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1 Einleitung

1.1 Amnioninfektionssyndrom

Das Amnioninfektionssyndrom stellt eine Gefahrdung von Mutter und Kind bei unspezi-
fischer Infektion der Fruchthéhle mit dem gemeinsamen Substrat der Amnionitis und
Chorioamnionitis dar. Es kommt selten bei stehender Fruchtblase vor (Dudenhausen,
2001, Romero et al., 2006). Als klinisches Krankheitsbild wurde es erstmals 1959 durch

Blanc beschrieben.

Bei 0,1 bis 4 % aller Geburten tritt ein Amnioninfektionssyndrom auf, besonders haufig
bei Frihgeburten und nach vorzeitigem Blasensprung (Gilstrap et al., 1988, Gibbs und
Duff, 1991, Wendel et al., 1994, Briese, 1999). In 2 % aller Schwangerschaften kommt
es zum vorzeitigen Blasensprung, wovon 20 — 40 % vor 37 vollendeten Schwanger-
schaftswochen auftreten (Romero et al., 2006). Bei Frihgeburten mit vorzeitigem Bla-
sensprung und Wehen besteht ein 10-fach erhdhtes Risiko, ein Amnioninfektions-

syndrom zu entwickeln (Romero et al., 2007a).

Synonym wird auch der Begriff Chorioamnionitis gebraucht. Zur Prazisierung ist es vor
allem in der englischsprachigen Literatur Ublich, zwischen klinischer und histologischer
Chorioamnionitis zu unterscheiden (Smulian et al., 1999a, Newton, 2005). Diese Unter-
scheidung wird auch in der vorliegenden Arbeit angewandt. Wahrend die Diagnose des
Amnioninfektionssyndroms klinisch gestellt wird, handelt es sich bei einer histologi-
schen Chorioamnionitis um eine histopathologische, retrospektive Diagnose durch Un-
tersuchung der Plazenta, der fetalen Membranen und der Nabelschnur (Edwards,
2005).

Der haufigste Entstehungsweg ist die aszendierende Infektion nach vorzeitigem Bla-
sensprung und eroffneter Zervix (Romero und Mazor, 1988, Dudenhausen, 2001). Da-
bei wird die Amnionhohle mit fakultativ pathogenen Erregern der Vaginalflora besiedelt.
Diese bakterielle Infektion von Fruchtwasser, Eihauten und Plazenta wird durch gram-
negative Stabchen, wobei vor allem Escherichia coli dominieren, daneben auch durch
Streptococcus faecalis, B-hamolysierende Streptokokken der Gruppe B, Staphylococ-

cus aureus, Chlamydia trachomatis, Bacteroides sp., Gardnerella vaginalis und Myco-



plasma hominis hervorgerufen (Romero und Mazor, 1988, Briese, 1999). Escherichia
coli und B-hamolysierende Streptokokken der Gruppe B werden fur Uber 60 % der ma-
ternalen und neonatalen Bakteridamien verantwortlich gemacht (Gibbs und Duff, 1991).
Bei der bakteriellen Vaginose kommt es durch die lokale Infektion im Bereich der Zervix
zur Aktivierung der Phospholipase A, und zur Freisetzung der Arachidonsaure und da-
mit zur endogenen Prostaglandinsynthese mit nachfolgender Zervixreifung und Wehen.
Eine wichtige Rolle spielen dabei Zytokine wie die Interleukine IL-1, IL-6, IL-8 und

TNF-a, die Uber die Phospholipase A, freigesetzt werden (Romero et al., 2007b).

Selten tritt eine Infektion der Amnionhoéhle bei intakter Fruchtblase, hervorgerufen be-
sonders durch Streptokokken der Gruppe B, auf. Als Folge der primaren Infektion
kommt es dann durch die endogene Prostaglandinsynthese zu Zervixreifung, Beginn
von Wehen und vorzeitigem Blasensprung (Briese, 1999). Etwa 10 — 20 % aller
Schwangeren mit vorzeitigen Wehen und intakten fetalen Membranen zeigen ein sub-
klinisches Amnioninfektionssyndrom, bei dem sich Bakterien im Fruchtwasser nachwei-
sen lassen (Baumann und Romero, 1995, Romero et al., 2003). Die Infektion der Am-
nionhohle bei intakter Fruchtblase kann aber auch Folge einer transplazentaren hama-
togenen Streuung infolge einer maternalen Bakteriamie, speziell bei Infektionen mit
Listeria monocytogenes, sein (Silver, 1998) oder auf iatrogene Keimverschleppung in

das Fruchtwasser, z. B. durch eine Amniozentese, zurickgehen (Romero et al., 2007b).

Einen entscheidenden Beitrag zum Verstandnis der Pathogenese des Amnioninfek-
tionssyndroms hat die Arbeitsgruppe um Roberto Romero geleistet (Romero und Ma-
zor, 1988, Romero et al., 2003, Romero et al., 2006). Sie schlagt ein 4-Stadien-Konzept
vor, das zu einer intraamniotischen Infektion fuhrt (Abbildung 1). Im Stadium | kommt es
zu einer Vermehrung fakultativ pathogener oder dem Auftreten von pathogenen Bakte-
rien in der Vagina bzw. Zervix und damit zu einer Veranderung der normalen Flora,
z. B. bei einer bakteriellen Vaginose. Mit einem vorzeitigen Blasensprung oder einer
Zervixeroffnung tritt eine aszendierende Infektion auf. Die Mikroorganismen bekommen
Zugang zur Dezidua (Stadium IlI). Wenn diese Erreger Uber Chorion und Amnion in die
Amnionhohle eindringen, kommt es zum Stadium Ill. Es kann auch eine Besiedlung fe-
taler Gefalle auftreten. Da die Mikroorganismen auch intakte Eihaute durchdringen
konnen, ist ein vorzeitiger Blasensprung keine Voraussetzung flr eine intraamniotische

Infektion. Im Stadium IV erhalten die im Fruchtwasser befindlichen Erreger Zugang zum



Feten durch Aspiration oder direkten Kontakt. Neonatales Atemnotsyndrom, kongenitale
Pneumonien, Konjunktivitiden oder Otitiden resultieren. Weiterhin kdnnen systemische
Infektionen und Sepsis, resultierend in bronchopulmonaler Dysplasie oder periventriku-

larer Leukomalazie, die Folge der Ausbreitung im Feten sein.

Abb. 1: Stadien der intraamniotischen Infektion (Romero und Mazor, 1988, Romero et
al., 2003)

Stadium I: Veranderung der normalen vaginalen und zervikalen Bakterienflora, bak-
terielle Vaginose

Stadium II: Aszendierende Infektion, Zugang der Bakterien zur Dezidua (Deziduitis)

Stadium llI: Intraamniotische Infektion (Amnionitis)

Stadium IV: Aspiration der Erreger durch den Fetus (Pneumonien, Sepsis)

Dieses Stadium hochster Gefahr fur den Feten wird auch als ,fetal inflammatory res-
ponse syndrome® (FIRS) bezeichnet (Gomez et al., 1998). Dieser Begriff wurde be-
wusst als das fetale Pendant zum ,systemic inflammatory response syndrome® (SIRS)

gewahlt, das eine Infektion im zirkulierenden Blut Erwachsener (Sepsis) mit Fieber, Ta-
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chykardie, Hyperventilation und Leukozytose infolge der Wirkungen von Zytokinen wie
IL-6 und anderen proinflammatorischen Mediatoren darstellt (Levy et al., 2003). Auch
das FIRS wurde anhand eines erhdhten IL-6 (> 11 pg/ml), allerdings im fetalen Blut,
definiert (Gomez et al., 1998).

Risikofaktoren fur die Entwicklung eines Amnioninfektionssyndroms sind eine lange
Zeitspanne zwischen Blasensprung und Geburt (> 12 Stunden), aber auch die Ablei-
tung der fetalen Herztone Uber eine Kopfschwartenelektrode, eine hohe Anzahl vagina-
ler Untersuchungen sub partu, Nulliparitat und das Vorhandensein einer bakteriellen
Vaginose mit pH-Werten tGber 4,7 (Muller und Kubli, 1975, Soper et al., 1989, Seaward
et al., 1997, Briese, 1999).

