproben, je vier Stimulati-

onsansatze.
Stimulation durch Streptococcus agalactiae

Proben, die mit den Streptokokkenbakterien inkubiert wurden, reagierten nach vierstindiger
Inkubationszeit markanter als die Proben, die mit den Enterokokken inkubiert wurden. Hier
war nach vier Stunden eine stimulatorische Tendenz zu erkennen. Aber auch hier waren deut-
liche Unterschiede erst nach 24-stlindiger Inkubationszeit detektierbar. Sowohl die getrennte
\ersetzung der Proben mit Betamethason und Indometacin (0,3 pg/ml) als auch deren kombi-
nierte Gabe fuhrten zu einer signifikanten Hemmung der Expression. Wie schon in der
EFSZP, konnte zu Beginn auch hier in einer Nabelschnurblutprobe eine erhéhte Konzentrati-

on an IL-12 gemessen werden.

56



Ergebnisse

IL12_4h

Asymptotische Signifikanz Z+SK+BM ,109

P (2-seitig) Z+SK+IM3 317
Z+SK+IM1 ,180
Z+SK+IM0,3 ,109
Z+SK+BM+IM3 ,109
Z+SK+BM+IM1 317
Z+SK+BM+IM0,3 ,109
IL12_24h

Asymptotische Signifikanz Z+SK+BM ,009

P (2-seitig) Z+SK+IM3 241
Z+SK+IM1 ,241
Z+SK+IM0,3 ,017
Z+SK+BM+IM3 ,005
Z+SK+BM+IM1 ,005
Z+SK+BM+IM0,3 ,005

Tabelle 4-33: Darstellung der einzelnen Signifikanzen nach vier und 24 Stunden, Wilcoxon-Test flr unabhéngige
Stichproben gegen die stimulierten mononukledren Zellen Z+SK. Z = Zellen, SK = Streptokokken, BM = Beta-
methason, IM3 = Indometacin (3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Finf
bzw. zehn Nabelschnurblutproben, je vier Ansétze.
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Tabelle 4-34: Boxplot und Séulendiagrammdarstellung der Veranderung der IL-12-Freisetzung nach vier- und
24-stiindiger Inkubation mit Betamethason und Indometacin, Angaben in pg/ml, Z = Zellen, SK = Streptokok-
ken, BM = Betamethason, IM3 = Indometacin (3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin
(0,3 pg/ml). Boxplot: Darstellung des Medians, unteres und oberes Quartil, Whiskers und AusreiRer. Finf bzw.

zehn Nabelschnurblutproben, je vier Stimulationsansétze
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4.5.1.9 Interleukine 6
Stimulation durch Enterococcus faecalis

Die Gabe von Betamethason und die Kombination von Betamethason mit Indometacin in al-
len Konzentrationen hemmten die Ausschittung von IL-6 signifikant. Die Proben mit alleini-
ger Gabe von Indometacin zeigten keine signifikante Verdnderung den stimulierten Zellpro-
ben ohne Medikamentengabe. Eine Nabelschnurblutprobe zeigte sich in der IL-6 Freisetzung
sehr sensitiv. Sowohl in den reinen Stimulationproben als auch in den mit den Medikamenten
inkubierten Proben waren die Zytokinkonzentrationen erhéht und teilweise auf3erhalb der zu

erwartenden Streuung.

IL6
Asymptotische Signifikanz ~ Z+EK+BM ,047
P (2-seitig) Z+EK+IM3 386
Z+EK+IM1 ,285
Z+EK+IM0,3 ,333
Z+EK+BM+IM3 ,007
Z+EK+BM+IM1 ,022
Z+EK+BM+IM0,3 ,011

Tabelle 4-35: Darstellung der einzelnen Signifikanzen, Wilcoxon-Test fir unabhéngige Stichproben gegen die
stimulierten mononukleéren Zellen = Z+EK. Z = Zellen, EK = Enterokokken, BM = Betamethason, IM3 = In-
dometacin (3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Zehn Nabelschurproben,

je vier Stimulationsansétze.

59



Ergebnisse

IL6

§.0007
201
[ ]

2021

6,000 201 ®

4,000

2.000

Vg s £ F 8
& & & gf E

o & &
&

A e

N S
F F 5

Tabelle 4-36: Veranderung der IL-6-Konzentration nach 24-stiindiger Inkubation mit Betamethason und Indome-
tacin, Angaben in pg/ml, Z = Zellen, EK = Enterokokken, BM = Betamethason, IM3 = Indometacin (3 pg/ml),
IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Boxplot: Darstellung des Medians, unteres und

oberes Quartil, Whiskers und Ausreil3er. Zehn Nabelschnurblutproben, je vier Stimulationsansatze.
Stimulation durch Streptococcus agalactiae

Wie in der EFSZP, hemmten Betamethason alleine und die Kombination von Betamethason
und Indometacin die Freisetzung von IL-6. Die alleinige Gabe von Indometacin hatte keinen
Einfluss auf die Expression des Zytokins. Die gleiche Nabeschnurblutprobe, die sich gegen-
uber den Enterokokken in der Zytokinfreisetzung von IL-6 sensitiv zeigte, reagierte in den IL-
6 Ausschuttungen der Streptokokken-inkubierten Proben dhnlich. In dieser Probe konnten

groRtenteils sehr viel hthere Werte an IL-6 gemessen werden als in den anderen Proben.
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IL6
Asymptotische Signifikanz =~ Z+SK+BM ,013
P (2-seitig) Z+SK+IM3 646
Z+SK+IM1 ,333
Z+SK+IM0,3 126
Z+SK+BM+IM3 ,005
Z+SK+BM+IM1 ,005
Z+SK+BM+IM0,3 ,009

Tabelle 4-37: Darstellung der einzelnen Signifikanzen, Wilcoxon-Test fir unabhéngige Stichproben gegen die
stimulierten mononukleédren Zellen = Z+SK. Z = Zellen, SK = Streptokokken, BM = Betamethason, IM3 = In-
dometacin (3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Zehn Nabelschnurblut-
proben, je vier Stimulationsansatze.
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Tabelle 4-38: Boxplot- und Saulendiagrammdarstellung der Verénderung der IL-6-Freisetzung nach 24-stiindiger
Inkubation mit Betamethason und Indometacin, Angaben in pg/ml, Z = Zellen, SK = Streptokokken, BM = Be-
tamethason, IM3 = Indometacin (3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml).
Boxplot: Darstellung des Medians, unteres und oberes Quartil, Whiskers und Ausreifer. Sulendiagramm:

