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1 Einleitung

1.1 Neonatales Immunsystem

Das neonatale Immunsystem weist viele Unterschiede zu dem eines Erwachsenen auf,
Wichtig fur die zellulare Immunantwort sind die Antigenpréasentierenden Zellen (APCs) zu
denen dendritische Zellen und Monozyten gehdren. Toll-Like-Rezeptoren sind notwendig fur
die Erkennung von Pathogenen (1). Diese sind auf neonatalen APCs in gleicher Menge
vorhanden wie auf adulten APCs (2). Jedoch unterscheidet sich die Reaktion auf die
Stimulation dieser Rezeptoren deutlich, was zur unreifen Reaktion des neonatalen
Immunsystems beitrdgt (3). Monozyten und dendritische Zellen sind im neonatalen
Immunsystem weniger vorhanden als in dem eines Erwachsenen und exprimieren weniger der
typischen Rezeptoren MHC-2, CD80, CD86 und des Zytokins IL-12p70, was zur
ineffizienten Aktivierung von antigenspezifischen T- und B-Zell- Reaktionen fiuhrt (4,5).
Einen weiteren essenziellen Teil des angeborenen Immunsystems stellen auch die
neutrophilen Granulozyten dar. Im Vergleich zum Erwachsenen, der eine konstante Anzahl an
Neutrophilen im Blut hat (4,4 x 10%), schwanken die Zellzahlen beim Neugeborenen zwischen
1,5 und 28 x 10° (6). Auch die Speicherung von neutrophilen Granulozyten und die
Entwicklung der Vorlauferzellen sind im Vergleich zum Erwachsenen verringert, dies fuhrt
zu einer dadurch verminderten Immunabwehr gegeniiber Bakterien (7). Neonatale
Granulozyten exprimieren weniger der Oberflachenproteine L-Selectin und Mac-1. Somit
haften sie schlechter am GefaRendothel und kénnen keine feste Bindung mit diesem eingehen
(8,9). Die Migration entlang des Endothels und das Eintreten zum Ort der Infektion in das
subendotheliales Gewebe ist dadurch gestort (10). Neonatale neutrophile Granulozyten zeigen
auflerdem eine um 60% reduzierte Antwort gegenuber chemotaktischen Reizen und haben
unter ,,Stress schlechtere Fahigkeiten zur Phagozytose als adulte Zellen (11,12). Natdrliche
Killerzellen (NK-Zellen) werden von APCs und Zytokinen aktiviert (13). Sie sind Effektor-
Lymphozyten, die der Kontrolle von verschiedenen Tumoren und mikrobiellen Infektionen
dienen, indem sie ihre Ausbreitung und die nachfolgende Gewebeschadigung begrenzen (14).
Im Blut von Neonaten sind mehr NK-Zellen vorhanden als beim Erwachsenen (15). Die
Kapazitat zur Lyse und die Eigenschaft zur Degranulation von Zielzellen sind bei neonatalen
NK-Zellen herabgesetzt (16). CD-4 positive T-Zellen differenzieren zu TH1, TH2, TH17,



regulatorischen- oder follikularen T-Zellen (17,18). Das Verhaltnis zwischen TH1 und TH2-
Zellen ist bei Neonaten, anders als beim Erwachsenen, deutlich auf die Seite der TH2-Zellen
verschoben. Prostaglandin Ez, Progesteron und IL-10 fuhren wahrend der Schwangerschaft
zur vermehrten Produktion von TH2-Zytokinen, was wiederum zur vermehrten TH2-
Differenzierung fihrt (19-21). AuRerdem ist der Locus fur die Transkription von TH2-
Zytokinen hypomethyliert und wird dadurch bevorzugt (22). Interferon-gamma (IFN-y) wird
hauptsachlich von TH1 Zellen produziert. Auch die IFN-y-Produktion durch stimulierte
Nabelschnur-TH1-Zellen ist um das 5- bis 10-fache reduziert im Vergleich zu adulten Zellen
(23). TH17-Zellen sind wichtig fir die Abwehr von extrazellulédren Bakterien und Pilzen (24).
Neonaten besitzen wenige bis keine TH17-Zellen (25). Das jeweilige Zytokinmilieu
beeinflusst die Entstehung von TH17- Zellen oder von regulatorischen T-Zellen (Treg-
Zellen). Es werden mehr TH17-Zellen produziert, wenn diese durch proinflammatorische
Zytokine (IL-23, IL-6, IL-1R) stimuliert werden (25). Treg-Zellen steuern die Immunantwort.
Sie gewdhrleisten die Selbsttoleranz des Immunsystems, indem sie in bestimmten Situationen
die Immunantwort unterdriicken (26). Im fetalen lymphoiden Gewebe ist die Zahl der Treg-
Zellen im Vergleich zu der bei adultem Gewebe erhoht (27). Maternale Zellen, welche die
Plazenta durchqueren, induzieren die Entstehung von Treg-Zellen. Diese sind wéhrend der
Schwangerschaft wesentlich dafiir verantwortlich, dass maternale Zellen nicht abgestol3en
werden (28). Follikuldre T-Zellen (FTZ) spielen eine groRe Rolle in der Proliferation von B-
Zellen, indem sie die Reifung im Keimzentrum, die Differenzierung zu Plasmazellen und den
Antikorperklassenwechsel fordern (29). Im Neonaten sind weniger FTZ vorhanden als beim
Erwachsenen (30).

Neonaten weisen auch Defizite bei der neonatalen Antikorperproduktion auf. Diese hangen
von der B-Zell-Unreife, dem geringeren B-Zell-Repertoire und der reduzierten Signalstarke
der B-Zell-Rezeptoren ab (31).



1.2 Die Rolle der Monozyten im Immunsystem

Monozyten gehtren zur Gruppe der Leukozyten und sind Teil des unspezifischen und
spezifischen Immunsystems (32). Sie machen ca. 2 - 8% der peripheren Leukozyten im Blut
aus (33). Die Bildung erfolgt im Knochenmark aus der myeloischen Progenitorzelle (CMP),
die neben Monozyten auch fir die Entwicklung von Erythrozyten, Thrombozyten und
Granulozyten zustandig ist (34). Monozyten kdnnen ins Gewebe wandern und sich dort in
Makrophagen und dendritische Zellen differenzieren. Jedoch wurde die langjahrige Annahme,
dass Gewebemakrophagen durchgehend von den Monozyten aus dem Knochenmark gespeist
werden, widerlegt. Wahrend der embryonalen Hamatopoese werden mehrere gewebsresidente
Makrophagenpopulationen ausgesat, die sich unabhangig vom Knochenmark (KM) im
Erwachsenenalter selbst erhalten (35). Auch dendritische Zellen stammen von verschiedenen
KM-Vorlauferzellen ab (36). Die Funktion der Monozyten besteht also nicht nur in der einer
Vorléuferzelle. Monozyten gehéren zu den Hauptproduzenten von Entziindungsmediatoren
und sind an der Regulation der angeborenen und adaptiven Immunantwort beteiligt. Zudem
tragen sie zur Auflésung der Entziindung bei, indem sie einerseits entzindungshemmende
Zytokine produzieren und andererseits proinflammatorische Pathogene, Zelltrimmer und
apoptotische Zellen phagozytieren (37,38).

Monozyten koénnen in drei Hauptgruppen unterteilt werden. ,,Klassische® Monozyten sind
CD14 positiv und CD16 negativ (CD14++CD16—) und machen 80 - 90% aller Monozyten
aus. Die restlichen 10 - 20% bestehen einerseits aus den ,,intermedidren* CD14 stark positiv
und CD16 positiven Zellen (CD14++CD16+) und andererseits aus ,nicht klassischen*
Monozyten, welche CD14 schwach positiv und CD16 stark positiv sind (CD14+CD16++)
(39). Die drei Untergruppen unterscheiden sich im Phanotyp und in ihrer Funktion.
,Klassische®“ Monozyten haben eine gute Phagozytosefahigkeit und sind als Fresszellen
bekannt (40). ,,Intermedidre“ Monozyten produzieren reaktive Sauerstoffspezies, sind an der
Antigenprasentation, Stimulation und Proliferation von T-Zellen, an Entziindungsreaktionen
und der Angiogenese beteiligt (40,41). ,Nicht Kklassische® Monozyten sind mobil,
patrouillieren im Endothel auf der Suche nach Verletzungen und sind ebenfalls an der

Antigenprésentation sowie T-Zell-Stimulation beteiligt (42).



1.3 Problematik der Frihgeburten und neonatale Sepsis

Jedes Jahr gibt es weltweit etwa 15 Millionen Kinder, die zu friih geboren werden, also vor
der vollendeten 37. Schwangerschaftswoche. Das entspricht einem Prozentsatz von ca. 10,6%
aller Geburten und diese Zahl steigt weiter an (43-45).

Die Mechanismen und Pathogenese einer Fruhgeburt sind vielfaltig und nicht endgiiltig
verstanden. Unter anderem z&hlen dazu genetische Faktoren, Stress, prépartale Infektionen,
mechanische Faktoren und Blutungen (46). Zu den Komplikationen einer Friihgeburt gehdren
das Atemnotsyndrom einhergehend mit einer moglichen bronchopulmonalen Dysplasie, die
Sepsis, intraventrikuldare Blutungen, Zerebralparesen und andere Formen von neurologischen
Beeintrachtigungen (47).

Die Friihgeburt ist in fast allen Landern mit mittlerem und hohem Einkommen die h&ufigste
Todesursache bei Kindern. Neben den Komplikationen einer Friihgeburt gehdren intrapartale
Komplikationen, Meningitis und Sepsis zu den Haupttodesursachen von Neugeborenen (48).
In einer Langzeitstudie von 2000 bis 2013 wurden die Todesfalle in der Neonatalperiode
untersucht. 2013 verstarben immer noch 15% aller Neugeborenen an einer Sepsis (49). Zu
den groRten Risikofaktoren bei der Entwicklung einer Sepsis gehdren wiederum die
Frihgeburt und das niedrige Geburtsgewicht (50). Frihgeborene kénnen ihrem Gewicht nach
unterteilt werden in low birth weight (LBW) infants bei einem Geburtsgewicht von unter
2500 g, in very low birth weight (VLBW) infants bei unter 1500 g und in extremely low birth
weight (ELBW) infants bei unter 1000 g (51). Die VLBW infants sind dabei besonders
gefahrdet an einer neonatalen Sepsis zu erkranken (52).

Neben der Friihgeburt sind andere Risikofaktoren fur das Auftreten einer Sepsis prépartal
bestehende Infektionen wie eine Chorioamnionitis, ein vorzeitiger Blasensprung, Fieber
wéhrend der Geburt oder eine prapartale Kolonisation mit Gruppe-B-Streptokokken (GBS)
(53). Durch die heutzutage durchgefiihrte FriiherkennungsmalRnahme einer GBS-Besiedelung
und der damit verbundenen pra- oder intrapartalen Antibiotikagabe kann das Risiko einer
Early-Onset-Sepsis (EOS) durch GBS inzwischen reduziert werden (53). Dennoch gehort
GBS zu den héufigsten Erregern, die zu einer EOS fihren. Es gibt verschiedene Einteilungen
der neonatalen Sepsis. Eine EOS kann definiert werden als eine innerhalb der ersten 72
Stunden nach Geburt auftretende Sepsis. Die Late-Onset Sepsis (LOS) tritt demnach
frihestens nach 72 Stunden, aber innerhalb der ersten 28 Tage nach Geburt auf. (54,55). Eine

andere Einteilung definiert das gesamte Auftreten innerhalb der ersten Woche nach der



Geburt noch als EOS (56). Neben GBS spielt Escherichia coli (E.coli) noch eine Rolle bei der
Entstehung. Zusammen verursachen E.coli und GBS zwei Drittel aller EOS (57). Dabei sind
die meisten Sduglinge mit einer GBS-Sepsis Reifgeborene und die, die eine E.coli-Sepsis
entwickeln, Frihgeborene. E.coli hat also die grolte Bedeutung bei Friihgeborenen und
verursacht bei der EOS auch die meisten Todesfalle (58,59).

1.4 Betamethason als RDS-Prophylaxe

Das Respiratory Distress Syndrom (RDS), auch Atemnotsyndrom genannt, flhrt durch
primédren Surfactantmangel zu einer strukturell unreifen Lunge (60). Es gehért zu den
schwerwiegenden Komplikationen nach einer Frihgeburt und war bis zur Einfihrung der
Surfactant-Therapie und dem Einsatz von antenatalen Glukokortikoiden die
Haupttodesursache bei Friihgeborenen (61).