Die Diagnose eines Amnioninfektionssyndroms ist schwierig zu stellen. Klinische Zei-
chen kénnen bei der Mutter eine Temperatursteigerung (> 38 °C), eine Leukozytose
(> 15 000/nl) mit Linksverschiebung, eine Erhohung des C-reaktiven Proteins (CrP)
(> 0,8 mg/dl), eine Tachykardie, ein druckschmerzhafter Uterus und Abgang von foeti-
dem Fruchtwasser sein. Beim Feten kann eine Tachykardie (> 160 spm) mit Oszilla-
tionsverlust auftreten (Gibbs et al., 1982, Duff et al., 1983, Wendel et al., 1994, Romero
et al., 2006, Romero et al., 2007b). Wegweisend fur die klinische Diagnose sind tagliche
Kontrollen der Korpertemperatur, des CrP, des Blutbildes und des CTG. Das mutterli-
che Fieber bei einem Amnioninfektionssyndrom kommt in 85 bis 100 % der Falle vor
und stellt somit den am meisten konstanten Parameter und einzigen zuverlassigen Indi-
kator fur die Diagnose dar (Wendel et al., 1994, Smulian et al., 2003). Gibbs und Duff
(1991) definierten als Grenze fur ein Amnioninfektionssyndrom eine orale Temperatur
> 37,8 °C. Petrova et al. (2001) untersuchten mehr als 11 Millionen Geburten aus der
Datenbank des National Center for Health Statistics der USA. Bei 1,6 % der Schwange-
ren fanden sie Fieber unter der Geburt. Es erwies sich als starker Pradiktor eines Todes
infolge Infektion bei Frih- und Reifgeborenen. Gibbs et al. (1982) wiesen eine Leukozy-
tose bei 63 % der Schwangeren mit einem Amnioninfektionssyndrom nach. Im Ver-
gleichskollektiv nicht infizierter Schwangerer lag nur bei 21 % eine Leukozytose vor. Der
positiv pradiktive Wert einer Leukozytose betragt 43 % bei einer Sensitivitat von nur
29 % (Newton, 2005). Das CrP ist ein nicht spezifischer Marker fir eine Infektion. Es
handelt sich um ein Protein, das von der Leber als Antwort auf einen inflammatorischen

Prozess produziert wird. In verschiedenen Studien wird seine Sensitivitat bei einer Er-
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héhung auf > 2 mg/dl mit bis zu 86 %, die Spezifitdt zwischen 29 - 96 % angegeben
(Azizia et al., 2006). Ein normales CrP trat bei 18 % der Frauen mit einem Amnioninfek-
tionssyndrom auf (Edwards, 2005). Die haufigste CTG-Veranderung, die bei einem Am-
nioninfektionssyndrom gesehen wird, ist die fetale Tachykardie. Gibbs und Duff (1991)
fanden in 67 % aller Uberwachten Feten eine Tachykardie. Wendel et al. (1994) evalu-
ierten ebenfalls den Effekt eines Amnioninfektionssyndroms auf die betroffenen Feten
und wiesen in 73 % eine Tachykardie nach, davon eine schwere Tachykardie
(> 180 spm) in 17 %.

Therapeutische Entscheidungen werden zumeist aus einer Kombination von patholo-
gisch veranderten allgemeinen laborchemischen Befunden der Schwangeren wie CrP
und Leukozytenzahl und klinischen Parametern wie maternale Temperatur, fetale Herz-
frequenz sowie vorzeitige Wehen und schmerzhafter Uterus abgeleitet. Trotz des Vor-
liegens dieser Laborbefunde und Symptome kann man nicht sicher auf das Vorhanden-
sein einer Infektion des Feten und nachfolgend des Neugeborenen schlielen (Romero
et al., 2006). Der Nachteil aller klinischen Zeichen und Symptome, wenn sie Uberhaupt
auftreten, ebenso der Laborbefunde beim Amnioninfektionssyndrom ist, dass sie weder
ausreichend spezifisch noch sensitiv sind (Romero und Mazor, 1988, Romero et al.,
2006). Deshalb ist vor allem eine frihe Diagnose haufig schwierig. So fuhrt die Gabe
von Kortison zur Lungenreifeférderung bei Fruhgeburtlichkeit zu einer maternalen Leu-
kozytose (Denison et al., 1997). Frih auftretende Symptome wie maternales Fieber,
maternale und fetale Tachykardie kénnen auch durch andere ante- und intrapartale
Komplikationen bedingt sein. Unspezifische Infektionen, wie Atemwegs- oder Harn-
wegsinfektionen, konnen bei der Mutter Fieber oder eine Tachykardie auslésen und zu
einer Erhdhung des CrP fluhren. Eine maternale Tachykardie kann aber auch durch eine
Hypotension, Dehydratation, Medikamente (z. B. B-Sympathomimetika) oder Epidural-
anasthesie verursacht werden (Herbst et al., 1995, Lieberman et al., 1997). Eine fetale
Tachykardie kann durch Medikamente, Arrhythmien oder Frihgeburtlichkeit ausgelost
werden. Ein druckschmerzhafter Uterus oder foetides Fruchtwasser entwickeln sich im
Verlaufe der Infektion haufig sehr spat oder Uberhaupt nicht (Briese, 1999, Romero et
al., 2007b).

Die Therapie des manifesten Amnioninfektionssyndroms besteht neben der Gabe von

Antibiotika in der Beendigung der Schwangerschaft, um eine Gefahrdung von Mutter
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und Fet zu vermeiden (Gilstrap et al., 1988, Newton, 2005). Beim vorzeitigen Blasen-
sprung vor 34 vollendeten Schwangerschaftswochen ist das Risiko durch ein Amnionin-
fektionssyndrom gegen das Risiko der Fruhgeburtlichkeit abzuwagen. Da hier zunachst
schwangerschaftserhaltend mit Gabe von Antibiotika therapiert werden sollte, ist ein
frihzeitiges Erkennen des Amnioninfektionssyndroms unerlasslich, da eine Schwanger-
schaftsverlangerung unter Antibiose dem Feten mehr Gefahren als Nutzen bringt (Du-
denhausen, 2001, Newton, 2005). So konnte in Tierversuchen gezeigt werden, dass
Kaninchenfeten mit einem experimentell induzierten Amnioninfektionssyndrom bei
Schwangerschaftsverlangerung unter Antibiotikatherapie haufiger Lasionen im Bereich

der weillen Hirnsubstanz aufwiesen (Yoon et al., 1997, Bashiri et al., 2006).

Neuere Studien an insgesamt mehr als 700 Frauen zeigen keinen einzigen Todesfall
infolge eines Amnioninfektionssyndroms (Gilstrap et al., 1988, Wendel et al.,, 1994,
Rouse et al., 2004, Romero et al., 2006). Demgegentber steht eine nach wie vor erhoh-
te fetale Mortalitat. Gilstrap et al. (1988) konstatierten 2 % Totgeburten bei 273 durch
Amnioninfektionssyndrom komplizierte Schwangerschaften jenseits der 34. SSW. Die
perinatale Mortalitdt und das Risiko, eine Sepsis oder Pneumonie zu entwickeln, sind
unter Reifgeborenen von Schwangeren mit Amnioninfektionssyndrom deutlich geringer
als unter Fruhgeborenen. Obwoh| die neonatale Mortalitat infolge eines Amnioninfek-
tionssyndroms erhoht ist, ist es schwierig, Todesfalle durch Infektion von solchen durch
Fruhgeburtlichkeit zu trennen. Eine der wenigen Studien, die dies versucht, zeigt 23 %
neonatale Todesfalle (9/39 Neugeborene) unter der 35. SSW verglichen mit keinem
Todesfall (0/239 Neugeborene) Uber der 35. SSW von Schwangeren mit Amnioninfek-
tionssyndrom. Keines der Frihgeborenen starb infolge einer Sepsis (Gilstrap et al.,
1988). Wendel et al. (1994) fanden in einem Vergleich von 80 Neugeborenen, die in-
nerhalb von 2 Stunden, mit 18 Neugeborenen, die innerhalb von 6 bis 12 Stunden nach
Blasensprung geboren wurden, keinen Anstieg der Morbiditat im Hinblick auf Apgarwer-
te, Nabelarterien-pH oder Auftreten einer Sepsis. Den Hintergrund dieser Zeitspanne
deckten Pinell et al. (1993) auf, die eine Vermehrung gram-positiver aerober Bakterien
(Streptokokken), gram-negativer anaerober Bakterien (Bacteroides sp.) und Escherichia
coli im Fruchtwasser von 10? auf mehr als 10° Bakterien/ml innerhalb von 12 Stunden
nachwiesen. Eine erhohte infektionsbedingte neonatale Morbiditat zeigt sich bei den
Neugeborenen vor allem durch eine postnatale bakterielle Infektion mit respiratorischer