Darstellung der Mittelwerte mit Standardabweichung. Zehn Nabelschnurblutproben, je vier Stimulationsansatze.
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4.5.2 Veranderung des antiinflammatorischen Zytokins

45.2.11L-10

Stimulation mit Enterococcus faecalis

Die selektive Gabe von Betamethason und Indometacin in den héchsten Konzentrationen (3
pg/ml und 1 pg/ml) steigerten die 1L-10 Ausschittungen signifikant. Auch die Kombination
von Betamethason und Indometacin in der hochsten Konzentration hatte einen férdernden
Effekt auf die IL-10 Produktionen der fetalen mononukledren Zellen. Dabei reagierten die
einzelnen Nabelschnurblutproben unterschiedlich. Wahrend eine Nabelschnurblutprobe auf
die Stimulation mit einer allgemein sehr hohen Zytokinfreisetzung reagierte und dessen Kon-
zentrationen in den Ansétzen inkubiert mit Betamethason und Indometacin (3 pg/ml) auer-
halb der normalen Streuung lagen, waren die IL-10 Freisetzungen einer anderen Nabel-
schnurblutprobe im Gegensatz dazu auf einem sehr niedrigen Niveau, und lagen teilweise

auch hier auf3erhalb der Streuung der anderen Proben.

IL10
Asymptotische Signifikanz ~Z+EK+BM ,028
P (2-seitig) Z+EK+IM3 013
Z+EK+IM1 ,013
Z+EK+IMO0,3 ,074
Z+EK+BM+IM3 ,047
Z+EK+BM+IM1 ,074
Z+EK+BM+IM03 ,059

Tabelle 4-39: Darstellung der einzelnen Signifikanzen, Wilcoxon-Test flr unabhéngige Stichproben gegen die
stimulierten mononukleéren Zellen = Z+EK. Z = Zellen, EK = Enterokokken, BM = Betamethason, IM3 = In-
dometacin (3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Zehn Nabelschnurproben,

je vier Stimulationsansétze.

62



Ergebnisse
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Tabelle 4-40: Veranderung der IL-10-Konzentration nach 24-stiindiger Inkubation mit Betamethason und Indo-
metacin, Angaben in pg/ml, Z = Zellen, EK = Enterokokken, BM = Betamethason, IM3 = Indometacin (3pg/ml),
IM1= Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Boxplot: Darstellung des Medians, unteres und
oberes Quartil, Whiskers und Ausreil3er. Zehn Nabelschnurblutproben, je vier Stimulationsansatze.

Stimulation mit Streptococcus agalactiae

Anders als bei den Enterokokken schien nur Indometacin in der hdchsten Dosierung einen
Einfluss auf die IL-10 Zytokinfreisetzung zu haben. Indometacin in der hochsten Dosierung
(3 pg/ml) steigerte signifikant die IL-10 Ausschuttungen der \ersuchsreihe. Eine Nabel-
schnurblutprobe wies hohere Zytokinkonzentrationen auf als die anderen Proben. Inkubiert

mit den Medikamenten lagen ihre Werte teilweise auRerhalb der normalen Streuung.
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IL10
Asymptotische Signifikanz =~ Z+SK+BM 678
P (2-seitig) Z+SK+IM3 022
Z+SK+IM1 114
Z+SK+IM0,3 ,169
Z+SK+BM+IM3 ,074
Z+SK+BM+IM1 ,139
Z+SK+BM+IM0,3 721

Tabelle 4-41: Darstellung der einzelnen Signifikanzen, Wilcoxon-Test fir unabhangige Stichproben gegen die
stimulierten mononukleédren Zellen = Z+SK. Z = Zellen, SK = Streptokokken, BM = Betamethason, IM3 = In-
dometacin (3 pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pug/ml), IMO,3 = Indometacin (0,3 pug/ml). Zehn Nabelschnurproben,
je vier Stimulationsansétze.
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Tabelle 4-42: Veranderung der IL-10-Konzentration nach 24-stiindiger Inkubation mit Betamethason und Indo-
metacin, Angaben in pg/ml, Z = Zellen, SK = Streptokokken, BM = Betamethason, IM3 = Indometacin (3
pg/ml), IM1 = Indometacin (1 pg/ml), IM0,3 = Indometacin (0,3 pg/ml). Boxplot: Darstellung des Medians,

unteres und oberes Quartil, Whiskers und Ausreiler. Zehn Nabelschnurblutproben, je vier Stimulationsansatze.
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5. Diskussion

Zytokine sind Schllsselelemente des menschlichen Immunsystems. Sie aktivieren die
menschliche Immunantwort, regulieren sie, rufen Immunzellen an ihren Wirkungsort und in-
duzieren deren Differenzierung (60). Die l6slichen Proteinmediatoren werden ab dem zweiten
Trimenon von fetalen Zellen freigesetzt (28). Die Effektivitat der Zytokinexpression von feta-
len mononukleéren Zellen wird jedoch bis zum heutigen Tag diskutiert. W&hrend einige Stu-
dien postulieren, dass fetale Immunzellen nur zu geringen Zytokinfreisetzungen féhig sind,
berichten andere Untersuchungen von hohen fetalen proinflammatorischen Zytokinkonzentra-
tionen als Antwort auf bakterielle Stimuli (61). In der Interpretation dieses Widerspruchs
kommen Chirico et al. 2005 und Witkin et al. 2010 zu dem Schluss, dass im Zusammenschau
aller Daten fetale mononukleare Zellen erniedrigte proinflammatorische Zytokinkonzentratio-
nen, besonders der TH-1 Zytokinkonzentrationen -IL-2, TNF und INF-y, aufweisen. Je nach
Erreger und entsprechender Stimulation seien die Zellen jedoch zu kompetenten Immunant-
worten fahig und konnten sehr hohe Konzentrationen an IL-6, IL-10 und IL-23 exprimieren
(62, 63). Diese Erwagungen werden auch von Kunzmann et al. geteilt, die zusétzlich als wei-
teres Erklarungsmodell die Hypothese der fetalen ,Immunparalyse® unterstiitzen. Laut der
Studie von Wolf et al. aus 2012 geht diese Hypothese davon aus, dass durch den intrauterinen
Erstkontakt mit Keimen der Fet zum physiologischen Selbsterhalt im mutterlichen System die
MHC-I1-Antigene-Prasentationen von Immunzellen supprimiert und erhéhte Konzentrationen
an immunsuppressiven Zytokinen wie IL-10 und TGF- (Transforming Growth Faktor-beta)
ausschittet. Dies bedeutet im Verlauf niedrigere Zytokinproduktionen der fetalen Immunzel-
len und konnte die niedrigen Zytokinkonzentrationen erkléren (63-65). In diesem Zusammen-
hang ist von besonderem Interesse, dass in PCR-Analysen der Amnionflissigkeit von gesun-
den Schwangeren 71 % der untersuchten Patientinnen intrauterin einen Keimbefall aufwiesen
(66, 67).