Surfactant wird von den Alveolarepithelzellen Typ Il gebildet und Uberzieht die gesamte
Alveolaroberflache. Es bewirkt damit eine Abnahme der Oberflachenspannung in den
Alveolen und verhindert somit die Entstehung von Atelektasen (kollabierte
Alveolenbereiche), die ansonsten nicht mehr am Gasaustausch teilnehmen kdnnten (62). Vor
der 34. SSW kann Surfactant noch nicht ausreichend vom Fetus gebildet werden (63).
Deswegen wird der Schwangeren bei drohender Friihgeburt vor der abgeschlossenen 34.
Schwangerschaftswoche (SSW) zwei Mal 12 mg Betamethason intramuskulér im Abstand
von 24 Stunden verabreicht (64). Die prénatal verabreichten Kortikosteroide fuhren zu einer
erhdhten Surfactant-Produktion in den Alveolen (65) und induzieren eine Ausdinnung der
Alveolarwénde, wodurch die Diffusionsbarriere fur den Gasaustausch verringert wird (66).
Schon 1969 untersuchte Liggins erstmals die Anwendung von Kortikosteroiden bei Schafen.
Er zeigte, dass frihgeburtliche Schafe, die in uteri Kortikosteroide erhielten, ein langeres
Uberleben zeigten als diejenigen ohne Therapie (67). 1972 veroffentlichten Liggins und
Howie dann die erste kontrolliert randomisierte Studie (ber Betamethason als
Praventionsmedikament fir die Entwicklung eines RDS bei Frihgeburten. Sie konnten
zeigen, dass pranatale Kortikosteroide die Rate an RDS und neonataler Sterblichkeit senken
(68). Seitdem gab es zahlreiche Studien, die diese Ergebnisse bestétigen. (69,70). Auch eine
Metaanalyse von 2017 mit 30 eingeschlossenen Studien und fast 8000 Frauen zeigte, dass

verabreichte Kortikosteroide das Risiko flr perinatale und neonatale Mortalitdt und das
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Auftreten eines RDS senken. Zusétzlich reduzieren Kortikosteroide das Risiko der Entstehung
von intraventrikularen Blutungen, einer nekrotisierenden Enterokolitis, systemischen
Infektionen in den ersten 48 Stunden und die Notwendigkeit einer mechanischen Beatmung
nach der Geburt (71). AuBerdem gibt es Hinweise daflr, dass prénatal verabreichte
Kortikosteroide das Wachstum und die Reifung von kardiovaskuldarem, endokrinem und
renalem System fordern. (72)

Neben den positiven Aspekten der RDS-Prophylaxe mit Betamethason gibt es jedoch auch
Nebenwirkungen auf Stoffwechsel, Geburtsgewicht und das Immunsystem (siehe 4.1).

1.5 Medikamente zur Tokolyse

Vorzeitige Wehen sind in vielen Féllen das erste Anzeichen fiir eine drohende Friihgeburt.

Medikamente zur Wehenhemmung (Tokolytika) finden dann ihre Anwendung, um die
Schwangerschaft zu verldangern. Sie werden mit dem Ziel eingesetzt, die Geburt um
mindestens 48 Stunden zu verzdgern (73). Dies soll einerseits Zeit geben, Kortikosteroide wie
Betamethason zur Lungenreife zu verabreichen (siehe 1.4), andererseits eine Verlegung der
Patientin in ein Perinatalzentrum mit neonatologischer Intensivstation zu ermdéglichen (64).

Ein  Angriffspunkt fiir Tokolytika sind die [2-Rezeptoren. Die sogenannten
Betasympathomimetika aktivieren die Adenylylcyclase und erhdhen so die Bildung von
cyclischem Adenosinmonophosphat (CAMP). Dadurch kommt es zu einer reduzierten
Kinaseaktivitit der regulatorischen leichten Ketten von Myosin. Das geschieht einerseits
durch Phosphorylierung der Kinase selbst und andererseits durch Abnahme des intrazellularen
Kalziums durch Erhdéhung der Kalziumaufnahme in das sakroplasmatische Retikulum (74).
Ein in der Geburtshilfe verwendetes Betasympathomimetikum ist Fenoterol. Es wird den
Schwangeren entweder intravends als Dauerinfusion oder als Bolus verabreicht (75). In
Deutschland wird Fenoterol vorwiegend als Bolustokolytikum verwendet. International ist
dieser  Gebrauch  jedoch  weitgehend  unbekannt  (64). Oral  verabreichte
Betasympathomimetika werden nicht verwendet (76). Betasympathomimetika dirfen nur
maximal 48 Stunden zur Tokolyse eingesetzt werden (77). Fenoterol erfordert unter den
Tokolytika den groRten Uberwachungsaufwand und weist die meisten maternalen und fetalen
Nebenwirkungen auf (73). Es kann bei der Schwangeren zu Tachykardie, Kopfschmerzen und

Dyspnoe bis hin zum Lungenddem kommen (78). Diese Nebenwirkungen kénnen dann auch
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zu einem Therapieabbruch fiihren. Fenoterol kann aulerdem die Plazenta passieren und
dadurch zu fetaler Tachykardie, Hypoglykdmien sowie zum Hyperinsulinismus nach der
Geburt fuhren (79). Von der WHO werden Betasympathomimetika zur Tokolyse nicht mehr
empfohlen (80).

In Deutschland wird zudem im Off-Label-Use Indometacin zur Wehenhemmung eingesetzt.
Indometacin gehort zu den unselektiven Cyclooxygenase (COX) — Hemmern. Die Isoformen
COX-1 und COX-2 sind wichtige Schliisselenzyme zur Konvertierung von Arachidonsaure in
Prostaglandine. Prostaglandine induzieren Uteruskontraktionen, indem sie die Bildung von
Myometrium-Gap-Junctions verstarken und damit die intrazellulare Kalziumkonzentration
erhdhen sowie die Aktivitat der Kinase der leichten Ketten von Myosin verstarken (81). Sie
werden in der Geburtshilfe deswegen auch zur Geburtseinleitung verwendet. Eine Hemmung
dieser Synthese hat also einen tokolytischen Effekt. Indometacin weist eine hohe Effizienz
und dabei eine geringe Rate an Nebenwirkungen auf (73,82). Die Anwendung erfolgt
entweder oral oder rektal (81). Es zeigt in zwei groRen Metaanalysen eine bessere
tokolytische Wirksamkeit verglichen mit den anderen Tokolytika (73,82). Allerdings zeigt
sich in einer Metaanalyse von 2015 ein erhohtes Risiko fiir intraventrikuldre Blutungen,
nekrotisierende Enterokolitis und periventrikuldre Leukomalazie der Neugeborenen (83). Der
COX-Hemmer wird aufgrund des Risikos eines vorzeitigen Verschlusses des Ductus
arteriosus botalli nur bis zur 32. Schwangerschaftswoche verwendet (84).

Neben Fenoterol und Indometacin gibt es noch andere Tokolytika.

Ein weiteres Medikament, das im Off-Label-Use verwendet wird, ist der Kalziumantagonist
Nifedipin (85). Es senkt den Blutdruck und wird in der Schwangerschaft auch zur Therapie
einer Hypertonie verwendet (86,87). Nifedipin gehort zu den Dihydropyridinen und blockiert
vorwiegend an der glatten Muskulatur des GefaRsystems Kalziumkandle vom L-Typ,
verhindert somit einen Kalziumeinstrom und fiihrt dadurch zu einer Vasodilatation (88).
Hauptnebenwirkungen sind Hypotension, Kopfschmerzen, Synkopen, Schwéche, Schwindel
und Palpitationen (89).

Ein weiteres in Deutschland zugelassenes Tokolytikum ist der Oxytocin-Antagonist Atosiban
(90). Atosiban hat die gleiche Wirksamkeit wie Nifedipin oder Betasympathomimetika, weist
dabei aber weniger Nebenwirkungen auf (91,92). Dazu gehéren Ubelkeit, Erbrechen,
Kopfschmerzen und Angina pectoris (93).

Des Weiteren kann Stickstoffmonoxid (NO) als Tokolytikum eingesetzt werden. Es wirkt

muskelrelaxierend auf den Uterus und kann somit vorzeitigen Wehen entgegenwirken



(94,95). Eine transdermale Verabreichung von NO in Form von Nitroglycerin ist im
Vergleich zu Nifedipin gleich effektiv, allerdings zeigen sich mehr maternale
Nebenwirkungen (96).

Die Wirkung von Magnesiumsulfat als Tokolytikum ist umstritten. Eine Metaanalyse von
2012 zeigt eine signifikante Wirkung im Vergleich zu Placebo (82). Demgegenuber steht ein
Review von 2014, das wiederum keine erhohte Wirksamkeit gegeniiber Placebo zeigt (97).

International wird Magnesiumsulfat zur Tokolyse nicht mehr empfohlen (98).

1.6 Ziele der Dissertation

Das Ziel dieser Studie war, den Einfluss von Betamethason, Indometacin und Fenoterol auf
neonatale und maternale Monozyten nach einer in vitro Stimulation mit E.coli zu untersuchen.
Wie schon erwahnt, wird Betamethason zur RDS-Prophylaxe wahrend der Schwangerschaft
bei drohender Frihgeburt eingesetzt. Damit genug Zeit bleibt, um die Kortikosteroide zu
verabreichen, werden bei vorzeitiger Wehentatigkeit unter anderem die Tokolytika Fenoterol
und Indometacin verwendet. Es ist jedoch wenig darliber bekannt, welche Auswirkungen
diese Medikamente auf das neonatale und maternale Immunsystem haben und ob die
Immunantwort bei gleichzeitig bestehender Infektion eingeschrankt ist. Zur Induktion einer
entziindlichen Immunantwort wurden mononukledare Zellen (MNC) mit E.coli-Lysat
stimuliert und anschlieBend mit den Medikamenten inkubiert. Als Vergleichsgruppe wurden
Zellen nichtschwangerer Frauen in gebarfahigem Alter (adult) verwendet. Um den Einfluss
von Betamethason, Indometacin und Fenoterol auf die Monozyten zu evaluieren, wurden die
Verdanderungen  der  Oberflachenmarkerexpression  und  die  Freisetzung  der

Entzindungsmarker I1L-10, IL-6 und TNF-a untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Untersuchungsmaterial

In Tabelle 1 ist die Auflistung des Untersuchungsmaterials dieser Studie zu sehen. Es wurde
EDTA-Blut von insgesamt 19 Mutter/Kind-Paaren abgenommen und untersucht. Dabei
handelte es sich um Reifgeborene nach Spontangeburt. Die Blutproben wurden direkt nach
der Geburt gewonnen. Das neonatale Blut wurde dabei Uber die Nabelschnur abgenommen.
Tabelle 1 zeigt das Alter der Mtter in Jahren, die Schwangerschaftswoche bei Entbindung
(Anzahl der Wochen plus einzelne Tage), das Blutvolumen in ml und die Gesamtzellzahl der
MNC.

Tabelle 1: Liste der Neonaten und der korrespondierenden Miitter

NI IVIAlit:;r SSW Blut-volumen Gesamtzellzahl Blutvolumen Gesamtzellzahl
(ahre) Mutter (ml) Mutter Neonat (ml) Neonat
1 27 41+0 13 18,615x10°8 15 78,285 x10°
2 36 40+5 15 18,75x10° 20 147,75x10°
3 29 40+2 9 24,098x10° 22,5 101,49 x10°
4 26 40+0 20 22 x10° 20 152,5 x10°
5 25 39+1 13 22,44 x10° 18 59,67 x10°
6 23 41+0 15 24,25 x10° 7,5 67,17 x10°
7 32 38+0 12,5 22 x10° 20 121,75 x10°
8 23 40+6 12,5 18,75 x10° 15 114 x108
9 26 39+1 12,5 27,03 x10° 17,5 113,73 x10°
10 26 40+0 12,5 24,75 x10° 12,5 88,75 x10°
11 22 40+4 12,5 31,25 x10° 20 79,25 x10°
12 28 40+5 8 15 x10° 17,5 95,25 x10°
13 37 37+2 15 19,5 x10° 20 46 x10°
14 22 42+0 12,5 14,75 x10° 12,5 67 x10°
15 32 40+1 9,5 32,75 x10° 16 107,75 x10°
16 24 37+6 13 24,25 x10° 17,5 105,5 x10°
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17 32 4040 15 24 x10° 12,5 71,75 x10°

18 27 37+0 20 43,5 x10° 20 105,75 x10°

19 30 41+1 11 24,75 x10° 11 90,5 x10°

Tabelle 2 zeigt das Alter der Kontrollprobandinnen in Jahren, das Blutvolumen in ml und die

jeweilige Gesamtzellzahl der MNC.