Adaptationsstérung und in 20 bis 40 % der Falle in schwerer Verlaufsform durch eine
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Sepsis mit Pneumonie und Meningitis, die innerhalb der ersten drei Lebenstage (early-
onset) manifest wird, sowie in einer Zerebralparese als Langzeitfolge einer perinatalen
Infektion (Yoon et al., 2000, Bashiri et al., 2006).

Die Mutter ist intrapartal durch eine disseminierte intravasale Gerinnungsstérung (DIC)
sowie postpartal durch eine Puerperalinfektion mit Endometritis, Endomyometritis, Ad-
nexitis puerperalis oder Sepsis gefahrdet (Briese, 1999, Dudenhausen, 2001, Rouse et
al., 2004, Romero et al., 2006). Muller und Kubli (1975) sahen einen deutlichen Anstieg
der Infektionsmorbiditat nach 12 - 24 Stunden Latenz zwischen Blasensprung und Ge-
burt als kritische Grenze fir ein Eingreifen an. Etwa ein Drittel aller Frauen mit einem
Amnioninfektionssyndrom entwickeln eine postpartale Infektion. Au3erdem wird ein er-
hdhtes Risiko fur eine sekundare Sectio caesarea beschrieben (Duff et al., 1983, Satin
et al., 1992). Satin et al. (1992) beschrieben eine hohere Rate an sekundaren Sektiones
(40 % vs. 9 %), wenn die Diagnose des Amnioninfektionssyndroms gestellt wurde,

nachdem mit einer Einleitung durch Oxytocin begonnen wurde.

1.2 Histologische Chorioamnionitis

Die histologische Chorioamnionitis ist definiert durch ein Vorkommen polymorphkerni-
ger Leukozyten in der Plazenta und den Membranen. Diese entzindlichen Veranderun-
gen kdnnen grundsatzlich in zwei Formen eingeteilt werden, die Entziindung vom Am-
niontyp und die Entzindung vom parenchymatésen Typ (Blanc, 1959, Benirschke,
1990, Vogel, 1996, Redline, 2006).

Die Entzindung vom Amniontyp, bei der polymorphkernige neutrophile Granulozyten
das Bild beherrschen, betrifft das Amnion, die Chorionplatte und/oder die Nabelschnur.
Sie wird als (histologische) Chorioamnionitis bezeichnet. Sie entsteht durch eine Keim-
aszension aus dem Vaginaltrakt mit anschlieBender leukozytarer Infiltration der
extraplazentaren Membranen, spater auch der Plazenta (Romero et al., 1992a, Vogel,
1996). Demgegentber sind bei der Entzindung vom parenchymatdsen Typ der Zwi-
schenzottenraum und die Zotten durch intervillose Thrombangiitis, Perivillitis und Villitis
betroffen. Ist die Plazentitis vom parenchymatdsen Typ infektioser Genese, handelt es
sich in den meisten Fallen um eine hamatogene Streuung bei systemischer Infektion

des matterlichen Organismus mit primarer Absiedlung mutterlicher Krankheitserreger im
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Zwischenzottenraum. Die hamatogen bedingte Infektion manifestiert sich an den pla-
zentaren Zotten, nicht aber den fetalen Membranen (Benirschke, 1990, Vogel, 1996).
Eine histologische Chorioamnionitis kann aber auch durch nicht infektiose reaktive Pro-
zesse wie fetale Hypoxie, Veranderungen des Fruchtwasser-pH oder mekoniumhaltiges
Fruchtwasser hervorgerufen werden (Vogel, 1996). So lassen sich Mikroorganismen

nur in 70 % der Plazenten mit Chorioamnionitis nachweisen (Svensson et al., 1986).

In Abhangigkeit von der Zusammensetzung des Untersuchungskollektivs und von der
Definition einer histologischen Chorioamnionitis wurde deren Haufigkeit bei Lebendge-
borenen in unselektierten Untersuchungsreihen mit 5 bis 57 % angegeben (Vogel et al.,
1984, Benirschke, 1990, Redline, 2006). Die entscheidende Rolle bei der Haufigkeits-
verteilung spielt das Gestationsalter. Bei Frihgeburten vor 34 vollendeten SSW wird
eine Chorioamnionitis wesentlich haufiger nachgewiesen als bei Termingeburten (Gu-
zick und Winn, 1985, Gibbs und Duff, 1991, Vogel, 1996). Am Termin betragt die Prava-
lenz der histologischen Chorioamnionitis 10 — 20 % (Edwards, 2005, Redline, 2006), bei
Frahgeburten mehr als 50 % (Edwards, 2005). Guzick und Winn (1985) fanden in einer
Untersuchung an 2 774 Plazenten eine histologische Chorioamnionitis in 19 % aller

Geburten am Termin und in mehr als 33 % der Frihgeburten.

Die histologische Chorioamnionitis wird nach der Lokalisation bzw. der Ausdehnung der
Veranderungen in der Fruchthéhlenwand unter der Vorstellung einer in Phasen ablau-
fenden Entziindung eingeteilt. Nach der Lokalisation unterscheidet man eine Entzln-
dung in der Eihaut (Amnionitis), der Plazenta (choriale Plazentitis mit/ohne Gefal3betei-
ligung) und der Nabelschnur (Funikulitis).

Nach dem Stadium der Ausdehnung lassen sich nach Vogel (1996) drei Entztindungs-

bilder - Minimal-, Teil- und Vollbild einer Chorioamnionitis - voneinander unterscheiden:

- Minimalbild: Zellinfiltrate in Eihaut ohne Chorionplatte (basal)
- Teilbild: Zellinfiltrate in 2 Regionen, in Eihaut und/oder Chorionplatte (subamnial)
und/oder Nabelschnur

- Vollbild: Zellinfiltrate in 3 Regionen, in Eihaut und Chorionplatte und Nabelschnur
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Zusatzlich kann die Dichte der polymorphkernigen neutrophilen Leukozyteninfiltrate in

gering, mittel und stark graduiert werden (Vogel, 1996):

- Infiltratdichte gering: einzelne Granulozyten (< 5) in einzelnen getrennten Blick-
feldern

- Infiltratdichte mittel: mehrere Granulozyten in mehreren benachbarten Blickfel-
dern