In der vorliegenden Studie konnten wir feststellen, dass in unseren Nabelschnurblutproben die

Expression aller Zytokine - auller die von INF-y durch die Stimuli Streptococcus agalactiae
und Enterococcus faecalis, signifikant induziert wurde (p < 0,05). Die Zytokine IL-8 und

MCP-1 wiesen dabei besonders hohe Werte auf. Diese Ergebnisse decken sich mit den Ergeb-

nissen von Tatad et al. und Berner et al., welche auch signifikant héhere Werte der pro- und
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antiinflammatorischen Zytokine von fetalen Immunzellen nach Inkubation mit grampositiven

Keimen dokumentieren konnten (61, 68).

5.1 Der immunmodulatorische Effekt von Indometacin und Betamethason auf die

Zytokinfreisetzung von fetalen mononukledren Zellen

Der Fokus der Studie galt unter Simulation eines grampositiven Infektionsgeschehens der
Erfassung des immunmodulatorischen Effekts von Indometacin und Betamethason auf die
Zytokinfreisetzung von fetalen mononukledren Zellen. Vergleichbare Untersuchungen finden
sich in der Literatur nur im gramnegativen Keimspektrum, durchgefiihrt meist mit LPS-
stimulierten mononukleédren Zellen. Die hier diskutierten Untersuchungen erfolgten erstmalig

unter der Stimulation von grampositiven Bakterien.

Uberraschend war fiir uns, dass verglichen mit unserer Arbeit zum immunmodulatorischen
Effekt von Indometacin und Betamethason im gramnegativen Keimbereich die Zytokinmodu-
lationen der beiden Medikamente sich unter einem grampositiven Infektionsgeschehen teil-
weise stark unterschieden und Indometacin und Betamethason einen gréfReren hemmenden
Effekt auf die proinflammatorische Komponente zeigten (9). Generell wirkten in der vorlie-
genden Studie Betamethason und Indometacin auf das proinflammatorische Zytokinspektrum
inhibierend und auf das antiinflammatorische Zytokin IL-10 férdernd, wobei einige Zytokine
wie IL-1B oder INF-y gar nicht oder kaum beeinflusst wurden und TNF im Gegensatz zu un-
serer vorausgehenden LPS-Studie in der Freisetzung sowohl von Indometacin als auch Beta-

methason gehemmt werden konnte.

Im Folgenden werden noch einmal alle gemessenen Zytokine n&her betrachtet, um ihr Frei-

setzungsverhalten einzuordnen.
INF-y

INF-y konnte weder von Streptococcus agalactiae noch von Enterococcus faecalis stimuliert
werden. Um zu erkléren, warum die Exprimierung von INF-y erst gar nicht durch die beiden
Keime induziert werden konnte, ist der Blick auf den Produktionsort und die Wirkungsweise
des Zytokins sinnvoll. INF-y wird von Immunzellen vornehmlich in einem viralen Infektions-

geschehen ausgeschiittet. Auch die Synthese dieses Zytokins gilt durch die hauptverantwortli-
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chen fetalen CD-Zellen allgemein als erniedrigt (69). Chipeta et al. berichten von einem pha-
notypischen Unterschied zwischen fetalen und adulten CD45+ Zellen. CD45RA+, die im Fe-
ten vorherrschend sind, werden erst in der spateren Entwicklung mit CD45RO+ Zellen er-
setzt, welche in Erwachsenen vor allem INF-y sezernieren. Fetale CD45RA+ sezernieren nur
insuffizient INF-y (70). Dies bestétigte sich in unserer Studie letztendlich in der Inkubation
mit den Medikamenten, in der die INF-y Konzentrationen kaum iiber ihren Basalwert erhoht

wurden.
IL-1p

Die Freisetzung von IL-1p konnte hingegen durch die grampositiven Erreger induziert wer-
den. Das proinflammatorische Zytokin IL-1 ist neben TNF ein Hauptmediator des neonata-
len Schockgeschehens und hat synergistisch proinflammatorische Eigenschaften zu TNF (28,
32, 60). Fir dieses Zytokin konnten wir jedoch keine Veranderung der stimulierten hohen
Konzentration durch die alleinige Gabe von Indometacin — weder in der Enterococcus fae-
calis-stimulierten Zellpopulation (EFSZP) noch in der Streptococcus agalactiae-stimulierten
Zellpopulation (SASZP) — feststellen. Auch die alleinige Gabe von Betamethason zeigte keine
Wirkung. Einzig die Kombination von Betamethason und Indometacin in der mittleren Dosie-
rung konnte eine signifikante Hemmung der IL-1B Konzentration in der SASZP (p < 0,05)
induzieren. In der Literatur untersuchten Sirota et al. und Kunkel et al. separat die IL-1p Frei-
setzung von LPS-stimulierten mononukledren Zellen nach Indometacingabe (71, 72). Beide
Forschungsgruppen kamen dabei zu unterschiedlichen Ergebnissen: Analog zu unseren Stu-
dienergebnissen konnten Sirota et al. keine Beeinflussung der stimulierten IL-1p-
Konzentrationen durch die alleinige Gabe von Indometacin erfassen. Kunkel et al. berichten
dagegen von dosis-abhéngigen Steigerungen der IL-1B Konzentration durch den Cyc-
looxygenasehemmer Indometacin. Allerdings benutzten Kunkel et al. in ihrer Studie peritone-
ale Makrophagen von Méusen, statt fetale mononukleare Zellen, was eine Ubertragung der
Ergebnisse schwierig gestaltet. Betamethason in alleiniger Gabe induzierte keine signifikante
Hemmung. In gramnegativen Stimulationsversuchen stellten Yoo et al. und Bessler et al. eine
signifikante Hemmung der IL-1 Konzentrationen durch das Glukokortikoid fest. Yoo et al.
untersuchten dabei die Zellen aus dem Lungengewebe von Neugeborenen, wahrend Bessler et
al. mononukleére Zellen von Neugeborenen verwendeten (73, 74). Die Hemmung der IL-1