Tabelle 2: Liste der Kontrollgruppe (adult)

Nr. Alter (Jahre) Blutvolumen (ml) Gesamtzellzahl
1 28 25 22x10°

2 21 25 45,5 x10°
3 26 22 27 x10°

4 33 22 32,75 x10°
5 23 13 24,25 x10°
6 24 22 27,25 x10°
7 26 22,5 32,25 x10°
8 34 22,5 42 x10°

9 24 25 48,45 x10°
10 25 25 52,02 x10°
11 30 22,5 42 x10°
12 28 23 38,25x10°
13 32 22,5 28,815 x10°
14 26 22,5 49,215 x10°
15 26 24 35,5 x10°
16 23 23 24,75 x10°
17 28 25 34,935x10°
18 25 24 30,09 x10°
19 23 16 29,5 x10°
20 30 15 23,25 x10°
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2.1.2 Reagenzien

Tabelle 3: Reagenzien

Stoffe

Hersteller

Blutagarplatte

4% (w/v) Colombia Agar (Merck, Darmstadt,
Deutschland)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Fetales Kalberserum (FKS)

Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland

Formaldehyd (37%)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

H2SO4 (Schwefelsdure 2M, 1 mol/l)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Humanes Serum

Wolfgang Ernst

Pancoll human (pH 6,5 — 7-5; Dichte:1,077
g/ml)

Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland

Phosphate buffered saline (PBS) (pH 7,4)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

RPMI 1640 L-Glutamine

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Softasept® N 250ml Spriihflasche

Braun, Melsungen, Deutschland

Substrate Reagent Pack

R&D Systems, Minneapolis, USA

Trypanblau

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Tween®20

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

HRP-Streptavidin

R&D Systems, Minneapolis, USA

2.1.3 Puffer und Medien

Tabelle 4: Puffer und Medien

Puffer & Medien

Zusammensetzung

EDTA Stock Lésung

0,5MEDTA

FACS-Puffer

2 % (v/v) FKS, 2mM EDTA in PBS

Fixierlésung (2% Paraformaldehyd)

9,8 ml PBS, 0,6 ml Formaldehyd (36%)

PBS/EDTA

2mM EDTA in PBS

Reagent Diluent

1 % (w/v) BSA in PBS, steril filtriert
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Waschpuffer

0,05 % (v/v) Tween in PBS

Zellmedium

RPMI

10 % (v/v) FKS, 0,1% (v/v) Ampicillin in

2.1.4 Medikamente

Tabelle 5: Medikamente

Name

Wirkstoff

Hersteller

Celestan® Solub 4mg, 5 x
Iml

Betamethason
dihydrogenphosphat,

Dinatriumsalz

MSD Sharp & Dohme
GmbH, Haar, Deutschland

Liometacen® 50 mg/2ml

Indometacina Meglumina,

CHIESI Farmaceutici
S.p.A., Parma, Italien

Partusisten®5 x 10ml

Fenoterol hydrobromid

Boehringer Ingelheim
Pharma, Ingelheim am
Rhein, Deutschland

2.1.5 Antikorper

Tabelle 6: Aktivierung 4

Antikorper Flourochrom Klon Hersteller Verdlnnung
anti- human CD14 Pe/Cy7 HCD14 BioLegend 1:50

anti- human HLA-DR | FITC L243 BioLegend 1:50

anti- human CD71 Pe CY1G4 BioLegend 1:50

anti- human CD69 APC FN50 BioLegend 1:50

anti- human CD11b Pacific Blue™ ICRF44 BioLegend 1:133

anti- human CD64 PerCP/Cy55 |10.1 BioLegend 1:50
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Tabelle 7: Aktivierung 5

Antikorper Flourochrom Klon Hersteller Verdunnung
anti- human CD14 Pe/Cy7 HCD14 BioLegend 1:50
anti- human CD163 FITC GHI/61 BioLegend 1:50
anti- human CD38 Pe HIT2 BioLegend 1:50
anti- human CD192 APC KO36C2 BioLegend 1:50
anti- human CD11c Pacific Blue™ Bul5 BioLegend 1:50
anti- human CD32 PerCP/Cy 55 | FUN-2 BioLegend 1:50

2.1.6 Reaktionskits

Tabelle 8: Reaktionskits

Human 1l 10 DuoSet®

R&D Systems, Minneapolis, USA

Human 1l 6 DuoSet®

R&D Systems, Minneapolis, USA

Human TNF-alpha DuoSet®

R&D Systems, Minneapolis, USA

2.1.7 Gerate

Tabelle 9: Gerate

Gerate

Hersteller

Accu-Jet pro

Brand, Wertheim, Deutschland

BD LSR Il Flow Cytometer

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

COz.Inkubator Heracell 240i

Thermo Scientific, Fremont, USA

Eismaschine

Ziegra, Isernhagen, Deutschland

Eppendorf Reference® 100-1000 pl

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Reference® 10-100 pl

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Research® plus 0,5-10 pl

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Research® plus 100-1000 pl

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Research® plus 10-100 pl

Eppendorf, Hamburg, Deutschland




Eppendorf Research® plus 20-200 pl

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Research® plus 2-20 p

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Flussigkeits-Absaugsystem BVC basic

Vacuubrand, Wertheim, Deutschland

Gefrierschrank (-20°C) comfort

Liebherr, Kirchdorf a.d. Iller, Deutschland

Gefrierschrank (-80°C) Forma 905

Thermo Scientific, Fremont, USA

Handzéahler

Baumer 1O, Friedberg, Deutschland

Kuhlschrank Premium

Liebherr, Kirchdorf a.d. Iller, Deutschland

Magnetrihrer, Phoenix RSM10B

LabX, Midland, Kanada

Mehrfachdispenser, Handy Step S

Brand, Wertheim, Deutschland

Mikroplattenleser

Molecular Devices, Sunnyvale, USA

Mikroskop DM IL LED

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Neubauer-Zahlkammer

HBG Precicolor, Deutschland

Sterilbank, Herasafe KS18

Thermo Scientific, Fremont, USA

Stoppuhr, TR118

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Transferpipette® S 20-200 pl

Brand, Wertheim, Deutschland

Vortexer, Vortexgenie 2

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Vortexer, Vortex V-1 plus

A. Hartenstein, Deutschland

Waage EMB 1000-2

Kern, Balingen, Deutschland

Waage, PCD 350-3

Kern, Balingen, Deutschland

Zentrifuge, Mikro

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Zentrifuge, Rotina 380R

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Zentrifuge, Universal 320R

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

2.1.8 Verbrauchsmaterial

Tabelle 10: Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Hersteller

24-\Well Platte

Corning Incorporated, New York, USA

96-Well Platte

Corning Incorporated, New York, USA

Falcon™ Rohrchen (15ml, 50ml)

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Filter System 500ml

Corning Incorporated, New York, USA
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Filterspitzen (20pul, 200pl, 1000ul)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Glas-Pasteurpipetten 150mm

neolLab, Heidelberg, Deutschland

NeoTouch® Handschuhe S

Ansell, Yarra City, Australien

Pipettenspitzen (201, 200ul, 1000pl)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Plate Sealers, Polyester

Corning Incorporated, New York, USA

Prazisions Dispenser Tips

Brand, Wertheim, Deutschland

Premium Cardboard Freezer Box

Biologix Group, China

Rohre 5 mi

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Safe Seal Reagiergefal? (1,5ml, 2ml)

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Serologische Pipette (5ml, 10ml, 25ml)

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

S-Monovette® 9ml K3 EDTA

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

2.1.9 Software

Tabelle 11: Software

BD FACSDiva

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Flow Jo

Flow Jo LLC, Ashland, USA

Graph Pad Prism

Graph Pad Software, La Jolla, USA

Microsoft Office 2013

Microsoft Corporation, Redmond, USA

SoftMax Pro Data Aquisition & Analysis

Software

Molecular Devices, Sunnyvale, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Studiendesign

In einer in vitro Studie wurde experimentell der Einfluss von Betamethason, Indometacin und

Fenoterol auf neonatale und maternale Monozyten untersucht.

Das Untersuchungsmaterial stammte von 19 spontan- und reifgeborenen Einlingen und deren

Miittern (vgl. Tabelle 1). Die Teilnehmer wurden zufallig, nach Beachtung der Ein- und

Ausschlusskriterien, ausgewéhlt. Die Blutentnahmen wurden von Mitarbeitern der Klinik St.

Hedwig kurz nach Entbindung des jeweiligen Neugeborenen durchgefiihrt. Die anschlie3ende

experimentelle Untersuchung erfolgte im José-Carreras-Forschungsinstitut (Gebéude H1,

Raum 13, AG Ernst) und wurde innerhalb von 12 Stunden nach Entnahme begonnen. Der

Untersuchungszeitraum lag zwischen April und August 2017.

Einschlusskriterien:

Komplikationslose Spontangeburt von Reifgeborenen (SSW > 37)

Keine erhohten Entziindungsparameter im Labor vor der Geburt: C-reaktives Protein
(CRP) <5 mgl/l, Leukozytenkonzentration > 4000 / pl und < 10000 / pl

Erfolgte Aufklarung und schriftliche Einverstandniserklarung der Patienten vor der

Entnahme

Ausschlusskriterien

Erhohte Entzlindungszeichen im Labor (CRP > 10 mg/l, Leukozyten < 4000 / ul
und > 10000 / pl)

Frithgeborene (SSW < 36+6)

Fehlende Einverstandniserklarung

Schlechte Qualitat des Untersuchungsmaterials (teilweise geronnen)
Entnahmezeitpunkt > 12 Stunden

SSW > 42+0

Das Blut der Neugeborenen wurde postpartal Uber die UmbilicalisgefaBe der Nabelschnur

abgenommen und in EDTA-ROhrchen gefillt. AnschlieBend wurde der Mutter Blut
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abgenommen. Es lagen jeweils 2 — 3 Roéhrchen (vgl. Tabelle 1) vor, die dann bis zur
Abholung im Kuhlschrank bei 5 °C aufbewahrt wurden. Das Durchschnittsalter der Mdtter
lag bei 28 Jahren, dabei war die &lteste 37 Jahre und die jlingste Gebarende 22 Jahre alt. Die
Schwangerschaftswochen bei Entbindung lagen zwischen Woche 37+0 und 42+0.

Um die maternalen Zellen mit adulten Monozyten nichtschwangerer Frauen vergleichen zu
kénnen, wurde eine Kontrollgruppe mit 20 Frauen im gebdrfahigen Alter (vgl. Tabelle 2)
erstellt. Die Probandinnen waren zwischen 21 und 34 Jahren alt, der Durchschnitt lag bei 27
Jahren. Alle Teilnehmerinnen waren zum Zeitpunkt der Abnahme klinisch gesund. Es wurden
jeweils 15 — 25 ml Blut entnommen und bis zum Beginn des Experiments, das spatestens 5

Stunden spéter begann, bei 5° C gelagert.

2.2.2 lIsolation mononuklearer Zellen

Um die mononukleédren Zellen (engl.: mononuclear cells, MNC) aus dem Blut zu isolieren,
wurde die Methode der Dichtezentrifugation angewandt. Dazu diente Pancoll human
(PanBiotech), das mit Hilfe von GrélRen- und Gewichtsunterschieden der zu trennenden
Zellen einen Gradienten erstellt.

Zunachst wurde das Blut in einem 1:1 Gemisch mit phosphatgepufferter Salzlésung (engl.:
phosphate buffered saline, PBS) (Sigma-Aldrich) in einem Falcon (BD Biosciences)
verdinnt. 20 bis 35 ml davon wurden auf 15 ml der Trennflissigkeit vorsichtig
Ubergeschichtet. Danach wurde das Falcon mit dem Gemisch bei einer relativen
Zentrifugalbeschleunigung (engl.: relative centrifugal force, rcf) von 600 g 30 Minuten bei

Raumtemperatur zentrifugiert (Beschleunigung 5, Bremse 1).

Abbildung 1 zeigt schematisch den Unterschied zwischen den Falcons, vor und nach der
Zentrifugation. Die verschiedenen Phasen sind deutlich erkennbar. Die Erythrozyten bilden
Komplexe mit den Polysacchariden der Trennflissigkeit und lagern sich mit den
Granulozyten, deren Dichte hoher ist als die von Pancoll, am Boden des Falcons ab.

Die MNC und Thrombozyten dringen nicht in die Trennflissigkeit ein, da sie eine geringere
Dichte als diese besitzen. Sie sind somit zwischen Pancoll und dem Serum-Plasma-Gemisch

als eigene Schicht zu finden.
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Nachdem 5 bis 10 ml des Uberstandes abgesaugt wurden, wurden die MNC vorsichtig mit
einer Pipette in ein Falcon 0berfihrt, in das vorher 25 ml PBS/EDTA (2 mM EDTA)

vorgelegt wurden.