- Infiltratdichte stark: viele Granulozyten in vielen Blickfeldern

Makroskopisch zeigen Chorionplatte und Eihaut eine charakteristisch schmutzig-graue
bis gelbliche Trubung infolge eines granulozytenreichen Exsudats. Mikroskopisch wich-
tige Kennzeichen der infektios bedingten Amnionentzindung sind der Amniotropismus
der Granulozyten und der phasenmaliige Ablauf des Prozesses (Vogel, 1996, Khong et
al., 2000). Die Erreger, die bei offener Fruchtblase von der Fruchthohle auf die Amnion-
oberflache gelangen, |6sen einen leukotaktischen Reiz aus. Die histologische Untersu-
chung der Plazenta und der Eihaute zeigt typischerweise eine akute inflammatorische
Reaktion, in der polymorphkernige neutrophile Leukozyten dominieren. Die mutterlichen
Granulozyten reagieren zuerst, in dem sie extraplazentar aus den Gefallen der Dezidua
in Richtung Amnionoberflache wandern. Intraplazentar sind Granulozyten im subchoria-
len Raum nachweisbar, die dann auf die Chorionplatte Ubergreifen. Die Mitreaktion des
Feten zeigt sich im Auswandern fetaler Granulozyten aus den Gefal3en der Chorionplat-
te. Gemeinsam infiltrieren mutterliche und fetale Granulozyten dann die Chorionplatte,
zerstoren das Amnionepithel und dringen in die Fruchthohle ein. Wenn die Wand der
Nabelschnurgefalle mit fetalen Granulozyten durchsetzt ist, spricht man von einer voll-
standigen entzindlichen Reaktion (Benirschke, 1990, Vogel, 1996, Redline, 2006). Vor
der 20. SSW sind die polymorphkernigen Leukozyten maternalen Ursprungs, spater
erfolgt die inflammatorische Antwort sowohl maternal als auch fetal (Sampson et al.,
1997). Leukozyten im Chorion (Chorioamnionitis) sind maternalen Ursprungs. Werden
Leukozyten im Fruchtwasser (Amnionitis) oder der Nabelschnur (Funikulitis) gefunden,
sind sie fetalen Ursprungs. Grundsatzlich werden maternale Entziindungszellreaktionen

frher und starker gesehen als fetale (Romero et al., 1992a).

Die Haufigkeit einer histologisch nachgewiesenen Chorioamnionitis liegt weit Gber der

Haufigkeit eines klinisch diagnostizierten Amnioninfektionssyndroms (Gibbs und Duff,
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1991, Ohyama et al., 2002), aber auch der Pravalenz infizierter Neugeborener (Hillier et
al., 1991, Seo et al., 1992). So wurde eine Chorioamnionitis basierend auf einer Leuko-
zyteninfiltration in 11 bis 16 % aller Plazenten am Termin gefunden, wahrend eine Kkli-
nisch apparente Infektion, das Amnioninfektionssyndrom, nur bei 1 % der entsprechen-
den Schwangerschaften diagnostiziert wurde (Ohyama et al., 2002). Verschiedene Stu-
dien zeigten, dass nur in 10 bis 20 % der Falle einer Chorioamnionitis auch ein Am-
nioninfektionssyndrom vorliegt (Lott, 1990, Smulian et al., 1999a). Umgekehrt konnten
Smulian et al. (1999a) bei 139 Schwangeren mit dem Verdacht auf ein Amnioninfek-
tionssyndrom nur in 86 Fallen (61,9 %) diese klinische Diagnose auch histologisch be-
statigen. Sie vermuteten, dass nicht inflammatorische Ursachen, wie z. B. Medikamente
oder Epiduralanasthesie, fur mutterliches Fieber oder Tachykardie und somit die falsche
Verdachtsdiagnose verantwortlich waren. Betrachtet man allerdings nur das morpholo-
gische Vollbild einer Chorioamnionitis, lasst sich ein statistisch signifikanter Zusam-
menhang zum klinischen Bild eines Amnioninfektionssyndroms nachweisen (Lott,
1990).

1.3 Neonatale Infektion

Die gefahrlichste Infektion der Neugeborenen ist die neonatale Sepsis. Dabei handelt
es sich um eine Allgemeininfektion durch Aussaat von Mikroorganismen, meist Bakte-
rien, von einem Herd aus in die Blutbahn. Sie ist vor allem bei Friuhgeborenen mit hoher
Sterblichkeit verbunden (Obladen, 2001, Klein, 2005).

2 - 4 von 1 000 Lebendgeborenen erkranken an neonataler Sepsis (Baltimore, 2003).
Die Mortalitat liegt bei 5 bis 50 % (Klein, 2005). Die grol3e Spannbreite der Angaben zur
Mortalitat erklart sich aus der Betrachtung unterschiedlicher diagnostischer Kriterien
und Reifealtergruppen. Die Inzidenz der Sepsis steigt, je unreifer ein Neugeborenes ist
(Baltimore, 2003).

Unterschieden werden eine Frihform (early-onset Infektion) mit foudroyantem Verlauf,
die durch intrauterine Infektion entsteht und innerhalb der ersten drei Lebenstage auftritt
und eine Spatform (late-onset Infektion), die haufig Folge einer nosokomnialen Infektion

durch Intensivtherapie ist und nach dem 3. Lebenstag manifest wird.
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Die haufigste Ursache der friheinsetzenden Verlaufsform ist die Unfahigkeit von 10 %
der B-Streptokokken-Tragerinnen, IgG-Antikorper zu bilden und an den Feten weiter-
zugeben. Dadurch wird die Adhasion der B-Streptokokken an den Schleimhduten des
Kindes erleichtert (Broughton und Baker, 1983, llluzzi und Bracken, 2006). Das Erre-
gerspektrum speist sich aus dem Genitaltrakt und umfasst B-hamolysierende Strepto-
kokken der Gruppe B, Escherichia coli, Enterokokken, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Klebsiellen und Anaerobier. Die intrauterine Infektion erfolgt in den
meisten Fallen durch Aszension dieser Erreger nach vorzeitigem Blasensprung bei Am-
nioninfektionssyndrom der Mutter, seltener hamatogen im Rahmen einer mutterlichen
Bakteriamie. Ein weiterer Risikofaktor ist die Fruhgeburtlichkeit (Schrag und Stoll,
2006).

Neugeborene und speziell Frihgeborene haben eine gesteigerte Empfindlichkeit fur
septische bakterielle Infektionen. Ursachen sind die verzdgerte Reifung der spezifi-
schen humoralen und zellularen Immunantwort der neonatalen B- und T-Zellen, eine
nichteffektive Aktivierung des Komplementsystems und ein Defizit des myelopoetischen
Systems (Strunk et al., 2004, Klein, 2005). Das Immunsystem reift erst nach der Geburt
aus. Die zellvermittelte Immunitat funktioniert weitgehend, hingegen sind Neugeborene
bei der humoralen Abwehr auf die von der Mutter diaplazentar Ubertragenen IgG-
Antikorper (,Nestschutz“) angewiesen. Besonders ein Mangel an spezifischen 1gG-
Antikérpern fuhrt zu einer Beeintrachtigung der opsoninabhangigen Phagozytose. Sie
werden in der zweiten Halfte des 3. Trimenons diaplazentar auf den Fetus Ubertragen.
Deshalb haben insbesondere Fruhgeborene unterhalb der 30. SSW noch unzureichen-
de Serum-lgG-Konzentrationen. Aber auch reife Neugeborene kdonnen einen Antikor-
permangel aufweisen, wenn der Mutter spezifische IgG-Antikdrper gegen Erreger kon-
nataler und neonataler Infektionen fehlen (Simister, 2003). Fur eine effektive Abwehr
bakterieller Infektionen ist ein funktionierendes phagozytares System erforderlich. Be-
sonders die Neutrophilen spielen dabei eine herausragende Rolle, was sich an gestei-
gerter Haufigkeit und Schweregrad von Infektionen zeigt, wenn deren Zahl vermindert
oder Funktion gestort ist. Zum Zeitpunkt der Geburt ist das Abwehrsystem der
Neutrophilen zwar vorhanden, aber dessen Funktion noch unreif und suboptimal (Sche-
lonka und Infante, 1998). Dies zeigt sich in verzogerter Adharenz, Chemotaxis und
Phagozytose der Neutrophilen Neugeborener. Adhasion und Migration der Neutrophilen

und damit die Mobilisierung zu den Orten der bakteriellen Infektion sind vermindert
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(Strunk et al., 2004). Aulzerdem besitzen die Neutrophilen Neugeborener ein selektives
Defizit in der Produktion des bakteriziden permeabilitatssteigernden Proteins (bacterici-
dal/permeability-increasing protein, BPI). Es bindet an bakterielle Polysaccharide und ist
damit ein zentraler Effektor der antibakteriellen Aktivitat gegen gramnegative Bakterien
(Nupponen et al., 2002). So kann eine lokale Entziindung, insbesondere die neonatale
Pneumonie, zum Ausgangspunkt einer Sepsis werden. Zusatzlich zeigen einige Fruh-
und Neugeborene eine verminderte Aktivitat der klassischen und alternativen Komple-
ment-Kaskade, die zu einer Beeintrachtigung der opsoninabhangigen Phagozytose bei-
tragen kann. Eingeschrankt sind aber auch die T-Zell-vermittelte Zytotoxizitat und die
Synthese von INF-y. Dies flhrt zu einer suboptimalen Aktivierung neonataler
Makrophagen im Verlauf eines Entzindungsgeschehens und kann zur Disseminierung

zirkulierender Erreger fuhren (Kotiranta-Ainamo et al., 2004).