Konzentrationen lasst sich durch die Hemmung des NK-«kb Induktionsweges, der auch positiv
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rickkoppelnd auf IL-1p Konzentrationen wirkt, gut erkldren. In vitro bendtigte in unseren
Versuchen Betamethason jedoch fir eine signifikante Unterdriickung der IL-1pB-Freisetzung

den Zusatz von Indometacin.

MiP-1p

Derselbe immunmodulatorische Effekt von Indometacin und Betamethason zeigte sich auch
fir das Chemokin MiP-1p. Dieses Zytokin wirkt sowohl chemotaktisch als auch T-
zellproliferierend (29). Wie IL-1B wurde MiP-1f3 durch die Medikamente groBtenteils nicht
beeinflusst, auler durch die kombinierte Gabe von Betamethason und Indometacin in der
mittleren Dosierung in der SASZP. Die inhibierende Wirkung von Betamethason auf die MiP-
1B Konzentration konnte in vitro auch in unseren LPS-Studien beobachtet werden. Janabi et
al. berichten jedoch in der - nach unserer Recherche einzigen - Studie zu Stimulationsversu-
chen mit MiP-1p von einem stimulatorischen Effekt von Indometacin. Die Forschungsgruppe
arbeitete allerdings mit stimulierten Astrozyten und Mikrogliazellen, welche andere Zelltypen

darstellen als mononukleare Zellen (75).

IL-8

IL-8 ist ein pro-inflammatorisches Chemokin, bekannt auch unter dem Namen CXCLS8, wel-
ches vor allem neutrophile Granulozyten an ihren Wirkungsort ruft. Es gilt auch beim Neuge-
borenen als ein wichtiger Unterhalter von entziindlichen Prozessen (60). Janabi et al. sowie
unsere Stimulationsversuche mit LPS konnten keinen Einfluss von Betamethason auf die IL-
8-Freisetzung feststellen (9, 75). In unseren Versuchen im grampositiven Keimspektrum je-
doch wurden die IL-8 Konzentrationen sowohl durch Betamethason als auch durch Indometa-
cin beeinflusst. Die von Enterococcus faecalis stimulierten Zellen schienen dabei eher durch
Indometacin in der IL-8 Freisetzung gehemmt zu werden, wéhrend die von Streptococcus
agalactiae stimulierten Zellen gleichermaRen von Betamethason und Indometacin inhibiert
wurden. Der Einfluss von Betamethason auf die IL-8 Freisetzung von LPS-stimulierten
neutrophilen Granulozyten wurde bereits 2002 von Irakam et al. beschrieben (76). Wie oben
bereits erdrtert, ist der Vergleich zu der Studie von Janabi et al. nur eingeschrankt moglich
(75).
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MCP-1

Erstmalig stellen wir hier den immunmodulatorischen Effekt von Indometacin und Betame-
thason auf das Chemokin MCP-1 vor. Das Chemokin ist besonders an der chronischen Unter-
haltung von entzundlichen Prozessen beteiligt und wird von allen mononukleéren Zellen aus-
geschttet (29). Wie in der Studie von Moller et al. stieg in unseren Versuchen die Freisetzung
von MCP-1 unter grampositiver Stimulation steil an (77). Lediglich die SAZP wurde durch
die kombinierte Gabe von Betamethason und Indometacin in allen Dosierungen in ihrer MCP-
1 Freisetzung beeinflusst und obstruiert, was bei EFSZP nicht der Fall war. Beziiglich des
zytokinmodulatorischen Effekts von Betamethason und Indometacin auf die MCP-1-
Freisetzung ist die wissenschaftliche Datenlage diinn. Uber die Hemmung der MCP-1 Induk-
tion veroffentlichten nur Hew et al. im Jahr 2006 eine Studie. Sie untersuchten LPS-induzierte
Immunzellen von Erwachsenen und konnten fiir MCP-1 eine immunsupprimierende Wirkung

des Glukokortikoids Dexamethason feststellen (78).
MiP-1a

Im Gegensatz zu MiP-1p zeigte sich, dass die MiP-1a-Freisetzung sehr viel sensibler auf In-
dometacin und Betamethason reagierte, obwohl MiP-1a zu der gleichen CC (Chemokine)-
Family wie MiP-1B gehort (79). Sowohl in den Zellpopulationen, die durch Enterococcus
faecalis, als auch in den Zellpopulationen, welche mit Streptococcus agalactiae stimuliert
wurden, zeigte sich bei diesem Zytokin besonders die immunsuppressive Wirkung von Beta-
methason. Auch hier waren die SASZP starker durch die Medikamente beeinflusst als die
EFSZP. Wéhrend Indometacin eine additive Hemmung in der EFSZP nur in seiner hochsten
Dosierung zeigte, wurde die SASZP durch alle Kombinationen von Betamethason und Indo-
metacin beeinflusst. Die starke inhibierende Wirkung von Betamethason auf die Zytoinaus-

schuttung von MiP-1a wurde auch von Irakam et al. wahrgenommen (76).
IL-12

IL-12 ist ein proinflammatorisches Zytokin, das besonders an der intrazellularen Abwehr von
bakteriellen Keimen und an der Differenzierung von dendritischen Zellen und TH-1 Zellen
beteiligt ist. Der medikamentdse Effekt auf die Konzentration diese Zytokins war in unserer