Abbildung 1: Dichtegradient
Vor Zentrifugation Nach Zentrifugation

Blut-PBS- == <¢== Plasma-PBS-Gemisch

Gemisch

<== Mononukleare Zellen

= 4= Pancoll

\v/ <= Erythrozyten und

Granulozyten

Pancoll

Es folgten zwei Waschschritte. Dazu wurde das MNC-PBS/EDTA-Gemisch bei 300 g,
(Beschleunigung und Bremse von 8) 10 Minuten bei einer Temperatur von 4 °C zentrifugiert.
Danach wurde der Uberstand des Zellpellets abgesaugt, die Zellen resuspendiert und erneut
mit PBS/EDTA gewaschen.

Am Ende wurden die Zellen in 5 ml Zellmedium aufgenommen.

2.2.3 Bestimmung der Zellzahl

Zur Zellzéhlung wurde die Neubauer-Zahlkammer verwendet. Dazu wurde aus 10 pl der
Zellen eine 1:20 Verdunnung mit Trypanblau hergestellt. Trypanblau dringt in tote Zellen ein
und farbt diese dunkelblau, lebendige heben sich dagegen weilich von dem blauen
Untergrund ab und sind somit gut voneinander zu unterscheiden. Da Trypanblau auch
zytotoxisch wirkt, wurde die Zahlung unmittelbar nach der Farbung an einem Lichtmikroskop

(LeicaMicrosystems) durchgefihrt.
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Die Neubauer-Zéhlkammer besteht aus 4 Quadranten. Diese wurden einzeln ausgezéhlt und

ein Mittelwert gebildet. Folgende Formel diente zur Berechnung der Zellzahl pro Milliliter:

Zellzahl

Mittelwert x Kammerfaktor (10*) X Verdinnung (20) = ]

2.2.4 Stimulationsversuch

Die in vitro Stimulation erfolgte in einer 24-Well-Platte (Corning Incorporated). Die
Negativkontrolle (-) setzte sich aus MNC und Zellmedium zusammen. In allen anderen Wells
wurden die Zellen mit E.coli-Lysat stimuliert. Die Medikamente wurden zundchst einzeln
eingesetzt (B, I, F) und die beiden Tokolytika jeweils zusatzlich mit dem Glukokortikoid
Betamethason kombiniert (siehe Tabelle 13).

Um die Medikamente in ihrer physiologischen Konzentration einzusetzen, wurden diese
vorverdinnt. Tabelle 12 zeigt die jeweilige Ausgangskonzentration der Medikamente, die
Verdlnnung, die eingesetzte Menge und die daraus folgende Endkonzentration im Well.

Tabelle 12: Verdiinnung der Medikamente und des Lysats fur die Titration

Ausgangs- Verdunnung Eingesetzte Endkonzentration
konzentration Menge im Well
MNC Unterschiedlich | Auf 2x10° Zellen pro ml | 1 ml 1x10° Zellen/ml
einstellen
Betamethason | 1 mg/ml 12 pl + 738 ul ZzM = | 10l 80 ng/ml
750ul
Indometacin 1 mg/ml 25 ul + 100 pl ZzM =| 10 pl 1 pg/ml
125pl
Fenoterol 50 pg/ml 4 pl + 1246 pyl ZzZM = | 10 ul 0,8 ng/ml
1250 pl
E.coli-Lysat 1x10% 20 pl + 980 pl ZM = 10 pl 2x10°
1000 pl

Es wurde zundchst 1 ml der MNC in jedes Well vorgelegt. Danach wurden jeweils 10 pl
E.coli- Lysat und Medikamente dazugegeben und schlieBlich jedes Well mit Zellmedium auf
2 ml aufgefillt (siehe Tabelle 13).
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Die Ansatze wurden bei 37 °C im Inkubator (ThermoScientific) fir eine Dauer von 24

Stunden inkubiert.

Tabelle 13: Pipettierschema fur den Stimulationsversuch

MNC E. coli | Betamethason | Indometacin Fenoterol Zellmedium
(1x10° Zellen/ml) | - Lysat | (80 ng/ml) (1 pg/ml) (0,8 ng/ml)
— 1000 pl 1000 pl
+ 1000 pl 10 pl 990 pl
B 1000 pl 10 ul 10 pl 980 pl
I 1000 pl 10 ul 10 pl 980 pl
Bl 1000 pl 10 pl 10 pl 10 pl 970 pl
F 1000 pl 10 ul 10 pl 980 pl
BF 1000 pl 10 10 pl 10 pl 970 pl

2.2.5 Durchflusszytometrische Analyse

Fur die Untersuchung der Oberflachenmarkerexpression der Monozyten wurden die Zellen
mit fluorochrommarkierten Antikérpern markiert. Diese binden die Proteine und lassen somit
eine Aussage Uber die Haufigkeit der Expression zu. Es wurden insgesamt zwei Farbungen
durchgefuhrt. Tabelle 14 und 15 zeigen die verwendeten Antikorper, das jeweilige

Flourochrom und das Pipettierschema fur den Mastermix.

Tabelle 14: Mastermix Farbung 1

Antikorper Flourochrom Pipettierschema
anti- human CD14 Pe/Cy7 28 ul

anti- human HLA-DR FITC 28 ul

anti- human CD71 Pe 28 ul

anti- human CD69 APC 28 ul

anti- human CD11b Pacific Blue™ | 10,5 pl

anti- human CD64 PerCP/Cy5.5 |28l
FACS-Puffer 521,5 ul
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Tabelle 15: Mastermix Farbung 2

Antikorper Flourochrom Pipettierschema
anti- human CD14 Pe/Cy7 28 i

anti- human CD163 FITC 28 i

anti- human CD38 Pe 28 i

anti- human CD192 APC 28 i

anti- human CD11c Pacific Blue™ 28 pl

anti- human CD32 PerCP/Cy 5.5 28 ul
FACS-Puffer 504 ul

Die Zellen aus 2.2.4 wurden in 2 ml Reagiergefal3e (Sarstedt) tberflihrt. Durch mehrmaliges
Auf- und Abpipettieren im Well wurde gewéhrleistet, dass auch die adhédrenten Zellen
aufgenommen wurden. Die Proben wurden bei 300 g und 4 °C fur 10 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand, jeweils 500 pl, wurde in vier 1,5 ml ReagiergefaRe gegeben und anschlieRend
bei -70 °C eingefroren. Er diente der spater durchgefiihrten Zytokinanalyse (siehe 2.2.7).

Zu dem Zellpellet wurden 150 pl FACS-Puffer gegeben und die Zellen darin resuspendiert.
Fur die beiden Farbungen wurden daraus nun jeweils 50 pl (entspricht ca. 2x10° Zellen) in 5
ml Réhrchen gegeben. Zu jeder Probe wurde zundchst 2 pul humanes Serum hinzugefugt, auf
dem Vortexer (Carl Roth) kurz gemischt und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, um
unspezifischen Bindungen der Antikorper vorzubeugen. Anschliefend wurden 48 pl des
jeweiligen Mastermixes dazugegeben. Nach kurzem Mischen wurden diese fur weitere 30

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Abbildung 2 dient zur Veranschaulichung.

Abbildung 2: Probe zur Analyse durch die Durchflusszytometrie

\ \

MNC-FACS-Puffer- MNC-FACS-Puffer-
Gemisch Gemisch

humanes Serum humanes Serum
Mastermix Féarbung Mastermix Féarbung
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Es folgten zwei Waschschritte. Dazu wurde in jedes Rohrchen 3 ml FACS-Puffer gegeben
und die Proben bei einer rcf von 300 g, 10 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde dekantiert und der VVorgang wiederholt.

AbschlieRend wurden unter stdndigem Mischen auf dem Vortexer 100 pl der Fixierlésung

(2 % Formaldehyd in PBS) hinzugegeben. Die Proben wurden bis zur FACS-Analyse im
Kihlschrank bei 5 °C gelagert.

2.2.6 Durchfuhrung der FACS-Analyse und statistische Auswertung

Die Analyse durch das FACS-Gerdt fand im Institut fir Immunologie in der Uniklinik
Regensburg statt.

Die Proben wurden zunéchst auf dem Vortexer gemischt und dann in das BD LSR Il Flow
Cytometer (BD Biosciences) eingelesen. Zur Erfassung der Proben am Computer diente die
Software BD FACSDiva (BD Biosciences).

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Graph Pad Prism (Graph Pad Software).

2.2.7 Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Der Einfluss von Betamethason, Indometacin und Fenoterol auf die Zytokinproduktion
mononukledrer Zellen wurde durch einen Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) gemessen. Dabei wurden zwei Antikérper (Capture und Detection) verwendet, die
an unterschiedlichen Epitopen am Antigen binden. Untersucht wurden die Zytokine
Interleukin 6 (IL-6), Interleukin 10 (IL-10) und der Tumornekrosefaktor (TNF-a). Als
Testmaterial dienten die eingefrorenen Uberstinde aus 2.2.5. Es wurde jeweils eine
Verdinnung (IL-6 1:1000, IL-10 1:10 und TNF-a 1:20) eingesetzt mit einem Duplikat zu
jeder Probe. Der Test wurde nach Angaben des Herstellers (R&D Systems) durchgefiihrt.

Zur Veranschaulichung der einzelnen Schritte dient Abbildung 3.

Im ersten Schritt wurde eine 96-Well Platte (Corning Incorporated) mit dem Capture-
Antikorper (R&D Systems) gecoatet. Dazu wurde der Antikdrper in PBS geldst
(Konzentration: 2ug/ml) und 100 pl in jedes Well pipettiert. Die Platte wurde mit einem Plate
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Sealer (Corning) bedeckt und Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Die Antikorper
sanken Uber Nacht ab und verankerten sich an der Oberflache des Wells.

Am néchsten Tag folgten drei Waschschritte. Der Inhalt der Platte wurde zunéchst abgekippt
und dann jedes Well mit 300 pl Waschpuffer (0,05 % Tween in PBS) gefillt. Nach einer
Inkubationszeit von ca. 3 Minuten wurde der Inhalt dekantiert und die Platte auf sauberen
Papierhandtiichern ausgeklopft. Dieser Vorgang wurde zwei Mal wiederholt.

Um unspezifische Bindungen des Detection-Antikorpers zu verhindern, wurde vorher mit
Reagent Diluent (1% BSA in PBS) geblockt. Dazu wurden 300 pl in jedes Well gefullt und
die Platte fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

Daraufhin wurde, ausgehend von der héchsten Konzentration des Standards, eine serielle
(siehe Tabelle 16). Als
Negativkontrolle diente der sogenannte Blank, der nur Reagent Diluent enthielt. Es wurden

Verdunnungsreine (1:2,5) mit Reagent Diluent erstellt
jeweils 100 pl des Standards und der verdiinnten Proben (ebenfalls mit Reagent Diluent) in
die verschiedenen Wells gegeben. Die 96-Well-Platte wurde entweder tber Nacht bei 5 °C
oder fur zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, damit die in der Probe befindlichen

Zytokine von dem Capture-Antikorper gebunden werden konnten.

Tabelle 16: Verdinnungsreihe Standard

IL-6 IL-10 TNF-a
Konzentration (pg/ml) | Konzentration (pg/ml) | Konzentration (pg/ml)
Standard 1 600 2000 1000
Standard 2 240 800 400
Standard 3 96 320 160
Standard 4 38,4 128 64
Standard 5 15,36 51,2 25,6
Standard 6 6,144 20,48 10,24
Standard 7 2,457 8,19 4,096
Blank 0 0 0

Die Platte wurde drei Mal gewaschen. Nun wurden jeweils 100 ul des biotinkonjugierten
Detection-Antikorpers (50 ng/ml in Reagent Diluent) aufgetragen und fiir 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert, damit dieser an die Zytokine binden konnte. Danach folgten

wieder drei Waschschritte, um den nichtgebundenen Antikorper auszuwaschen. AnschlieRend
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wurden 100 pl Meerrettichperoxidase (engl.: horseradish-peroxidase, HRP) konjugiertes
Streptavidin (1:40 verdinnt mit Reagent Diluent) hinzugefiigt, das an das Biotin des
Detection-Antikorpers band. Die Platte wurde 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach weiteren drei Waschschritten wurden nun 100 pl der Substrate Solution (1:1 Mischung
aus Reagent A (Wasserstoffperoxid) und B (Tetramethylbenzidin)) hinzugegeben. Die
Meerrettichperoxidase des Streptavidins setzte nun das Substrat um, was zu einem blauen
Farbumschlag flhrte. Je nach Reaktionszeit wurde die Platte nach 8 bis 20 Minuten durch
Zugabe von 50 pl Stop Solution (2 N H2SOg4) abgestoppt. Durch die die Zugabe von 2 N
Schwefelsdure wurde die Flussigkeit im Well auf einen pH-Wert von 1 gesenkt, bei dem die
katalytische Aktivitat der Peroxidase nicht mehr vorhanden war. AuBerdem gab es einen
Farbumschlag vom blau geféarbten 3,3', 5,5'-Tetramethylbenzidin-Radikalkation in das stabile
gelbe 3,3', 5,5'-Tetramethyl-1,1'-diphenochinon-4,4'-diimoniumion.