Die klinischen Symptome der Frihform der Sepsis sind uncharakteristisch und vielge-
staltig. Oft ist es das ,schlechte Aussehen“ des Neugeborenen, das an eine Infektion
denken lasst. Wesentliche Symptome kdnnen sein: Temperaturinstabili-
tat/Thermolabilitat (Hyper-, Hypothermie), Atemstérungen (Apnoe, Tachypnoe,
Dyspnoe), gastrointestinale Symptome (Trinkunlust bzw. -schwache, Magenrest bzw.
verzogerte Magenentleerung, Gedeihstorung, Erbrechen, aufgeblahtes Abdomen), zir-
kulatorische Insuffizienz (blassgraues Hautkolorit, marmorierte Haut, kalte Extremitaten,
erhdohte Rekapillarisierungszeit), neurologische Stérungen (Apathie/Hyperexzitabilitat,
Krampfanfalle), lkterus, Hepatosplenomegalie, Petechien, Purpura, Blutungsneigung
sowie eine metabolische Azidose. Bei Frihgeborenen tritt die Fruhform als Atemnot-
syndrom oder Pneumonie, bei reifen Neugeborenen als Sepsis, Kreislaufzentralisation
und Verbrauchskoagulopathie auf (Tollner, 1982, Gerdes, 1991, Obladen, 2001, Ng und
Lam, 2006).

Wegweisend fur die Fruherkennung sind das Wissen um geburtshilfliche Risikofaktoren
wie vorzeitiger Blasensprung und Amnioninfektionssyndrom sowie das Erkennen der
genannten klinischen Symptome. Etwa zweistiindlich sollten die Vitalparameter des
Neugeborenen uberwacht werden, um eine Temperaturerhohung (> 37,5 °C) oder -er-
niedrigung (< 36,5 °C), eine Erhdhung der Atemfrequenz (> 60/min), eine Pulserhdhung
(> 160/min) oder eine Verlangerung der Rekapillarisierungszeit (> 2 s) zu diagnostizie-

ren. Verschiedene laborchemische Entzindungsparameter mussen als Warnzeichen
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einer neonatalen Infektion betrachtet werden (Ng und Lam, 2006). Die Labordiagnostik
bei Verdacht auf das Vorliegen einer neonatalen Sepsis kann eine Leukozytose
(> 30 000/nl) oder Leukopenie (< 5 000/nl), eine erhdhte I/T (Immature/Total neutrophils
= Gesamtzahl aller unreifen Granulozyten/Gesamtzanhl aller Granulozyten)-Ratio (> 0,2),
eine CrP-Erhdéhung (> 1 mg/dl), eine Procalcitonin-Erhéhung (> 2,4 u/l) oder eine IL-6-
Erhohung (> 25 pg/ml) aufzeigen (Krediet et al., 1992, Assuma et al., 2000, Ng und
Lam, 2006). Die hochste Sensitivitat aller Parameter erreicht dabei das Zytokin IL-6 im
neonatalen Blut mit 87 bis 100 %, das zudem auch fruhzeitig ansteigt (Messer et al.,
1996, Berner et al., 1998, Mehr und Doyle, 2000, Ng und Lam, 2006). Relativ spat, erst
6 - 12 Stunden nach Keiminvasion, ist mit einem Konzentrationsanstieg des CrP zu
rechnen. Die Sensitivitat des CrP bei Aufnahme von fraglich an einer Infektion erkrank-
ten Neugeborenen schwankt zwischen 33 — 44 % bei einer Spezifitat von 90 bis 96 %
(Kallman et al., 1999). Die CrP-Bestimmung hat deshalb fur die Frihdiagnostik einer
neonatalen Infektion nur einen geringen Wert. Trotzdem ist das CrP ein idealer Ver-

laufsparameter (Ng und Lam, 2006).

Beweisend fiur eine Sepsis ist der Erregernachweis in Blut oder Liquor. Gelingt der kul-
turelle Erregernachweis trotz eindeutiger klinischer Symptome nicht, so spricht man von
einer klinischen Sepsis. Da sich trotz optimaler Abnahme- und Kulturtechniken nur bei
hdchstens 20 % der aufgrund klinischer Symptome diagnostizierten neonatalen Septiti-
den eine positive Blutkultur findet, werden in der Literatur die Begriffe ,Sepsis“ und ,kli-
nische Sepsis“ abgegrenzt (Obladen, 2001, Ng und Lam, 2006).

Die frihen klinischen Symptome einer Infektion des Neugeborenen sind unspezifisch,
die Labordiagnostik ist schwierig und unsicher. Gleichzeitig ist ein sehr friher und kon-
sequenter Behandlungsbeginn beim ersten klinischen Verdacht entscheidend wichtig,
da die bakterielle Infektion des Neugeborenen rasch bis zum septischen Schock fort-
schreiten kann (Tollner, 1982, Klein, 2005). Die Therapie der Neugeborenen besteht
aus liickenloser postnataler Uberwachung, umfassender Infektionsdiagnostik und anti-
biotischer Behandlung. Eine antibiotische Therapie wird unter dem Verdacht auf das
Vorliegen einer Sepsis meist frihzeitig begonnen und gegebenenfalls innerhalb von 48
bis 72 Stunden wieder beendet, wenn sich der Verdacht nicht bestatigt (Schrag und
Stoll, 2006).
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1.4 Zytokine

1.4.1 Allgemein

Die verschiedenen im Immunsystem wirkenden Moleklule haben zwei grundlegende
Funktionen: Effektor- oder regulatorische Funktion. Die Effektorfunktion zeigt sich in der
unmittelbaren Abwehr gegen pathogene Bakterien. Regulatorische Molekule sind Im-
munzellhormone bzw. Zytokine. Sie regulieren den Verlauf der Immunantworten und
steuern die Zusammenarbeit des Immunsystems mit anderen physiologischen Syste-

men des Organismus (Janeway und Travers, 2002, Volk et al., 2008).

Zytokine sind l6sliche Glykoproteine mit einem geringen Molekulargewicht unter
80 kDa, die vor allem aus Zellen des Immunsystems freigesetzt werden und die in sehr
niedrigen Konzentrationen Uber spezifische Rezeptoren wirken. Dadurch andert sich die
zellulare mRNA, Proteinbiosynthesen werden ausgelost und die Zellreaktion verandert
(Janeway und Travers, 2002, Ferencik et al., 2006). 1969 fuhrten Dumonde et al. den
Begriff ,Lymphokine“ ein, um damit ,zellfreie 16sliche Faktoren (verantwortlich fur zell-
vermittelte immunologische Reaktionen), die wahrend der Interaktion von Lymphozyten
mit spezifischen Antigenen entstehen®, zu kennzeichnen. Der Begriff ,Zytokine® als um-
fassende Bezeichnung fur Faktoren, die von Lymphozyten, Monozyten oder nicht
lymphoiden Zellen gebildet werden, wurde erstmals 1974 von Cohen et al. vorgeschla-

gen.