Studie uberraschend. Nach vier Stunden wurden die IL-12 Produktionen zwar nicht signifi-
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kant gesteigert. Nach 24-stlindiger Inkubation senkte aber die Kombination von Betame-
thason und Indometacin die Ausschttung signifikant. Dabei zeigten sich die SASZPs sensiti-
ver. Betamethason und Indometacin in der niedrigsten Dosierung wirkten sich hier hemmend
auf die Zytokinausschuttung aus. Der immunsupprimierende Effekt von Betamethason auf die
IL-12-Konzentration wird im Rahmen der allgemeinen suppressiven Wirkung von Kortikoste-
roiden beschrieben (80). Uberraschend war jedoch die Hemmung von Indometacin in der
niedrigsten Dosierung in den SASZPs, da im wissenschaftlichen Kontext im gramnegativen
Keimspektrum bislang eher von einem stimulatorischen Effekt von Indometacin auf die IL-12
Freisetzung berichtet wurde. Diese konnte in der vorliegenden Studie in keiner der Proben
verifiziert werden und war auch in unseren Stimulationversuchen mit LPS nicht feststellbar
(81-83). Es liegen zwei Studien vor, von Par et al., die maternale Lymphozyten untersuchten
sowie Feitoza et al., welche die renale parenchymale Zytokinreaktion nach einem renalen
Trauma und Zugabe von Indometacin analysierten und ebenfalls von einem hemmenden Ef-
fekt von Indometacin im gramnegativen Keimspektrum berichteten (84, 85). Der Vollstandig-
keit halber muss aber auch hier erwahnt werden, dass sich eine Ubertragung, wie bei Janabi et

al., aufgrund der unterschiedlichen Zelltypen schwierig gestaltet (75).
TNF

Ein weiteres interessantes Ergebnis war der Einfluss der Medikamente auf die TNF-
Freisetzung der stimulierten mononukleédren Zellen. Das Zytokin ist von zentraler Bedeutung,
da es als ein Mediator, der sowohl parakrin als auch endokrin wirkt, essentiell an den in-
flammatorischen Prozessen beteiligt ist. Als schnell induzierbares Zytokin konnten wir schon
vier Stunden nach Stimulation mit den Erregern eine signifikante Zytokinfreisetzung von TNF
feststellen. In diesen Proben konnten wir einen hemmenden Einfluss von Indometacin in den
SASZPs dokumentieren.

Betamethason hemmte im Rahmen seiner immunsuppressiven Wirkung nach 24-stiindiger
Inkubation die TNF-Produktion unabhangig vom Erregertypus. Jedoch war keine Hemmung
durch Indometacin in den Proben mit 24-stindiger Inkubationszeit nachweisbar und kehrte
sich, im Gegenteil, in eine stimulierende Tendenz der TNF-Freisetzung in den SASZPs um,
die jedoch statistisch nicht signifikant war. In den Kombinationsversuchen der Medikamente
unterdriickte Betamethason jeglichen stimulatorischen Effekt. In den EFSZPs hemmten Be-

tamethason und Indometacin in der hochsten Dosierung, in den SASZPs hemmten Betame-
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thason und Indometacin in der mittleren Dosierung die TNF-Ausschittungen signifikant.
Wahrend die immunsuprimierende Wirkung von Betamethason von mehreren Studien belegt
ist, wird Indometacin in der Literatur ein eher stimulatorischer Effekt unter LPS nachgesagt,
welcher sich auch in unseren Stimulationsversuchen mit LPS zeigte. In der Studie von Sirota
et al. wird jedoch auch diskutiert, dass dieser stimulatorische Effekt von Indometacin auf die
TNF-Freisetzung nicht generell fur fetale mononukledre Immunzellen zu gelten scheint. In
ihrer Untersuchung reagierten die Zellen, die spontan mit einer Induktion ihrer TNF-
Produktion auf Indometacin reagiert hatten, nicht mehr, wenn sie zuerst mit LPS stimuliert
wurden (71).

IL-6

Das letzte untersuchte proinflammatorische Zytokin, welches jedoch auch antiinflammatori-
sche Eigenschaften aufweist, war IL-6. Als wichtigster diagnostischer Marker im neonatalen
Sepsisgeschehen reguliert das Zytokin unter anderem die menschliche Kopertemperatur sowie
den Blutdruck mit und induziert die Freisetzung von Akute-Phase-Proteinen aus Hepatozyten.
Es wird von allen fetalen mononukleédren Zellen ausgeschiittet (29, 60). Fur dieses zentral
wirkende Zytokin konnten wir feststellen, dass Betamethason sowie die Kombination von
Betamethason und Indometacin in allen Dosierungen einen signifikanten beziehungsweise
hoch signifikanten Effekt in beiden Stimulationsversuchsreihen hatte. Dabei ist der supprimie-
rende Effekt von Betamethason klar im Vordergrund zu sehen, wéhrend Indometacin ein addi-
tiv inhibierender Effekt zukommt. Die hemmende Wirkung von Betamethason auf die Frei-
setzung von IL-6 ist in mehreren Studien beschrieben (73, 74, 86). Als signifikant ist ebenso
ein supprimierender Effekt von Indometacin in fetalen mononukleédren Zellen durch Studien
von Tsuboi et al. und Komatsu et al. belegt (81, 87). Die unserer Studie &hnlichste Untersu-
chung von Sirota et al. konnte keine Beeinflussung der Zytokinexpression durch Indometacin
nachweisen. Dies konnten wir auch in unseren Untersuchungen mit der alleinigen Gabe von

Indometacin beobachten, bei der der Effekt des Medikaments nicht signifikant war (71).
IL-10

Das bedeutendste Ergebnis wurde fir das antiinflammatorische Zytokin IL-10 nachgewiesen,
das eines der wichtigsten immunsupprimierenden und damit regulatorischen Zytokine im