Die Absorption des gelb gefarbten lons wurde nun mit dem Mikroplattenleser (Molecular
Devices) bei einer Wellenldange von 450 und 540 nm photometrisch gemessen. Dies erfolgte
innerhalb der ersten 20 Minuten nach dem Abstoppen. SoftMax (Molecular Devices) diente
dabei als Lesesoftware.

Abbildung 3: Sandwich ELISA

HRP

idi \Substrat
Streptavidin -’ * P

«= Detection Antikdrper
Probe (Antigen) we /*\

«= Capture Antikdrper
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3 Ergebnisse

3.1 Einfluss der Medikamente auf den Aktivierungszustand der Monozyten

Um die Einflisse der Medikamente zu untersuchen, werden die Zellen, die mit den
Medikamenten inkubierten wurden (Zellen + E.coli-Lysat + Medikamente), mit der
Positivkontrolle (Zellen + E.coli-Lysat) verglichen.

3.1.1 Neonatale Monozyten

Abbildung 4 =zeigt die signifikanten Auswirkungen der Medikamentenstimulation auf
neonatale Monozyten.

Betamethason allein und in Kombination mit einem der beiden Tokolytika wirkt inhibierend
auf die Expression von CD14 (siehe Diagramm A, Abbildung 4).

Betamethason allein und in Kombination mit jeweils einem der beiden Tokolytika wirkt
inhibierend auf die Expression von CD32 (siehe Diagramm G, Abbildung 4).

Betamethason allein und in Kombination mit einem der beiden Tokolytika fuhrt zu einer
Hemmung der Expressionsanderung von HLA-DR (siehe Diagramm C, Abbildung 4).
Betamethason in Kombination mit Indometacin fuhrt zu einer Hemmung der
Expressionsanderung von CD11b (siehe Diagramm D, Abbildung 4).

Betamethason allein und in Kombination mit einem der beiden Tokolytika hat einen
inhibierenden Effekt auf die Expressionsdnderung von CD163 und fihrt dadurch zu einer
Zunahme der Expression des Oberflachenmarkers (siehe Diagramm F, Abbildung 4).
Betamethason allein und in Kombination mit einem der beiden Tokolytika wirkt induzierend
auf die Expression von CD38 (siehe Diagramm E, Abbildung 4).

Indometacin wirkt induzierend auf die Expression von CD69 (siehe Diagramm B,
Abbildung 4).
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Abbildung 4: Oberflachenmarker neonataler Monozyten
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Abbildung 4 stellt die Expression der Oberflaichenmarker neonataler Monozyten in
Abhéngigkeit der zugegebenen Medikamente Bethametason (B), Indometacin (1) und Fenoterol

. (F) und E. coli (+) dar. Alle Zellen wurden mit E.coli stimuliert mit Aushahme der

Bei ni- Negativkontrolle (-). Die statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s KTe.
28 Posttest. (* =p <0,05; **=p <0,01; ***=p <0,001)



Betamethason allein zeigt bei drei Oberflachenmarkern einen inhibierenden Effekt auf die
Expressionsanderung (CD14, HLA-DR, CD163).

Betamethason in Kombination mit Indometacin zeigt bei vier Oberflachenmarkern (CD14,
HLA-DR, CD11b, CD163) einen inhibierenden Effekt auf die Expressionsédnderung.
Betamethason in Kombination mit Fenoterol zeigt bei drei Oberflachenmarkern (CD14, HLA-
DR, CD163) einen inhibierenden Effekt auf die Expressionsédnderung.

Betamethason allein und in Kombination mit jeweils einem der beiden Tokolytika zeigt einen
induzierenden Effekt auf die Expressionsanderung von einem Oberflachenmarker (CD32).
Indometacin allein zeigt bei einem Oberflachenmarker (CD69) einen induzierenden Effekt auf
die Expressionsénderung.

Fenoterol allein zeigt keine signifikanten Effekte auf die Oberflachenmarkerexpression.
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3.1.2 Maternale Monozyten

Abbildung 5 zeigt die signifikanten Auswirkungen der Medikamentenstimulation auf

maternale Monozyten.

Betamethason allein und in Kombination mit jeweils einem der beiden Tokolytika wirkt
inhibierend auf die Expression von CD69 (siehe Diagramm A, Abbildung 5).

Betamethason in Kombination mit Indometacin wirkt inhibierend auf die Expression von
CD32 (siehe Diagramm F, Abbildung 5).

Betamethason in Kombination mit jeweils einem der beiden Tokolytika fuhrt zu einer
Hemmung der Expressionsédnderung von HLA-DR (siehe Diagramm B, Abbildung 5).
Betamethason in Kombination mit Indometacin fuhrt zu einer Hemmung der
Expressionséanderung von CD64 (siehe Diagramm D, Abbildung 5).

Betamethason allein und in Kombination mit einem der beiden Tokolytika fihrt zu einer
Hemmung der Expressionsdnderung von CD38 und CD163 und fuhrt dadurch zu einer
Zunahme der Expression des Oberflachenmarkers (siehe Diagramm C und E, Abbildung 5).
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Abbildung 5: Oberflachenmarker maternaler Monozyten
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Abbildung 5 stellt die Expression der Oberflachenmarker maternaler Monozyten in
Abhéngigkeit der zugegebenen Medikamente Bethametason (B), Indometacin (1) und
Fenoterol (F) und E. coli (+) dar. Alle Zellen wurden mit E.coli stimuliert mit Ausnahme der
Negativkontrolle (-). Die statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s
Posttest. (* =p <0,05; **=p <0,01; ***=p <0,001)
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Bei maternalen Monozyten zeigen sich bei 6 von 11 Oberflachenmarkern signifikante Effekte.
Betamethason allein zeigt bei drei Oberflachenmarkern (CD69, CD38, CD163) einen
inhibierenden Effekt auf die Expressionsédnderung.

Betamethason in Kombination mit Indometacin zeigt bei funf Oberflachenmarkern einen
inhibierenden Effekt (CD69, HLA-DR, CD38, CD64, CD163) auf die Expressionsanderung.
Betamethason in Kombination mit Fenoterol zeigt bei vier Oberflachenmarkern (CD69, HLA-
DR, CD38, CD163) einen inhibierenden Effekt auf die Expressionsanderung.

Indometacin in Kombination mit Betamethason zeigt bei einem Oberflachenmarker (CD32)
einen induzierenden Effekt auf die Expressionséanderung.

Indometacin und Fenoterol allein zeigen keine signifikanten Effekte auf die

Oberflachenmarkerexpression.
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3.1.3 Adulte Monozyten

Abbildung 6 und 7 zeigen die signifikanten Auswirkungen der Medikamentenstimulation auf
adulte Monozyten.

Betamethason in Kombination mit Fenoterol wirkt inhibierend auf die Expression von CD32
(siehe Abbildung 6).

Betamethason in Kombination mit Indometacin wirkt inhibierend auf die Expression von
CD14 (siehe Diagramm A, Abbildung 7).

Betamethason allein und in Kombination mit Indometacin wirkt inhibierend auf die
Expression von CD69 (siehe Diagramm B, Abbildung 7).

Betamethason in Kombination mit Indometacin fuhrt zu einer Hemmung der
Expressionséanderung von HLA-DR, CD11b und CD11c (siehe Diagramm C, D und H,
Abbildung 7).

Indometacin allein und in Kombination mit Betamethason flihrt zu einer Hemmung der
Expressionséanderung von CD38 und CD64 und fuhrt dadurch zu einer Zunahme der
Expression des Oberflachenmarkers (siehe Diagramm E und F, Abbildung 7).
Betamethason allein und in Kombination mit Indometacin fuhrt zu einer Zunahme der

Expression des Oberflaichenmarkers CD163 (siehe Diagramm G, Abbildung 7).
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Abbildung 7: Oberflachenmarker adulter Monozyten
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Abbildung 6 und 7 stellt die Expression der Oberflichenmarker adulter Monozyten in
Abhéngigkeit der zugegebenen Medikamente Bethametason (B), Indometacin (1) und Fenoterol
(F) und E. coli (+) dar. Alle Zellen wurden mit E.coli stimuliert mit Ausnahme der
Negativkontrolle (-). Die statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s
Posttest. (* =p <0,05; **=p <0,01; ***=p <0,001)



Bei adulten Monozyten zeigen sich bei 9 von 11 Oberflachenmarkern signifikante Effekte.
Betamethason allein zeigt bei einem Oberflachenmarker (CD69) einen inhibierenden Effekt
auf die Expressionséanderung.

Betamethason in Kombination mit Indometacin zeigt bei sieben Oberflachenmarkern (CD14,
CD69, HLA-DR, CD11lb, CD38, CD64, CD11c) einen inhibierenden Effekt auf die
Expressionsanderung.

Indometacin allein zeigt bei zwei Oberflachenmarkern (CD38, CD64) einen inhibierenden
Effekt auf die Expressionsanderung.

Betamethason in Kombination mit Fenoterol zeigt bei einem Oberflachenmarker (CD32)
einen induzierenden Effekt auf die Expressionsédnderung.

Fenoterol allein zeigt keinen signifikanten Einfluss auf die Oberflachenmarkerexpression.

Bei CD163 ist keine Verdnderung der Oberflachenmarkerexpression durch die Stimulation

mit E.coli sichtbar.
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3.2 Zytokinfreisetzung

Im Folgenden werden die Auswirkungen der Medikamentenstimulation auf die
Zytokinproduktion der MNC gezeigt. Der Einfluss der Medikamente (Zellen + E.coli-Lysat +
Medikamente) wird dabei mit der Positivkontrolle (Zellen + E.coli-Lysat) verglichen.

3.2.1 Interleukin-6

Abbildung 8 zeigt die Auswirkung auf das Zytokin IL-6.

Betamethason allein und in Kombination mit Indometacin und Fenoterol reduziert signifikant
die Freisetzung von IL-6 bei neonatalen und maternalen Zellen (Diagramm A und B,
Abbildung 8).

Bei adulten Zellen zeigt kein Medikament einen signifikanten Einfluss auf die Freisetzung
(Diagramm C, Abbildung 8).

Abbildung 8 Ausschittung Zytokin IL-6
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Abbildung 8 stellt die Ausschittung des Zytokins IL-6 neonataler, maternaler und adulter MNCs in
Abhéngigkeit der zugegebenen Medikamente Bethametason (B), Indometacin (I) und Fenoterol (F) und E. coli
(+) dar. Alle MNCs wurden mit E.coli stimuliert mit Ausnahme der Negativkontrolle (-). Die statistische
Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Posttest. (* = p < 0,05; ** =p <0,01; *** =p <0,001)
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3.2.2 Interleukin-10

Abbildung 9 zeigt die Auswirkung auf das Zytokin IL-10.
Betamethason allein und in Kombination mit Fenoterol reduziert signifikant die Freisetzung
von IL-10 bei maternalen Zellen (Diagramm B, Abbildung 9).

Bei neonatalen und adulten Zellen zeigt kein Medikament einen signifikanten Einfluss auf die
Freisetzung von IL-10 (Diagramm A und C, Abbildung 9).

Abbildung 9 Ausschittung Zytokin I1L-10
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Abbildung 9 stellt die Ausschittung des Zytokins IL-10 neonataler, maternaler und adulter MNCs in
Abhangigkeit der zugegebenen Medikamente Bethametason (B), Indometacin (1) und Fenoterol (F) und E.
coli (+) dar. Alle MNCs wurden mit E.coli stimuliert mit Ausnahme der Negativkontrolle (-). Die
statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Posttest.

(*=p=<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001)
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3.2.3 Tumornekrosefaktor-a

Abbildung 10 zeigt die Auswirkung auf das Zytokin TNF-a.
Fenoterol in Kombination mit Betamethason reduziert signifikant die Freisetzung von

TNF-a bei neonatalen, maternalen und adulten Zellen (Diagramm A, B und C, Abbildung
10).

Indometacin zeigt keinen signifikanten Effekt auf die Zytokinproduktion von TNF-a.