Zytokine werden von den Zellen des naturlichen und des erworbenen Immunsystems
als Antwort auf mikrobielle Pathogene gebildet. Helfer-T-Lymphozyten sind die Haupt-
produzenten der Zytokine. Ty1-Zellen, eine Subpopulation der T-Helferzellen
(CD4"/CD8"-Lymphozyten) sezernieren typischerweise die immunregulatorischen und
inflammatorischen Zytokine IFN-y, IL-2 und TNF-a, die an der zellvermittelten Immun-
antwort beteiligt sind. Im Ablauf einer Immunantwort bewirken die Zytokine die Gewe-
beentziindung und ermoglichen die Aktivierung und Differenzierung von Antigen pra-
sentierenden Zellen und Lymphozyten. Sie arbeiten mit Makrophagen zusammen, die
sich durch IFN-y in aktivierte Makrophagen umwandeln, die auch intrazellular lebende
Bakterien zerstéren kdnnen (Janeway und Travers, 2002, Murphy et al., 2008, Volk et

al., 2008). Wichtigste Aufgabe der Zytokine im Immunsystem ist die Regulation der
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Richtung, des AusmafRes und der Dauer der Immunantworten und die Ubertragung der
Verstandigungssignale zwischen Immunsystem und anderen Organen. Vor allem die
von den Ty2-Zellen produzierten Zytokine IL-6 und IL-10 und das von den Ty3-Zellen
produzierte Zytokin TGF-B1 sind Teil der humoralen, also durch Iésliche Moleklle ver-
mittelten Regulation. Ty2-Zellen sind typische T-Zellen mit Helfer-Funktion, weil sie hel-
fen, die B-Lymphozyten zur Antikorperbildung zu aktivieren. Dies geschieht Uber den
direkten zwischenzellularen Kontakt und durch die Freisetzung von Zytokinen, die die
Entwicklung und Differenzierung der B-Lymphozyten zu Plasmazellen regulieren (Fe-
rencik et al., 2006, Murphy et al., 2008). Ty1- und Ty2-Zellen beeinflussen sich gegen-
seitig durch ihre Produkte. Die aus Ty1-Zellen freigesetzten Zytokine stimulieren die
Entwicklung der Ty1-Zellen und hemmen die Entwicklung der Ty2-Zellen, wahrend um-
gekehrt vor allem IL-10 die Entwicklung der Ty2-Zellen stimuliert und die Entwicklung
der Ty1-Zellen hemmt. Eine der wichtigsten immunregulatorischen Mechanismen ist die
Aufrechterhaltung des normalen Ty1/Ty2-Verhaltnisses (Fiorentino et al., 1989, Feren-
cik et al., 2006). Der typische Wirkmechanismus der Zytokine ist die parakrine, lokale
Regulation (Ferencik et al., 2006, Volk et al., 2008).

Aufgrund ihrer dreidimensionalen Struktur wird die Mehrheit der Zytokine zu den soge-
nannten Typ-I- bzw. den Typ-lI-Zytokinen gezahlt. Typ-I-Zytokine, auch als Hamatopoe-
tine bezeichnet, besitzen eine Bundelstruktur von vier a-Helices, die weiter in eine
Kurzketten- und in eine Langkettenform unterteilt werden. Zu ihnen gehdren z. B. IL-2,
IL-6 und G-CSF. Typ-ll-Zytokine hingegen sind durch sechs a-Helices, welche in unter-
schiedlichen Konfigurationen zueinander zwei separate Konformationen zulassen, ge-
kennzeichnet. Zu ihnen werden IL-10 und IFN-y gezahlt. Langkettige B-Faltblatt-
Strukturen weisen IL-1B3, TNF-a und TGF-B1 auf. Gemeinsames Strukturmerkmal der
Chemokine wie IL-8 ist eine kurze B-Kette mit einem C-terminalen a-helikalen Segment

(Sprang und Bazan, 1993, Janeway und Travers, 2002).

Innerhalb der Immunhomoostase des Korpers stellen Zytokine einen wirksamen Me-
chanismus dar, wenn ihre Sekretion und Aktivierung ortlich und ihre Wirkung in der un-
mittelbaren Umgebung zeitlich begrenzt ist. Problematisch wird die Zytokinproduktion,
wenn sie langfristig erfolgt, standig aufrechterhalten wird oder systemisch im gesamten
Organismus wirkt. Dann kénnen die Zytokine an der Auslésung von klinischen Zeichen

verschiedener Entziindungen und Infektionen wie dem Amnioninfektionssyndrom, aber
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auch Autoimmunerkrankungen, allergischen Reaktionen, Tumorerkrankungen oder dem

metabolischen Syndrom teilnehmen (Murphy et al., 2008).

Weiterhin konnte eine Wechselwirkung zwischen CRH (corticotropin-releasing hormo-
ne) und inflammatorischen Zytokinen gezeigt werden. Vor allem IL-1B scheint ein po-
tenter Aktivator der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennierenrinden-Achse zu sein und
zu einer erhdhten Kortisolproduktion zu fuhren. CRH kann auch direkt die Zytokinpro-
duktion regulieren und parakrin die Prostaglandinbildung forcieren (Plagemann et al.,
1998).

Die Wirkungen der einzelnen Zytokine konnen sich gegenseitig Uberlagern und verstar-
ken, aber auch entgegengesetzt sein und sich unterdricken. Insofern hangt das Ergeb-
nis der Wirkung eines Zytokins nicht nur von seiner Konzentration und dem Zelltyp, auf
den es wirkt, ab, sondern auch von der Anwesenheit anderer Zytokine. Die einzelnen
Zytokine wirken in einem sogenannten Zytokinnetzwerk zusammen, in dem die aktuelle
Aktivitat jedes einzelnen von ihnen eine Gruppe anderer Zytokine beeinflusst (Balkwill
und Burke, 1989, Ferencik et al., 2006).

Derzeit sind etwa 200 verschiedene Zytokine bekannt. Nach ihrer Funktion oder ihrer
dreidimensionalen Struktur oder der Zellart, von der sie produziert werden oder auf die
sie wirken, werden sie in unterschiedliche Gruppen eingeteilt. Nach der Hauptrichtung
ihrer Wirkung lassen sich vier Hauptgruppen unterscheiden (Sprang und Bazan, 1993,

Janeway und Travers, 2002, Ferencik et al., 2006, Volk et al., 2008):

1. Zytokine, die Mechanismen der natlrlichen Immunabwehr regulieren: IL-1, IL-6,
TNF-a, IFN-y, Chemokine (IL-8)

2. Zytokine, die das Wachstum, die Differenzierung und die Aktivierung von Lymphozy-
ten regulieren: IL-2, IL-12, TGF-31

3. Zytokine, die die Hamatopoese stimulieren: G-CSF, GM-CSF

4. Immunregulatorische Zytokine (immunsuppressorische Aktivitat): IL-10, TGF-f31
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Basierend auf dieser Einteilung werden die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Zy-
tokine entsprechend ihrer regulatorischen Wirkung beim Amnioninfektionssyndrom in
zwei Gruppen, inflammatorische (IL-1B, IL-6, IL-8, G-CSF, TNF-a) und anti-
inflammatorische (IL-10, TGF-B1) Zytokine eingeteilt. Sowohl inflammatorische als auch
anti-inflammatorische Zytokine sind an den Mechanismen, die zum Amnioninfektions-

syndrom fuhren, beteiligt.

Im Folgenden sollen zunachst die in der vorliegenden Arbeit untersuchten, beim Am-
nioninfektionssyndrom zusammenwirkenden Zytokine bzw. Zytokingruppen portratiert
und im Anschluss deren Rolle bei den mit Amnioninfektionssyndrom und neonataler

Sepsis verbunden Entzindungsvorgangen beschrieben werden.

1.4.2 Inflammatorische Zytokine

Die ersten Untersuchungen an Zytokinen in Zusammenhang mit einer intrauterinen In-
fektion fuhrte die Arbeitsgruppe um Romero bereits Ende der 80er-Jahre des 20. Jahr-
hunderts durch. In den Mittelpunkt des Interesses rlckten inflammatorische Zytokine
wie IL-18, IL-6, IL-8, G-CSF und TNFa.