Korper darstellt. IL-10 wurde in unseren Studien durch Betamethason, jedoch noch klarer
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durch Indometacin in der hochsten und mittleren Dosierung stimuliert (p = 0,013). Dabei
zeigte sich eine vermehrte Induktion, je hoher die Dosierung an Indometacin war. Auch hier
trat ein Unterschied zwischen den verschiedenen Erregerversuchsgruppen auf: Wahrend in
den SASZPs Indometacin in der héchsten Dosierung die Produktion an IL-10 stimulierte,
zeigten sich die EFSZPs hier zum ersten Mal sensibler. Betamethason sowie Indometacin for-
derten in diesem Fall ausgepragt die Zytokinproduktion von IL-10. In den Untersuchungen
von Bessler et al. konnte bei dem Glukokortikoid Dexamethason kein Einfluss auf die IL-10-
Ausschittung von fetalen mononukleédren Zellen beobachtet werden (80). Jedoch berichten
Hew et al. von dosisabhéngigen Stimulationen ihrer untersuchten adulten B-Zellpopulation
(78). Dandona et al. beschreiben eine Steigerung des plasmatischen Interleukin-10s nach Ga-
be von Hydrocortison, welches Betamethason in seiner Wirkung ahnelt (88). Dass IL-10
durch Indometacin in seiner Freisetzung stimuliert wurde, konnten wir in der Mehrheit der
Nabelschnurblutproben bereits in unseren Versuchen mit LPS-stimulierten mononukledren
Zellen belegen (9). Dies scheint zunéchst Gberraschend, da mehrere Studien eine Induktion
der IL-10 Produktion durch Prostaglandin, besonders Prostaglandin E,, postulieren und Indo-
metacin eigentlich einen Prostaglandininhibitor darstellt (9, 81, 82, 89, 90). Dieses lasst sich
aber eventuell dadurch erkléaren, dass es Anzeichen dafiir gibt, dass Indometacin neben der
Hemmung der Cyclooxygenase auch andere Enzyme wie die NADPH-Oxidase und die Phos-
pholipase C hemmt und die gesamte Wirkungsweise des Medikaments noch nicht ausreichend
erforscht wurde (81). Beispielweise berichten auch Feitoza et al. von einer anregenden Wir-

kung von Indometacin auf die IL-10 Freisetzung von renalen parenchymalen Zellen (84).

In der Gesamtsicht aller Ergebnisse présentierte sich unter einem grampositiven Infektionsge-
schehen besonders die antiinflammatorische Wirkung von Indometacin und Betamethason.
Interessant war, dass obwohl beide Erreger dem grampositiven Keimspektrum zu zuordnen
sind, die Lysate von Streptococcus agalactiae und Enterococcus faecalis die Wirkweise der
Medikamente unterschiedlich beeinflussten. Unter dem Einfluss von Streptococcus agalactiae
hatten Betamethason und Indometacin einen gréReren Einfluss auf die Produktion verschie-
dener Zytokine mit gréReren inhibierenden bzw. stimulierenden Effekten. Diese variable Zy-
tokinausschittung, welche stark vom Erregertypus abhing, konnte auch von Tatad et al. in
ihren Versuchen beobachtet werden (68). Obwohl Streptokokken und Enterokokken sehr &hn-
liche Virulenzfaktoren aufweisen, besitzen sie dennoch unterschiedliche Pathogenfaktoren,

die dann wiederum individuell im Infektionsgeschehen und Entziindungsprozess, aber auch in
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der Interaktion mit Medikamenten wirken. Auch die spontane Zytokinausschittung sowie das
Reaktionsvermdgen der einzelnen Nabelschnurproben waren sehr individuell und schwankten
uber eine grolRe Bandbreite. Unter dieser Tatsache litten bis dato alle Stimulationsversuche
und werden im wissenschaftlichen Diskurs unter anderem genetischen Polymorphismen zuge-
schrieben (91). Die zum Teil diskrepanten wissenschaftlichen Ergebnisse sind unter Beach-
tung dieses Sachverhalts verstandlicher und verdeutlichen die Dringlichkeit von weiteren,

grolReren Untersuchungen in diesem Themenbereich.

5.2 Einordnung des Antibiotikazusatzes

Fur die gesamte Studie ist es wichtig anzumerken, dass in dieser Arbeit in allen Proben eine
Antibiotikazugabe erfolgte. Wie bereits im Kapitel 4.3 untersucht und beschrieben wurde,
berichten auch Morikawa et al., dass Antibiotika selbst Veranderung der Zytokinfreisetzung
induzieren kénnen. In ihrer Studie mit Fosfomycin und Clarithromycin kam es zu Supprimie-
rung der TNF und IL-1B Konzentration aber auch zur Stimulierung von IL-6 und 1L-10 (92).
Brooks et al. konnten in ihren Stimulationsversuchen besonders die Inhibierung durch das
Antibiotikum Benzylpenicillin, aber auch durch das in unseren Versuchen benutze Ampicillin
von INF-y nachweisen. Dabei konnten sie feststellen, dass sich das Benzylpenicillin an INF-y
bindet und es deshalb in seiner Aktivitat inhibiert wird (59, 93). In unserer Studie kdnnte dies
ein weiterer Grund dafur gewesen sein, dass wir keine relevanten Konzentrationen an INF-y
messen konnten. In unseren Vorversuchen konnten wir letztendlich feststellen, dass das Anti-
biotikum Ampicillin hemmend auf die von uns gemessenen Zytokine wirkt. Da aber allen
Zellproben, auch den rein stimulierten Zellproben, Ampicillin hinzugeftigt wurden, wirkt sich
dies unseres Erachtens nicht auf die Aussagen Uber den immunmodulatorischen Effekt von

Indometacin und Betamethason aus.