Abbildung 10 Ausschiittung Zytokin TNF-a
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Abbildung 10 stellt die Ausschittung des Zytokins TNF-a neonataler, maternaler und adulter MNCs in
Abhangigkeit der zugegebenen Medikamente Bethametason (B), Indometacin (1) und Fenoterol (F) und E.

coli (+) dar. Alle MNCs wurden mit E.coli stimuliert mit Ausnahme der Negativkontrolle (-). Die
statistische Analyse erfolgte mittels Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Posttest.
(*=p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001)
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4 Diskussion

4.1 Einfluss von Betamethason auf Stoffwechsel und Immunsystem des Neonaten

Ein Aspekt dieser Arbeit ist die Untersuchung des Effekts von Betamethason auf aktivierte
Monozyten. Mit dem folgenden Uberblick wird dieser Effekt zundchst in den
Gesamtzusammenhang weiterer Glukokortikoidwirkungen gestellt.

Glukokortikoide sind korpereigene Hormone. Sie gehdren zur Gruppe der Kortikosteroide,
die in der Nebennierenrinde synthetisiert werden. Neben dem Einfluss auf den Stoffwechsel
des Korpers haben sie auch eine immunsuppressive Wirkung. Deswegen werden sie
synthetisch hergestellt und unter anderem zur Therapie von Autoimmunkrankheiten,
rheumatischen Erkrankungen, chronisch entziindlichen Darmerkrankungen und Multipler
Sklerose verwendet (99). Dabei kann die systemische Langzeiteinnahme erhebliche
Nebenwirkungen verursachen. Dazu gehdren Osteoporose, das metabolische Syndrom und
ein erhohtes Risiko fir kardiovaskuldre Erkrankungen (100-102). Aber auch auf der
zelluléren Ebene zeigen sich Veranderungen. Die Freisetzung von Zytokinen wird gehemmt
und es kann zu Veranderungen der Zellzahl von Leukozyten im Blut kommen (103,104).
Glukokortikoide binden an den Glukokortikoidrezeptor (GR). Der GR ist ein
ligandenabhangiger Transkriptionsfaktor, der von fast allen Zellen im Kdrper exprimiert wird.
Die jeweilige Wirkung von Glukokortikoiden auf die Zelle ist dabei zellspezifisch (105).

Wie schon in 1.4 beschrieben, werden Glukokortikoide bei drohender Friihgeburt seit vielen
Jahren eingesetzt. Dabei filhren sie zu einer signifikanten Reduktion des RDS,
intraventrikuldrer Blutungen, systemischer Infektionen in den ersten Lebensstunden, der
nekrotisierenden Enterokolitis und zu einer Abnahme der neonatalen Mortalitat (71). Die
RDS-Prophylaxe ist in der Geburtshilfe in der westlichen Welt weit verbreitet und findet eine
regelmaBige Anwendung. In Deutschland wird dafur standardmaRig Betamethason und
alternativ. Dexamethason verwendet (64). Doch neben den erheblichen Vorteilen einer
Glukokortikoidgabe gibt es auch unerwiinschte Nebenwirkungen auf das ungeborene Kind.
Beispielsweise weist das synthetisch hergestellte Betamethason eine andere Bioaktivitat auf
als endogene Glukokortikoide. Betamethason kann leicht die Plazenta passieren. Auerdem
ist es nicht wie das korpereigene Kortisol an das Transportprotein Transcortin gebunden und

wird auch nicht wie Kortisol durch das Enzym 11B-HSD2 in eine biologisch inaktive Form
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katalysiert. Es wirkt somit ungehindert auf den Fetus (106-108). Antenatal verabreichte
Glukokortikoide unterdriicken zudem vorubergehend die Konzentration des fetalen
Wachstumshormons sowie die Steroidproduktion beim Feten, die sich erst nach 7 Tagen
wieder normalisieren (109,110). Eine einmalige Gabe von prénatalen Glukokortikoiden kann
auBerdem durch eine Verédnderung der Funktion des Plazentatransporters zu
Plazentaanomalien flihren (111).

Glukokortikoide haben auch Einfluss auf das Geburtsgewicht. In Tierversuchen wurde
gezeigt, dass Ratten, die pranatal Dexamethason erhielten, ein geringeres Geburtsgewicht
aufwiesen (112). Auch menschliche Reifgeborene mit vorgeburtlicher Betamethasongabe
weisen einen kleineren Kopfumfang, ein geringeres Korpergewicht und -lange auf, obwohl
sie sich pranatal in der GroRe nicht von der Kontrollgruppe unterschieden (113). Bei
mehrmaliger Gabe préanataler Glukokortikoide nimmt das Geburtsgewicht sogar noch weiter
ab (114). Bei Zwillingspaaren wurde beobachtet, dass Betamethason dosisabhéngig das
Geburtsgewicht, den Kopfumfang und die L&nge wvon weiblichen frihgeburtlichen
Zwillingspaaren reduziert, wobei die neonatale Mortalitdt und Morbiditat nicht verbessert
wird (115).

Auch Auswirkungen auf den Stoffwechsel wurden beobachtet. In einem Versuch mit Ratten
wurde gezeigt, dass in der letzten Schwangerschaftswoche verabreichtes Dexamethason zu
einer gestorten Glucosetoleranz im Erwachsenenalter fiihren kann (116). Auch in
menschlichen Versuchen wurde nachgewiesen, dass die Gabe von prénatalem Betamethason
im Nabelschnurblut von Neugeborenen tber der 35. Schwangerschaftswoche zu signifikant
niedrigeren Kortisolspiegeln und erhohten C-Peptid- und Glucosespiegeln als in der
Kontrollgruppe fiihrt. Dies deutet daraufhin, dass Betamethason einen sofortigen hormonellen
Effekt hat und somit zu metabolischen Veranderungen fihrt (117).

Vorgeburtlich verabreichte Glukokortikoide kdnnen aber auch die neurologische Entwicklung
und das Verhalten beeinflussen. Schon friihere Studien wiesen darauf hin, dass multiple
Gaben préanataler Glukokortikoide ein erhdhtes Risiko fur Verhaltens- und
Aufmerksamkeitsprobleme bei Kindern darstellen kénnen (118). Dabei sollte man nicht auRer
Acht lassen, dass die Frihgeburtlichkeit sicherlich der Hauptfaktor fir neurologische
Entwicklungsstérungen ist. Dennoch wurde gezeigt, dass Kinder im Alter von 5 Jahren, die
als Reifgeborene zur Welt kamen und einer multiplen prénatalen Glukokortikoidtherapie
ausgesetzt waren, auch ein erhohtes Risiko fiir neurologische Entwicklungsstérungen hatten.

(119) Es gibt weitere Studien tber die neurologischen Auswirkungen bei Tieren. So soll bei
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trachtigen Schafen die prénatale Gabe von Glukokortikoiden zu einem retardierten fetalen
Gehirnwachstum und zur Verzogerung der Reifung der Astrozyten sowie der kapillaren Tight
Junctions fiihren (120,121) und bei Pavianen sogar das Potential haben Gehirnstrukturen zu
verandern (122).

Préanatal verabreichte Glukokortikoide haben auch Einfluss auf das GefaRsystem. Erwachsene
im Alter von 23 bis 28 Jahren wurden diesbeziiglich untersucht. Patienten, die prénatale
Glukokortikoide erhielten, wiesen eine verringerte Dehnbarkeit der Aorta und eine erhdhte
Pulswellengeschwindigkeit auf, die einem 10 Jahre &lteren Erwachsenen entsprach (123). Im
Jahr 2000 wurden 210 Kinder im Alter von 14 Jahren untersucht, die als Fruhgeborene mit
einem Geburtsgewicht von unter 1501g zur Welt kamen. Die systolischen und diastolischen
Blutdruckwerte waren im Schnitt bei denjenigen Jugendlichen héher, die vor der Geburt eine
Kortikosteroidtherapie erhielten. Allerdings hatten nur wenige einen Blutdruck im
hypertensiven Bereich. Diese Ergebnisse legen jedoch nahe, dass vorgeburtlich verabreichte
Glukokortikoide weit tiber die Geburt hinaus Einfliisse auf den Blutdruck haben (124).

Schon langer ist bekannt, dass antenatal verabreichte Glukokortikoide auch einen Einfluss auf
die Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse (HPA-Achse) haben.
Glukokortikoide werden in der Nebennierenrinde synthetisiert und die Sekretion wird ber
einen Rickkopplungsmechanismus mit der Hypophyse und dem Hypothalamus stimuliert
oder gehemmt (34).

Der Einfluss auf die HPA-Achse kann in der Priifung einer Stressreaktion gezeigt werden. In
einer Studie von 2009 wurde die Reaktion auf Stress bei gesunden Neugeborenen, die in der
34. SSW geboren wurden, anhand des Kortisol-Spiegels im Speichel gemessen. Als
Stressinduktion diente eine Fersenblutentnahme. Die Sauglinge mit vorgeburtlicher
Betamethasonexposition zeigten keinen signifikanten Anstieg nach der Blutentnahme. Die
Kortisolspiegel in der Kontrollgruppe zeigten jedoch einen signifikanten Anstieg (125). Das
weist auf eine mangelnde Fahigkeit der HPA-Achse hin, nach Betamethasongabe adaquat auf
Stress zu reagieren. Ahnliche Ergebnisse zeigen sich in vergleichbaren Studien (126,127).
Andere Untersuchungen verdeutlichen, dass dieser Einfluss nicht nur kurz nach der Geburt,
sondern noch vier bis sechs Wochen spater nachweisbar bleibt (128). Pranatale
Glukokortikoide storen die Regulierung der HPA-Achse vor allem bei Friihgeborenen,
insbesondere wenn sie sehr friih in der Schwangerschaft verabreicht wurden. Diese Stérungen
der Funktion kdnnen spéter ein erhdhtes Krankheitsrisiko zur Folge haben (127). Die Stérung

der HPA-Achse flhrt auch zu einer verminderten Funktion der CD8 positiven T-Zellen (129).
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In unserer Studie untersuchten wir, welche Auswirkungen Betamethason auf durch E.coli
aktivierte Monozyten hat. Betamethason zeigt dabei einen inhibierenden Effekt auf die
Expression einiger Oberflachenmarker bei neonatalen Monozyten im Vergleich zum allein
durch E.coli aktivierten Zustand. Durch die Verédnderung der Expression der
Oberflachenmarker konnte eine addquate Immunreaktion abgeéndert oder abgeschwacht
werden, da die genaue Zusammensetzung dieser Oberflichenmarker entscheidend fir die
intakte Immunreaktion der Monozyten ist. Die Hemmung des Aktivierungszustandes der
Monozyten zeigt sich auch in einer reduzierten Ausschiittung des proinflammatorischen
Zytokins IL-6 nach Betamethasongabe.

Monozyten gehoren neben Makrophagen zu den effektivsten Produzenten von
proinflammatorischen Mediatoren. Glukokortikoide sind bekannt fir ihre hemmende
Wirkung auf die Ausschuttung von Zytokinen (130). In einer Studie mit frihgeburtlichen
Lammern zeigte sich eine voribergehend reduzierte Sekretion von IL-6 und H.O> durch
Monozyten, gefolgt von einem (berschielenden Anstieg der Zytokine sieben Tage nach
Betamethasongabe (131). Auch Schulz et al. demonstrierten, dass Betamethason zu einer
verringerten Ausschiittung von IL-6 bei neonatalen Monozyten flihrt (132). Gleiches zeigte
sich auch in einer weiteren Studie mit Neugeborenen (133). Auch in Versuchen mit adulten
Monozyten scheint Betamethason eine inhibierende Wirkung auf die Produktion des
Entzindungsmarkers IL-6 zu haben (104). Jedoch gibt es auch Autoren, die keinen
inhibierenden Effekt auf Sezernierung von IL-6 bei neonatalen Monozyten feststellen konnten
(134).

Auf die Produktion des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 konnten wir bei Neonaten
keine signifikante Wirkung von Betamethason beobachten. IL-10 ist eines der wichtigsten
Zytokine mit entzindungshemmenden Eigenschaften (135). Auch Bessler et al. konnten
feststellen, dass die Gabe von Dexamethason bei neonatalen Monozyten kaum Einfluss auf
die Produktion von IL-10 hat (136). Schulz et al. kamen zu dem gleichen Ergebnis (132).