IL-1 wurde zunachst als ,endogenes Pyogen® beschrieben, das durch Exposition ge-
genuber Endotoxin (LPS) freigesetzt wird (Dinarello, 2002). Es war das erste Zytokin,
dem eine entscheidende Rolle beim Beginn von vorzeitigen Wehen durch Infektion zu-
geschrieben wurde (Romero et al.,, 1989). Es wird von aktivierten Monozy-
ten/Makrophagen der menschlichen Dezidua als Antwort auf bakterielle Stoffwechsel-
produkte (LPS) produziert. So beschrieb Dinarello (2002) einen rapiden Anstieg der
IL-1-Produktion nach Stimulation mit LPS. Romero et al. (1989) wiesen eine IL-1-Bio-
aktivitat im Fruchtwasser Schwangerer mit vorzeitigen Wehen und intraamnialer Infek-
tion, nicht aber im Fruchtwasser von Schwangeren mit vorzeitigen Wehen ohne
intraamniale Infektion nach. IL-1 stimuliert seinerseits die Prostaglandinproduktion von
Amnion und Dezidua sowie Myometrium, an dem es Kontraktionen auslésen kann. Ga-
be von IL-1 an schwangere Mause fuhrte zu vorzeitigen Wehen und Frihgeburt, was
durch Gabe seines naturlichen Antagonisten IL-1Ra verhindert werden konnte (Romero
und Tartakovsky, 1992).
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IL-6 wurde ursprunglich als B-Zell-stimulierender Faktor bezeichnet und gehort zur
,IL-6/IL-12-Superfamilie” (Richards, 1998). Es ist ein endogenes Pyrogen, welches
durch unterschiedliche proinflammatorische Zytokine induziert wird. Das Fieber korre-
liert dabei mit der Schwere des Infektes und damit der systemischen Konzentration von
IL-6. Es induziert weiterhin die Produktion hepatischer Akute-Phase-Proteine, so auch
des CrP. Dies ist im Zusammenhang mit intraamnialen Infektionen von besonderer Be-
deutung, da in klinischen Untersuchungen ein Anstieg des CrP im maternalen Serum
vor der Entwicklung eines Amnioninfektionssyndroms und dem Einsetzen vorzeitiger
Wehen bei Schwangeren mit vorzeitigem Blasensprung gezeigt wurde (Azizia et al.,
2006). Intrauterin wird IL-6 vor allem von plazentaren Endothelzellen produziert. IL-6
regt humanes Amnion und Deziduazellen zur Bildung von Prostaglandinen an (Stein-
born et al., 1998). Romero et al. (1990) wiesen bei Schwangeren mit vorzeitigen Wehen
und intraamnialer Infektion eine hohere IL-6-Bioaktivitat im Fruchtwasser nach als bei

Schwangeren ohne intraamniale Infektion.

IL-8 wurde zunachst als chemotaktischer Faktor identifiziert, der auf neutrophile Granu-
lozyten wirkt und sich im Uberstand von LPS-stimulierten humanen mononukleéren Zel-
len anreichert. Es gehort zur grofdten Gruppe der Zytokine, den sogenannten Chemoki-
nen oder chemotaktischen Zytokinen (Lindley, 1998). Rezeptoren fur IL-8 wurden in
Chorion, Plazenta, Nabelschnur und Myometrium beschrieben, wobei eine erhdhte Ex-
pression bei Wehenbeginn gezeigt wurde (ElI Maradny et al., 1996). Besonders hohe
Konzentrationen des Zytokins IL-8 im Fruchtwasser waren mit dem Vorliegen einer hi-
stologischen Chorioamnionitis, dem Nachweis von Bakterien im Fruchtwasser und dem
klinischen Bild eines Amnioninfektionssyndroms assoziiert (Cherouny et al., 1993).
Auch Romero et al. (1991a) fanden erhohte IL-8-Konzentrationen im Fruchtwasser von
Schwangeren mit vorzeitigen Wehen und intraamnialer Keimbesiedlung. Im Rahmen
des Geburtsbeginns wirkt vor allem IL-8 chemotaktisch auf Granulozyten und bewirkt
deren Wanderung in das zervikale Bindegewebe. Nach ihrer Aktivierung stimulieren sie
die Freisetzung einer leukozytaren Kollagenase, welche durch enzymatischen Kolla-

genabbau am zervikalen Reifungsprozess beteiligt ist (Winkler, 2003).

G-CSF gehort zur Gruppe der Kolonie stimulierenden Faktoren (colony stimulating fac-
tors, CSF). Dies sind Glykoproteine, die die Proliferation, Reifung und Aktivitat der ha-

matopoetischen Blutzellen regulieren. G-CSF wird von aktivierten Makrophagen, Endo-
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thelzellen und Fibroblasten gebildet (Foote et al., 1998). G-CSF stimuliert als Wachs-
tums- und Differenzierungsfaktor relativ spezifisch die Produktion neutrophiler Granulo-
zyten als Reaktion auf bakterielle Infektionen, verbessert aber auch ihre Funktionen und
verlangert zusatzlich ihr Uberleben durch Blockade des programmierten Zelltodes
(Murphy et al., 2008). Raynor et al. (1995) wiesen eine um den Faktor 10 erhdhte Kon-
zentration an G-CSF im Fruchtwasser von Schwangeren mit histologischer Chorioam-
nionitis gegenuber einer Kontrollgruppe ohne Chorioamnionitis nach. Bei Feten mit
FIRS wurde eine signifikant hohere G-CSF-Plasmakonzentration als in Feten ohne
FIRS gefunden (Median 714,4 pg/ml vs. Median 55,7 pg/ml), die moglicherweise ur-
sachlich fur das Auftreten einer Neutrophilie bei 2/3 dieser Feten ist (Berry et al., 1998).

Ahnliche Bedeutung im Verstandnis der Entziindungsvorgange beim Amnioninfektions-
syndrom wie IL-1 erlangte das Zytokin TNF-a. Urspringlich wurde es als eine Substanz
identifiziert, welche im Serum von mit Endotoxin (LPS) injizierten Mausen nachgewie-
sen werden und eine hamorrhagische Nekrose von Tumoren induzieren konnte. Des-
halb wurde es fur die bei Krebspatienten beobachtete Kachexie verantwortlich gemacht
und als ,Kachektin“ bezeichnet (Beyaert und Fiers, 1998). Aktivierte Makrophagen in
der menschlichen Dezidua produzieren TNF-a nach Kontakt mit Bakterienprodukten. Es
stimuliert die Prostaglandinproduktion von Amnion, Dezidua und Myometrium (Romero
et al., 1991b). TNF-a findet sich in Fruchtwasser von Schwangeren mit intraamnialer
Infektion und vorzeitigen Wehen. Bei Schwangeren mit vorzeitigem Blasensprung und
Amnioninfektionssyndrom sind die TNF-a-Konzentrationen héher, wenn zusatzlich We-
hen auftreten (Romero et al., 1992b). Systemische oder intrauterine Gabe von TNF-a
an schwangere Mause fuhrt zu vorzeitigen Wehen und Frahgeburten (Fidel et al.,
1997).

1.4.3 Anti-inflammatorische Zytokine

Die anti-inflammatorischen Zytokine IL-10 und TGF-B1 spielen eine wichtige Rolle in
der Downregulation der Immunantwort bei den mit einem Amnioninfektionssyndrom
einhergehenden Entzindungsvorgangen. IL-10 besitzt sowohl immunsuppressive als
auch immunmodulatorische Eigenschaften. Es wird von der Dezidua, in geringerem
Mafe auch von Amnion und Chorion gebildet (Trautman et al., 1997). Greig et al.

(1995) fanden signifikant erhdhte Konzentrationen von IL-10 im Fruchtwasser von

26



Schwangeren mit einem Amnioninfektionssyndrom, wobei die hochsten Konzentratio-
nen bei Schwangeren unter 30 vollendeten SSW auftraten. In einer Studie an schwan-
geren Rhesusaffen erhielten diese intraamnial Infusionen, entweder mit IL-13 und IL-10
oder IL-1B und Dexamethason oder IL-1( allein. Die Behandlung mit IL-10 und Dexa-
methason reduzierte signifikant die durch IL-13 induzierten Uteruskontraktionen (Sa-
dowsky et al., 2003). Durch die intraamniale Gabe von IL-10 an schwangere Ratten, bei
denen zuvor durch LPS eine Infektion ausgelost wurde, konnte eine nachfolgende

Frahgeburt verhindert werden (Terrone et al., 2001).