5.3 Klinische Bedeutung von perinatal applizierten Indometacin und Betamethason

Der gegenwartige Forschungsstand geht davon aus, dass immunmodulatorische Einfliisse
zentral am neonatalen und maternalen Outcome in der Schwangerschaft beteiligt sind und die
Wirkung von Zytokinen eine bedeutende Rolle in der Schwangerschaft, Fruhgeburtlichkeit

und in den Auswirkungen der Spéatfolgen fur Mutter und Kind einnimmt (94). Dabei stehen
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vor allem die proinflammatorischen Zytokine IL-1f, TNF und IL-6, sowie das antiinflamma-
torische Zytokin IL-10 im Fokus der Aufmerksamkeit. Bereits 1993 etablierte Leviton die
Verbindung zwischen TNF, Frihgeburtlichkeit und dem Risiko desastroser fetaler Spatfolgen
fur Friihchen. Yoon et al konnten in ihren Studien 1997 feststellen, dass intrauterine Infektion
und die erhohte Konzentration an TNF, IL-6 unf IL-1f signifikant das Risiko einer Zerebral-
parese erhohten (95, 96). Damman und Leviton postulierten schon friih, dass intrauterine In-
fektionen eine FIRS verursachen kénnen, was wiederum das Risiko flir neonatale Folgescha-
digungen, wie die Schadigung der weiRen Hirnsubstanz, Zerebralparesen, intraventrikuléaren
Blutungen, visuelle Einschrankungen und Bronchodysplasien erhéht. Diese Annahme wird
auch durch mehrere Studien gestitzt, die eine Assoziation zwischen einer Funisitis und dem

erhéhten Risiko von neurologischen und bronchialen Schéden belegen (96-98).

Eine erhohte Expression von IL-10 hingegen wird mit einem positiven Effekt auf das Neuge-
borene in Verbindung gebracht. Sadowsky et al. konnten in Tierversuchen mit Rhesus-Affen
zeigen, dass mit Hilfe von exogen zugefuhrtem IL-10 tber die Hemmung von IL-1f Uterus-
kontraktionen beherrscht und Geburten bei Affen verhindert werden konnen. Eine jlingst ver-
offentlichte Studie von Kasat et al. berichtet, dass die exogene Zugabe von IL-10 im Vergleich
zu anderen antiinflammatorischen Arzneimitteln wie Dexamethason und Betamethason die
Ausschittung an proinflammatorischen Zytokinen von LPS-stimulierten Makrophagen aus
dem Lungenparenchym am effektivsten inhibieren konnte und sich dies protektiv auf das ent-
ziindete Lungenparenchym auswirkte. Knoblach et al., Frgen et al., aber auch Lygn et al. so-
wie Molina-Holdago et al. stellen eine Assoziation zwischen IL-10 und der Neuroprotektion
des menschlichen Gehirns her. Dabei scheint die Inhibierung von TNF und IL-6 und anderen
proinflammatorischen Zytokinen genauso relevant zu sein wie die Hemmung der oxidativen
apoptotischen Zellprozesse der Oligodentrozyten und Mikrogliazellen sowie die Regulierung
der zerebralen H&modynamik (iber die Inhibierung von TNF und IL-6 (38, 99-103). Cusuma-
no et al. belegen ebenso einen Benefit der Gabe von IL-10 bei neugeborenen Mausen (104).
In unserer Studie hemmten Indometacin und Betamethason vermehrt die pro-
inflammatorischen Zytokine und forderten das antiinflammatorische Zytokin 1L-10, was sich
im Falle von Betamethason tber die Hemmung von Transkriptionsfaktoren wie NF-kb und
aktiviertem Protein-1, im Falle von Indometacin Uber die Hemmung der Cyclooxygenase und
anderen Enzymen wie Phosphlipase A2 erklaren l&sst (49, 81). Im Zusammenhang mit der

beschriebenen neonatalen Wirkung von Zytokinen ist diese Tatsache von groRer Bedeutung.
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Die Ergebnisse weisen aufgrund der antiinflammatorischen Wirkung auf einen giinstigen im-
munmodulatorischen Effekt der Medikamente bei einem grampositiven Infektionsgeschehen
hin. Dies ist besonders bedeutsam, da dem fetalen Infektionssyndrom besonders im Falle ei-
ner GBS-Infektion eine eskalierende Immunantwort zu Grunde liegt und sich genau hier die

Medikamente positiv auswirken konnten.

Betamethason ist heute ein in der Perinatalmedizin regulér eingesetztes Medikament zur vor-
zeitigen Induktion der Lungenreifung des Feten. Zentral liegt bei dessen Einsatz der Fokus
auf der Verhinderung eines RDS des Neugeborenen, was zu langfristigen Lungenpa-
renchymschéden fihren kann und eine je nach Schwere neonatal lebensgeféhrdende Situation
darstellt. Zunehmend berichten Studien und Ubersichtsarbeiten jedoch auch von mittelfristig
positiven Wirkungen von Kortikosteroiden auf das fetale Gehirn (105, 106). Kortikosteroide
scheinen sich dabei Uber die Verbesserung der respiratorischen Lage und folglich der Hamo-
dynamik positiv auf die zerebrale Entwicklung auszuwirken (105). Unsere Erkenntnisse deu-
ten darauf hin, dass die Ursachen nicht nur in den somatisch-regulatorischen Prozessen zu
finden sind, sondern auch ein direkter immunologischer Effekt der Kortikosteroiden dazu

beitragen konnte.

Indometacin wird in seinem Benefit und seinen Nebenwirkungprofil noch immer heftig eror-
tert. Haas et al. bekraftigten 2012 in einem Cochrane Review, dass Indometacin in der gesam-
ten Ubersicht der Datenlage als das Tokolytkikum der ersten Wahl anzusehen sei und als Ein-
ziges nachweislich Wehen langer als 48 Stunden zu hemmen vermag (47). Nachdem Studien
uber ein erhohtes Risiko von nekrotisierender Enterokolitis, intraventrikularen Blutungen und
vorzeitigem Verschluss des Ductus Botalli nach Indometacingabe berichtet hatten (107-109),
zeigten sich einige Experten tiber das mdgliche Nebenwirkungsprofil des Medikaments be-
sorgt. Dabei darf jedoch nicht auBRer Acht gelassen werden, dass diese Studien unter sehr Klei-
nen Fallzahlen litten und es sich bei den betroffenen Kindern um friihe Friihgeborene handel-
te. Ferner wurden die Untersuchungen noch vor dem Einsatz der routineméafligen Betame-
thasongabe zur Lungenreifung durchgefiihrt (110). Abbasi et al., die daraufhin eine retrospek-
tive Kohortenstudie unter Ausschluss dieser Faktoren durchfiihrten, konnten keinen Zusam-
menhang mehr zwischen Indometacin und den vermeintlichen Nebenwirkungen feststellen.
Ihre Studie weist kein hoheres Risiko fur neonatale Folgeschaden nach (110). Auch Suarez et

al. fanden in einer anderen retrospektiven Studie keinen Zusammenhang zwischen Indometa-
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cin und dem Risiko einer intraventrikuléren Blutung (51). Im Gegenteil: Studien von Miller et
al. und Ment et al. weisen auf scheinbar neuroprotektive Eigenschaften von Indometacin hin
(111, 112). Wie Miller et al. abschlielend andeuten, kdnnte die antiinflammatorische Wirkung
von Indometacin dafir als Grund gelten (111). Denn auch in unseren Studien bestatigte sich,
dass Indometacin die proinflammatatorischen Zytokine vermehrt hemmte und das antiin-
flammatorische Zytokin IL-10 um bis zu 33 % in seiner Freisetzung steigern konnte.