Die hemmende Wirkung auf die Synthese entziindungsférdernder Mediatoren in Monozyten
wird der direkten Hemmung von Glukokortikoiden auf die Transkriptionsfaktoren in
Monozyten zugeschrieben (130). Studien zur Wirkung von Glukokortikoiden auf adulte
Monozyten zeigten auch, dass die Verabreichung in vitro zu einer Differenzierung in einen
spezifischen entziindungshemmenden Subtyp der Monozyten fihrt, der aktiv an der

Auflésung von Entziindungsreaktionen beteiligt zu sein scheint (137). In vitro Studien
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zeigten, dass Glukokortikoide einerseits das Uberleben antiinflammatorischer Monozyten und
andererseits die Apoptose proinflammatorischer Monozyten fordern (138,139). Zudem
kénnen Glukokortikoide zu einer Destabilisierung der mRNA von adulten Monozyten
beitragen, die wiederum zu einer verringerten Expression proinflammatorischer Proteine fihrt
(140). Durch  Immunfluoreszenzfarbung wurden monozytare, membrangebundene
Glukokortikoidrezeptoren identifiziert, die durch Stimulation von Lipopolysacchariden (LPS)
hoch- und durch Glukokortikoide herunterreguliert werden konnen. Somit sind
moglicherweise die membrangebundenen Glukokortikoidrezeptoren fiir die rasche Wirkung
von Glukokortikoiden an Monozyten verantwortlich (141,142). Bei Autoimmunerkrankungen
wie Lupus erythematodes und rheumatoider Arthritis ist die Zahl von Monozyten mit
membrangebundenen Glukokortikoidrezeptoren erhéht und stellt einen wichtigen Marker fir
die Krankheitsaktivitat dar. Die Glukokortikoidbehandlung fuhrt des Weiteren bei adulten
Monozyten zu einem Adhé&sionsverlust (137).

Insgesamt konnten wir die soeben beschriebene hemmende Glukokortikoidwirkung auf adulte
Monozyten auch bei neonatalen und maternalen Monozyten - in hier sogar starkerer
Auspragung — beobachten (siehe ausfihrlicher unter 4.4).

Eine Studie, die sich mit den Auswirkungen von Betamethason auf die Entwicklung des
neonatalen Immunsystems beschéftigte, fiihrten Diepenbruck et al. durch. Untersucht wurde
die Auswirkung von Betamethason auf die Entwicklung und Reifung der T-Lymphozyten im
Thymus. In dieser Studie wurde bei Mausen beobachtet, dass die prénatale Gabe von
Betamethason schon bei einer sehr geringen Dosis zu einer Verringerung der Zahl
lebensfahiger Thymozyten flhrt. Zudem wurde in einer MRT-Analyse eine signifikante
Verringerung des Thymusvolumen beobachtet (143). 2020 gab es zu diesem Thema eine
Studie bei menschlichen Feten. Zur Uberpriifung wurde die ThymusgroRe durch pranatalen
Ultraschall regelmaRig gemessen. Auch hier war im Vergleich zur Kontrollgruppe eine
vorgeburtliche  Betamethasonexposition mit einer signifikanten Verringerung des
Tyhmusumfangs verbunden (144). Diese Hinweise legen nahe, dass vorgeburtliches
Betamethason einen erheblichen Einfluss auf die Entwicklung des Immunsystems
ungeborener Kinder hat.

Deshalb stellt sich die Frage, ob die hemmenden Auswirkungen von Betamethason auf das
neonatale Immunsystem zusatzlich zu einer Verschlechterung der ohnehin noch nicht

ausreichend kompetenten Reaktion der Neugeborenen auf Entziindungen fihrt.
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Wie in Punkt 1.3 beschrieben, stellt die Entwicklung der neonatalen Sepsis ein grofRes
Problem fur die Frihgeborenen dar. Mdglicherweise spielt hier auch die Dosis der pranatal
zur Lungenreife applizierten Steroiddosis eine Rolle bei der Entstehung entziindlicher
Komplikationen. In einer Studie wurden Frihgeborene untersucht, die zwischen der 24. und
34. Schwangerschaftswoche nach vorzeitigem Blasensprung geboren wurden. Die doppelte
Dosis von Betamethason war mit einem erhohten Risiko fir die Entwicklung einer EOS
sowie einer Chorioamnionitis und Endometritis assoziiert. Die ubliche Gabe von
Betamethason war jedoch nicht signifikant mit infektiosen maternalen und neonatalen
Komplikationen verbunden (145). Die gleichen Autoren fihrten eine zweite Studie durch, in
der sie nur Patientinnen einschlossen, deren Fruchtblase bis 24 Stunden vor der Entbindung
noch intakt war. Auch hier zeigte die zweifache Gabe von Betamethason eine Assoziation mit
der EOS, Chorioamnionitis, Endometritis und sogar dem Tod des Neugeborenen (146). Eine
andere Studie, die die Gabe der tblichen Dosis von Glukokortikoiden mit mehrfachen Gaben
verglich, stellte jedoch kein signifikant erhohtes Risiko fiir Infektionen bei der Mehrfachgabe
fest (147).

Weitere Untersuchungen zu den Auswirkungen von Betamethason auf das neonatale
Immunsystem und auf die verédnderte Immunkompetenz der Friihgeborenen sollten folgen.
Trotz der nicht unerheblichen Nebenwirkungen von Glukokortikoiden auf das neonatale
Immunsystem und auch auf andere Bereiche, wie den Stoffwechsel und die neurologische
Entwicklung, ist die prénatale Betamethasongabe bei drohender Friihgeburt im Hinblick auf
die Verhinderung des lebensbedrohlichen Atemnotsyndroms und einer Senkung der
neonatalen Mortalitat unverzichtbar.

Ein zusatzlicher Aspekt, der in diesem Zusammenhang betrachtet werden sollte, ist die
Tatsache, dass es nicht bei allen Schwangeren, die vorgeburtliche Kortikosteroide erhalten,
auch zur Frihgeburt kommt. Eine Untersuchung 2012 in Canada zeigte, dass 52% der Frauen,
die pranatale Glukokortikoide erhielten, erst in oder nach der 35. SSW entbanden (148). Eine
andere Studie aus dem Jahr 2010 spricht von mehr als einem Drittel aller Frauen, deren
Kinder in oder nach der 34. SSW zur Welt kamen (149).

Der maximale Nutzen einer pranatalen Glukokortikoidgabe ist in den ersten 24 h bis sieben
Tagen nach Gabe zu erwarten (150). Bei frihgeburtlichen Zwillingen wurde gezeigt, dass die
einmalige Gabe von antenatalen Glukokortikoiden nur dann mit einem reduzierten Risiko flr
ein RDS verbunden ist, wenn die Geburt innerhalb von zwei bis sieben Tagen nach Gabe

erfolgt (151). Laut einer Studie von 2003 hatten Kinder, die mehr als sieben Tage vor der

44



Geburt pranatalen Glukokortikoiden ausgesetzt waren, kein reduziertes Risiko mehr flr die
Entwicklung eines RDS, aber ein erhohtes Risiko fur perinatale Mortalitdt (152). Der
Zeitpunkt der Gabe ist also entscheidend fur die optimale Wirkung. Im 3. Trimenon erhoht
sich zudem die maternale Kortisolproduktion (153). Nach der 36. SSW steigt diese nochmals
an, was einerseits zur Organreifung beitragt und mdoglicherweise auf die metabolischen
Anforderungen der Geburt vorbereitet (154). Das bedeutet, dass Neugeborene kurz vor der
Geburt ohnehin einer erh6hten endogenen maternalen Kortisolproduktion ausgesetzt sind. Bei
zundchst drohender aber letztlich nicht eingetretener Frihgeburt wird die Steoridexposition
des Kindes noch durch die zur Lungenreife verabreichte Glukokortikoiddosis erhéht. Von den
Vorteilen einer prénatalen Betamethasongabe profitieren also vor allem die, bei denen
tatséchlich eine Friihgeburt eintritt. Es gilt also, das Risiko der Friihgeburt noch besser
abzuschétzen.

In Frankreich lauft derzeit eine doppelblinde Placebo-kontrollierte Studie, welche die Gabe
der halben Dosis von Betamethason zur RDS-Prophylaxe testet. Allen Frauen wird aufgrund
drohender Friihgeburt einmalig 11,4 mg Betamethason verabreicht. Nach 24 Stunden wird der
Hélfte der Frauen eine weitere Dosis von 11,4 mg verabreicht und der anderen Halfte ein
Placebo. Es soll getestet werden, ob die Halfte der bisherigen Dosis ausreicht, um das Risiko
eines RDS im gleichen Umfang zu senken wie die Ubliche Dosis bisher (155). Dies kdnnte ein
Ansatz sein, die Nebenwirkungen von Glukokortikoiden zu vermindern und andererseits

weiterhin einen guten Schutz gegen das RDS zu gewaéhrleisten.

4.2 Wirkung von Betamethason auf maternale Zellen

Das maternale Immunsystem unterscheidet sich vom Immunsystem nicht schwangerer
Frauen. Die Halfte des genetischen Materials des Fetus stammt vom Vater, das Risiko fur die
Abstollung des Fetus ahnelt dem eines transplantierten Organs (156). Um eine AbstofRung zu
verhindern, finden sich im maternalen Immunsystem einige Verdnderungen. Das
Immunsystem wahrend der Schwangerschaft ist komplex und einzigartig. Generell von einer
reinen Immunsuppression zu sprechen wird den spezifischen Veranderungen nicht gerecht
(157).
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Beispielsweise kommt es wahrend der Schwangerschaft zur Erhohung der
immunsuppressiven CD25- und CD4-positiven regulatorischen T-Zellen. Diese scheinen
wichtig fiir die Aufrechterhaltung der materno-fetalen Toleranz wahrend der Schwangerschaft
zu sein (158). Es gibt auch Hinweise dafir, dass die zelluldare Immunantwort wahrend der
Schwangerschaft supprimiert wird, aber die humorale Immunitat weiter normal funktioniert
(156). Diese Vermutung wird durch die Beobachtung gestutzt, dass die TH1/TH2-Relation
der T-Helferzellen in Richtung des TH2-Phanotyps verschoben ist (159). Diese Verschiebung
zum TH2 Subtyp fihrt zu einer verstarkten antikdrpervermittelten Immunantwort gegendiber
Krankheitserregern und zu einer verminderten zellvermittelten Immunantwort durch TH1-
Zellen (160). Die systemische Unterdriickung der zellvermittelten Immunitét kann zu einer
erhohten Anfélligkeit fir Viren, Bakterien und Parasiten wéhrend der Schwangerschaft
flhren.

Beispielsweise sind Schwangere in Malariagebieten anfalliger fir eine Infektion wéhrend der
ersten Halfte der Schwangerschaft und dieses erhéhte Risiko nimmt in der zweiten Halfte nur
langsam ab (161). Eine Infektion mit dem Lassafieber fihrt bei schwangeren Frauen vor
allem im dritten Trimenon zu einer erhéhten Sterberate im Vergleich mit nicht schwangeren
Frauen (162). Auch in der Influenza Pandemie von 2009 wurde beobachtet, dass Schwangere
im Vergleich zu nicht schwangeren Frauen ein erhdhtes Risiko fir schwere Verlaufe hatten,
die teilweise zu Krankenhausaufenthalten, Intensivbehandlung oder dem Tod flihrten (163).
Dies bestatigte sich auch in einer Studie, in der trachtige Méuse mit dem Influenzavirus
infiziert wurden. Die Immunantwort der trachtigen Mause war im Vergleich zu der nicht
trachtiger Mause signifikant eingeschrankt (164).

In unseren Versuchen zeigt Betamethason einen inhibierenden Effekt auf die Expression
mehrerer Oberflachenmarker bei maternalen Monozyten im Vergleich zur reinen Stimulation
mit E.coli. Diese Veranderung des Aktivierungszustandes konnte eine Abschwéchung oder
Hemmung der Immunreaktion maternaler Monozyten auf Infektionen zur Folge haben.

Die Hemmung zeigt sich auch in der durch Betamethason verringerten Ausschittung des
proinflammatorischen Zytokins IL-6.

Durch die oben beschriebene Vulnerabilitdit des maternalen Immunsystems gegeniber
Infektionen konnte die pranatale Gabe von Betamethason das Immunsystem in seiner
Funktion zusatzlich einschranken und zu schwereren Verldufen bei Infektionskrankheiten
fihren. Weitere Studien zu den Auswirkungen von Betamethason auf das maternale

Immunsystem in vitro und auch in vivo und die spezielle Rolle der Monozyten sollten folgen.
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4.3 Effekt von Indometacin und Fenoterol

Wie in 1.5 beschrieben werden Indometacin und Fenoterol zur Wehenhemmung beli
drohender Friihgeburt eingesetzt. Fir die Wirksamkeit von Tokolytika im Vergleich zu
Placebo besteht aufgrund der Heterogenitat zahlreicher Studien bezuglich Indikationsstellung
und anderer Faktoren nur begrenzte Evidenz (64).

Ein Cochrane Review von 2014 zeigt andererseits, dass Betasympathomimetika im Vergleich
zu Placebo die Frihgeburtenrate signifikant innerhalb von 48 Stunden senken konnen. Es gab
jedoch keine signifikanten Verbesserungen in Bezug auf das neonatale Outcome (79).
Fenoterol findet vor allem in Deutschland Anwendung, dabei vorwiegend als Bolustokolyse.
Wie schon in 1.5 beschrieben weisen Betasympathomimetika unter den Tokolytika die
meisten maternalen und fetalen Nebenwirkungen auf (73). Von der WHO werden
Betasympathomimetika zur Tokolyse allgemein nicht mehr empfohlen (80).