Um die genauen Wirkungen von Betamethason sowie von Indometacin verstehen zu lernen
und einen individuellen Benefit der Medikamente zum Wohle von Mutter und Kind besser
abschatzen zu konnen, sind weitere Forschungen in diesem Bereich unabdingbar. Diese Stu-
die war die erste Arbeit, welche die Medikamente unter Stimulation eines grampositiven In-
fektionsgeschehens untersuchte. GBS, aber auch die Besiedlungen mit Enterokokken sind
perinatal zunehmend zu verzeichnen und kdnnen fatale neonatale Schaden zur Folge haben.

Dagegen bieten beide Medikamente therapeutische Ansatzpunkte.

5.4 Limitationen der Studie

AbschlieRend soll auf die verschiedenen Limitationen dieser Studie hingewiesen werden. Das
Studienprotokoll basierte auf unserer vorangehenden Arbeit mit LPS-stimulierten Zellen (9).
Bereits in dieser Arbeit wurde zum einen das Problem der meist bakteriell kontaminierten
Blutproben von Frihgeborenen festgestellt und zum anderen die Problematik der geringen
abnehmbaren Blutprobenmenge von Frilhgeboren erkannt. Aus diesem Grund entschloss man
sich zur Verwendung von Nabelschnurblut von gesunden, reifgeborenen Kindern. Tatad et al.
beschreiben unterschiedliche Zytokinauswirkungen von Friihgeborenen und Reifgeborenen,
die darauf hinweisen, dass die Ergebnisse nicht vollstdndig auf Friihgeborene Gbertragbar sind
(68). Neue Studien mit humanisierten Mausmodellen befinden sich aktuell in unserer For-
schungsgruppe in Arbeit, unter anderem mit dem Ziel, das AusmaR der Ubertragbarkeit zu
untersuchen (113).

Des Weiteren war die Fallzahl mit bis zu zehn getesteten Nabelschnurblutproben in vierfacher
Wiederholung niedrig und die einzelnen Proben wiesen sehr individuelle Zytokinfreisetzun-
gen auf. Allgemeingltige Aussagen sind deshalb sehr schwer zu treffen. Dies ist die erste

stimulatorische Untersuchung im grampositiven Keimspektrum mit den Erregern Streptococ-
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cus agalactiae und Enterococcus faecalis. Weiterhin ist die Studie eine in vitro Untersuchung,
die wie jedes in vitro-Modell, in vivo-Modellen in ihrer Aussagekraft unterlegen ist. Dennoch
liefert sie erste wichtige Hinweise auf die immunmodulatorischen Prozesse und ist im Rah-

men der Grundlagenforschung in diesem Themenbereich wichtig.
6. Zusammenfassung

Intrauterine Infektionen mit grampositiven Erregern stehen im Fokus der Perinatalmedizin.
Seit Anfang der neunziger Jahre wird Streptococcus agalactiae, neben Escherichia coli, als
einer der ursachlichen Keime bei schwerwiegenden Erkrankungen des Feten und Neugebore-
nen - von FIRS bis hin zur neonatalen Sepsis und Meningitis - beobachtet. Ebenso wird das
grampositive Bakterium Enterococcus faecalis immer haufiger in Vaginalabstrichen von
Schwangeren isoliert. Auch dieser Keim wird mittlerweile vermehrt bei neonataler Sepsis,
besonders unter Friihgeborenen gefunden. Die Frihgeburtlichkeit stellt enorme Anforderun-
gen an neonatale Intensivstationen weltweit. Zur Verhinderung der Frihgeburt und Reduktion
von Folgeschaden der Kinder werden aktuell Tokolytika und Kortikosterioide eingesetzt.
Wahrend Steroide, wie Betamethason eine vorzeitige Lungenreifung induzieren, ist Indome-
tacin das einzige Tokolytikum, das nachweislich Wehen tber 48 Stunden addquat zu hemmen
vermag. Befurchtungen bezuglich erhohter fetaler Komplikationsraten durch Indometacin aus
friheren Studien bestétigten sich in neueren Studien nicht. In diesem Zusammenhang fiihrten
wir immunologische Stimulationsuntersuchungen von fetalen mononukledren Zellen unter
grampositiver Induktion durch, um erstmalig den immunmodulatorischen Effekt von Indome-
tacin und Betamethason unter Simulation eines grampositiven Infektionsgeschehens auf die
fetale Zytokinfreisetzung untersuchen zu kénnen. Dazu wurde von zehn reifgeborenen Kin-
dern Nabelschnurblut entnommen, aufgearbeitet und mit den Versuchskomponenten in-vitro
behandelt. AnschlieBend wurden die Zytokinfreisetzungen von IL-1pB, INF-y, MiP-1p, IL-8,
MCP-1, MiP-1a, TNF, IL-12, IL-6 und IL-10 vermessen. Es zeigte sich insbesondere, dass
vor allem die kombinierte Gabe von Betamethason und Indometacin hemmend auf die proin-
flammatorische Zytokinfreisetzung wirkten, wahrend das antiinflammatorische Zytokin IL-10
von Indometacin um bis zu 33 % in seiner Expression angeregt werden konnte. Angesichts
der eskalierenden Zytokinausschittung im fetalen septischen Geschehen unter grampositiver

Infektion, ist dies eine Wirkung, die bei antepartaler Gabe von Betamethason und Indometa-
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cin an die werdende Mutter das neonatale Outcome auch im Hinblick auf somatische und neu-
rologische Folgeschaden positiv beeinflussen kénnte.
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