Zudem wies Berg 1985 in einer Studie nach, dass sich die Konzentration von B.-Rezeptoren,
an die Fenoterol andockt, wahrend der Behandlung mit Betasympathomimetika im Uterus
vermindert. Diese Ergebnisse legen nahe, dass sich durch das Herunterregulieren der (-
Rezeptoren die Wirkdauer dieser Medikamente reduziert (165).

Wir konnten in unseren Versuchen zeigen, dass Fenoterol die inhibitorische Wirkung von
Betamethason auf die Expression der Oberflichenmarker neonataler und maternaler
Monozyten verstarkt. Es tragt also zusatzlich zur Hemmung des Aktivierungszustandes der
Monozyten bei. Fenoterol allein zeigt keinen signifikanten Einfluss auf die Verdnderung der
Oberflachenmarkerexpression. Ebenso fiihrt es in Kombination mit Betamethason zu einer
signifikant verringerten Ausschiittung der proinflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a
bei neonatalen und maternalen Monozyten. Auch Kuroki et al. zeigten, dass
Betasympathomimetika wie Salbutamol und Terbutalin bei adulten Monozyten einen
hemmenden Einfluss auf die Produktion von TNF-o haben (166). In einer weiteren Studie
wurde deutlich, dass Betasympathomimetika die TNF-a-Produktion von humanen
mononukledren Zellen hemmen. (167). In unseren Versuchen war dieser Effekt jedoch nur in
Kombination mit Betamethason zu beobachten. Insgesamt scheint Fenoterol also einen
verstarkenden Effekt auf die immunsuppressive Wirkung von Betamethason auszuliben.
Aufgrund der eingeschrankten  Vertraglichkeit und der Tatsache, dass die
Weltgesundheitsorganisation Betasympathomimetika nicht mehr zur Tokolyse empfiehlt,

sollte die Indikation von Fenoterol zur Tokolyse zuriickhaltend gestellt werden.
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Indometacin gehort zu den unspezifischen Cyclooxygenase (COX)- Hemmern. In
Deutschland ist Indometacin jedoch nur im Off-Label-Use als Tokolytikum zugelassen (64).
Die Datenlage zur Verwendung von Indometacin ist nicht eindeutig. Schon 2009 zeigte eine
Metaanalyse, dass Prostaglandin-Inhibitoren unter den Tokolytika die beste Kombination aus
Vertréglichkeit fir die Mutter und der Verzogerung der Geburt darstellen (73). Auch ein
Review von 2012 kam zu dem Schluss, dass Prostaglandin-Inhibitoren neben Kalzium-Kanal-
Blockern unter die besten drei Medikamentenklassen eingestuft werden sollten, da sie die
Geburt am effektivsten um 48 Stunden verzogern kdnnen, wenige Nebenwirkungen und ein
gutes neonatales Outcome aufweisen (82). Ein Cochrane Review von 2015 kam diesbeztiglich
zu einem anderen Ergebnis. Obwohl zum Grofteil die gleichen Studien ausgewertet wurden
wie bei der Metaanalyse von 2012, konnten die Autoren dieses Reviews Prostaglandin-
Inhibitoren zwar einen gewissen Nutzen in Bezug auf die Verzdgerung der Geburt im
Vergleich zur Placebogruppe und der Betasympathomimetika zuschreiben sowie eine
Uberlegenheit gegeniiber Betasympathomimetika und Magnesiumsulfat in Bezug auf
maternale Nebenwirkungen feststellen. Aber aufgrund ungenugender Qualitat der
ausgewerteten Studien und fehlender Langzeitergebnisse kommen sie zu dem Schluss, dass
noch nicht geniigen Evidenz vorhanden sei, um Prostaglandin-Inhibitoren zur Tokolyse
empfehlen zu kénnen (84).

Zudem zeigte sich in einer Metaanalyse von 2015 ein erhdhtes Risiko fir intraventrikulare
Blutungen, nekrotisierende  Enterokolitis und periventrikuldare Leukomalazie der
Neugeborenen. Allerdings fehlen in dieser Metaanalyse Angaben zur Dosierung und Dauer
der Anwendung und es gibt auch keine Aussagen darlber, wie grofl der Anteil der
Schwangeren war, die pranatale Kortikosteroide erhielten (83). Indometacin hat einen
Einfluss auf den renalen Blutfluss der Feten und kann bei Gabe von mehr als 72 Stunden
durch Verringerung der Urinproduktion zu einem Oligohydramnion fiihren (168). Allerdings
zeigte eine Studie mit der Gabe von Indometacin Uber 48 Stunden bei nur 2 von 61
Schwangeren die Entstehung eines Oligohydramnions, das sich zudem bei beiden nach
Beendigung der Therapie wieder zurlickbildete. (169). Dementsprechend empfiehlt die
European Association of Perinatal Medicine eine Kontrolle der Fruchtwassermenge zu
Beginn der Therapie mit Indometacin und eine weitere nach 48 - 72 Stunden (170). Zudem
kann Indometacin aufgrund eines erhohten Risikos des vorzeitigen Verschlusses des Ductus
arteriosus botalli nicht nach der 32 SSW verabreicht werden, was die Anwendbarkeit zeitlich

etwas einschrankt. (84)
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In unseren Versuchen zeigte sich, dass Indometacin die inhibitorische Wirkung von
Betamethason auf die Expression der Oberflichenmarker neonataler und maternaler
Monozyten verstarkt. Indometacin trdgt also wie Fenoterol zur Hemmung des
Aktivierungszustandes der Monozyten bei. Auch auf die Produktion des Zytokins IL-6 flihrt
Indometacin in Kombination mit Betamethason =zu einer signifikant verringerten
Ausschuttung.

Wie schon erwéhnt, gehort Indometacin zur Gruppe der COX-Hemmer. Diese Hemmung
fuhrt zu einer verringerten Synthese von Prostaglandinen aus Arachidonsdure. Dieser Effekt
wirkt einerseits wehenhemmend, andererseits ist er auch fur die entzindungshemmende und
fiebersenkende Wirkung des Medikamentes verantwortlich (171). Die entzindungshemmende
Wirkung konnte den Einfluss von Indometacin auf den Aktivierungszustand von Monozyten
erklaren. Insgesamt scheinen Indometacin und Fenoterol also einen verstarkenden Effekt auf
die immunsuppressive Wirkung von Betamethason auszuliben und somit auf den
Aktivierungszustand der Monozyten.

Weitergehende Forschung ist ndtig, um differenziert die Wirkung dieser beiden Tokolytika

und ihr Zusammenwirken mit Betamethason besser zu verstehen.

4.4 Vergleich der neonatalen und maternalen Zellen mit adulten Zellen

Vergleicht man neonatale und maternale Monozyten mit adulten Monozyten, dann scheint
insgesamt der Einfluss von Betamethason auf die Expression von Oberflachenmarkern bei
adulten Zellen geringer ausgepragt zu sein. Das konnte darauf hindeuten, dass neonatale und
maternale Zellen empfindlicher fur die Gabe von Glukokortikoiden sind als adulte Zellen.

Wie unter Punkt 4.1 beschrieben, belegen zahlreiche Studien deutlich immunsupprimierende
Effekte auf adulte Monozyten durch Glukokortikoide. Die in unserer Studie bei adulten
Monozyten eher gering ausgepragten hemmenden Effekte durch Betamethason kénnten auf
die relativ geringe Inkubationsdosis zurtickzufiihren sein. Neonatale und maternale Zellen
zeigen jedoch eine deutliche Reaktion als Hinweis auf eine erhéhte Steroidsensibilitat dieser
Zellen. Bei der Zytokinproduktion der adulten Zellen zeigt sich, anders als bei neonatalen und

maternalen Zellen, auch keine verringerte Ausschittung von IL-6. Lediglich bei der
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Produktion von TNF-a fiel eine gering reduzierende Wirkung von Betamethason in
Kombination mit Fenoterol auf.

Das konnte zusatzlich daraufhin deuten, dass der Aktivierungszustand adulter Zellen nicht
wesentlich gehemmt wurde.
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5 Zusammenfassung

Die Ergebnisse zeigen, dass die in vitro Behandlung neonataler und maternaler Zellen kurz
nach Spontangeburt mit Betamethason allein oder in Kombination mit einem der beiden
Tokolytika zu einem verringerten Aktivierungszustand der Monozyten fuhrt. Diese Hemmung
der Aktivierung zeigt sich nicht nur phanotypisch, sondern ist auch der Grund fur die
verminderte Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine. Da diese Zytokine die
Immunantwort mafRgeblich aktivieren und steuern (172), ist davon auszugehen, dass
Betamethason die Immunantwort beeintrachtigt. Da das neonatale Immunsystem unreif und
naiv ist und daher diverse Beeintrachtigungen aufweist, sind Neonaten generell anfélliger fur
Infektionen (173). Durch die Gabe von Betamethason wird die Aktivierung und Funktion der
Monozyten gehemmt und das beeintrachtigte neonatale Immunsystem moglicherweise
zusatzlich geschwacht. Fenoterol und Indomethacin scheinen die immunsuppressive Wirkung
von Betamethason zusatzlich zu verstérken. Die Indikation und der Zeitpunkt einer pranatalen

Betamethason- und Tokolytikagabe sollte also in jedem Fall sorgféltig gepruft werden.
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6 Vorzlge und Limitationen

Einer der Vorzige dieser Arbeit ist, dass nicht nur Monozyten des adulten Immunsystems
untersucht wurden, sondern der Fokus vor allem auf neonatale und maternale Monozyten
gelegt wurde. Wie in Punkt 4.4 erwahnt, lassen sich hier Unterschiede in Bezug auf die
Empfindlichkeit der Monozyten auf die drei Medikamente erahnen.

Die verhaltnismé&Rig kleine Kohorte stellt eine Limitation dieser Arbeit dar. Insgesamt wurden
19 Mutter/Kind-Paare sowie 20 adulte Proben untersucht. Weitere Studien mit groRerer
Kohorte wéren notwendig, um eine reprasentative Aussage Uber die hier bereits gewonnenen
Ergebnisse treffen zu kénnen.

Betamethason, Fenoterol und Indometacin werden bei drohender Friihgeburt eingesetzt. In
dieser Studie wurde jedoch ausschlieBlich das Blut reifgeborener Kinder untersucht. In
diesem Zusammenhang ware es lohnend, in zukinftiger Forschung den Fokus auf
fruhgeburtliche neonatale Monozyten zu legen, da es nahe liegt, dass das neonatale
Immunsystem frihgeburtlicher Kinder noch fragiler ist und sich dementsprechend von dem
reifgeborener Kinder unterscheidet.

Bezlglich der Untersuchungsergebnisse ist zudem einschrdnkend auf die Tatsache
hinzuweisen, dass die Experimente in vitro durchgefuhrt wurden. Vergleichende in vivo-

Studien waren winschenswert.
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7 Anhang

7.1 Oberflachenmarker ohne signifikante Ergebnisse

7.1.1 Neonatale Monozyten

Abbildung 11 Neonatale Monozyten nicht signifikant
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Abbildung 11 stellt die Expression der Oberflachenmarker neonataler Monozyten in Abhéangigkeit der
zugegebenen Medikamente Bethametason (B), Indometacin (1) und Fenoterol (F) und E. coli (+) dar. Alle
Zellen wurden mit E.coli stimuliert mit Ausnahme der Negativkontrolle (-). Die statistische Analyse
erfolgte mittels Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Posttest. (* = p <0,05; ** =p <0,01; *** =p <0,001)
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7.1.2 Maternale Monozyten

Abbildung 12 Maternale Monozyten nicht signifikant
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Abbildung 12 stellt die Expression der Oberflachenmarker maternaler Monozyten in Abhéngigkeit der
zugegebenen Medikamente Bethametason (B), Indometacin (1) und Fenoterol (F) und E. coli (+) dar. Alle
Zellen wurden mit E.coli stimuliert mit Ausnahme der Negativkontrolle (-). Die statistische Analyse
erfolgte mittels Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Posttest. (* = p < 0,05; ** =p < 0,01; *** =p <0,001)
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7.1.3 Adulte Monozyten

Abbildung 13 Adulte Monozyten nicht signifikant
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Abbildung 13 stellt die Expression der Oberflachenmarker adulter Monozyten in Abhangigkeit der
zugegebenen Medikamente Bethametason (B), Indometacin (I) und Fenoterol (F) und E. coli (+) dar. Alle
Zellen wurden mit E.coli stimuliert mit Ausnahme der Negativkontrolle (-). Die statistische Analyse
erfolgte mittels Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Posttest. (* = p <0,05; ** =p < 0,01; *** =p <0,001)
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