TGF-B1 wurde urspringlich als ein von Tumorzellen produzierter Wachstumsfaktor be-
schrieben, der das Uberleben von Zellen in Kultur férdert oder als Wachstumsfaktor auf
Fibroblasten wirkt, die an der Wundheilung beteiligt sind. Die wesentlichste biologische
Eigenschaft von TGF-B1 ist seine negative immunregulatorische Wirkung. (Gitelman
und Derynck, 1994). Es wurde aus reifer humaner Plazenta und Eihduten isoliert (Kau-
ma et al., 1990). Fortunato et al. (1998) zeigten, dass die IL-8-mRNA-Expression und
-Peptidproduktion in fetalen Membranen durch gleichzeitige LPS-Stimulation und IL-10-
Gabe downreguliert werden kann, wahrend TGF-B1 diesen Effekt nicht auslést. TGF-1
ist jedoch in der Lage, die IL-1-und TNF-a-induzierte Prostaglandinproduktion humanen
Amnions zu reduzieren. Weiterhin wurden IL-1-induzierte Frihgeburten beim Kaninchen
durch Therapie mit TGF-1 gehemmt (Bry und Hallman, 1993).

1.4.4 Rolle der Zytokine beim Amnioninfektionssyndrom

Seit mehr als 60 Jahren ist bekannt, dass die Infektion von schwangeren Tieren mit
Bakterien oder bakteriellen Endotoxinen (z. B. LPS gramnegativer Bakterien oder LTA
und Peptidoglykan grampositiver Bakterien) zu Aborten oder Frihgeburten fuhrt (Zahl
und Bjerknes, 1943). Erst Jahrzehnte spater wurden die biochemischen Details der Re-
aktion auf ein Entzindungsgeschehen entdeckt. In zahlreichen Untersuchungen wurde
gezeigt, dass Infektionen der Amnionhohle durch Freisetzung inflammatorischer Zytoki-
ne vorzeitige Wehen auslésen kdnnen (Baumann und Romero, 1995). Bei Vorliegen
einer Infektion werden durch den direkten bakteriellen Stimulus von Endotoxinen so-
wohl die Freisetzung von Prostaglandinen als auch inflammatorischen Zytokinen indu-
ziert. Als Mediatoren fungieren dabei spezifische Rezeptoren, sogenannte Toll-like Re-

zeptoren, die sich auf mononuklearen Phagozyten, Deziduazellen und Trophoblastzel-
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len der Plazenta befinden. Diese Rezeptoren vermdgen pathogen-assoziierte Moleklile
zu erkennen (Janssens und Beyaert, 2003). Unter dem Einfluss von Liganden wie LPS
oder LTA erhdhen sie die lokale Freisetzung von Prostaglandinen und Zytokinen. Ein-
bezogen sind dabei verschiedene Zellen der amniochorialen/dezidualen Grenzschicht
neben polymorphnuklearen Zellen und aktivierten Makrophagen, die mit einer
Prostaglandinproduktion sowie IL-1B-, IL-6-, IL-8- und TNF-a-Sekretion reagieren (Ro-
mero et al., 1988, Romero et al., 1989, Romero et al., 1992b). Diese inflammatorischen
Zytokine, die auch in normalen Terminschwangerschaften im Fruchtwasser vorkommen
(Opsjon et al., 1993) wirken wiederum selbst als Entziindungsmediatoren. Vor allem
IL-1 und TNF-a stimulieren die Prostaglandinproduktion durch die Plazenta (Dezidua
und Amnion) und das Myometrium. Dabei I0st Prostaglandin E, eine Zervixdilatation
und Prostaglandin Fyq Uteruskontraktionen aus. Bei bakterieller Besiedlung der Am-
nionhohle bewirkt und beschleunigt eine durch bakterielle Endotoxine verursachte Zyto-
kinfreisetzung den Prozess des zytokinvermittelten (vorzeitigen) Geburtsbeginns (Ro-
mero et al.,, 2007a). Zytokine induzieren zudem die Freisetzung von Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs), die Veranderungen in der extrazellularen Matrix hervorru-
fen, was einen Blasensprung auslésen kann (Vadillo-Ortega und Estrada-Gutierrez,
2005). Dadurch wird letztlich die haufige Assoziation zwischen Frihgeburtlichkeit und
Chorioamnionitis erklarbar. Romero et al. (1998) sprechen in diesem Zusammenhang
von einem ,Fluchtmechanismus des Feten aus einer feindlichen Umwelt“. Das Einset-
zen vorzeitiger Wehen kdnnte somit auf das Uberleben des Feten gerichtet sein. Darauf
weisen auch Bessler et al. (2004) hin, die eine Mitverantwortung des Feten fiur die ent-

zundliche Reaktion und die Auslosung seiner eigenen Fruhgeburt postulieren.

1.4.5 Rolle der Zytokine bei neonataler Infektion

Prapartal und sub partu sind der Gastrointestinaltrakt und die Lunge des Feten uber
Schluck- und Atembewegungen dem Fruchtwasser und damit den Zytokinen ausge-
setzt. Aber auch Uber Plazenta und Nabelschnur kénnen die Entzindungsmediatoren
den Fet erreichen. |hre dosisabhangigen Wirkungen im Feten von einem fehlenden Ef-
fekt bis hin zum Schock wurden als ,fetal inflammatory response syndrome® charakteri-
siert (Gomez et al., 1998). Ahnlich dem SIRS bei Erwachsenen kommt es hierbei initial
zu einer massiven Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen, vor allem IL-18,

TNF-a und IL-6, gefolgt von einer als ,Immunparalyse” bezeichneten Anergie des Im-
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munsystems und Produktion von anti-inflammatorischen Zytokinen wie IL-10 und
TGF-B1, was auch ,compensatory anti-inflammatory response® (CARS) genannt wird
(Oberholzer et al., 2001). Zur frihen Aufdeckung einer Neugeboreneninfektion in den
ersten Lebensstunden erwies sich IL-6 im vendsen Plasma Neugeborener mit Infek-
tionsverdacht als sensitiver Marker (Buck et al., 1994, Messer et al.,, 1996). Es ist

zugleich nutzlich fur die weitere Prognose des Krankheitsverlaufs (Ng und Lam, 2006).

IL-18 aus dem Fruchtwasser kann in der fetalen Lunge an intrapulmonale Rezeptoren
binden und die fetale Lungenreife durch Surfactantbildung beschleunigen. Durch Ein-
strom von Entzindungszellen kann sich jedoch auch eine bronchopulmonale Dysplasie
entwickeln (Kramer, 2008). Neben der akuten Problematik fur das Neugeborene rucken
die moglichen Spatfolgen in den Vordergrund. Inzwischen wird vor allem die Zerebral-
parese als Langzeitfolge einer perinatalen Infektion infolge eines Amnioninfektions-
syndroms angesehen (Garnier et al., 2004, Bashiri et al., 2006). Zytokine kdénnen die
unreife fetale Blut-Hirn-Schranke Uberwinden. Sie werden aber auch als inflammatori-
sche Antwort im Gehirn des Feten selbst gebildet. Erhdhte Konzentrationen neuroto-
xisch wirksamer inflammatorischer Zytokine im Serum und Gehirn des Feten bzw. des
Neugeborenen flhren infolge einer Entziindungsreaktion zu einer Verletzung und Zer-
storung von Gewebe des Zentralnervensystems, was zu einer periventrikularen Leuko-
malazie und in letzter Konsequenz zu einer Zerebralparese fuhren kann (Yoon et al.,
2003). Leviton (1993) und Yoon et al. (1996) konnten eine Korrelation zwischen TNF-a-
bzw. IL-6-Nabelschnurblutkonzentrationen und neurologischen Defiziten infolge einer
periventrikularen Leukomalazie bei den Neugeborenen aufzeigen. In der Studie von
Yoon et al. (1996) stellte sich IL-6 als unabhangiger Risikofaktor fur eine periventrikula-
re Leukomalazie dar. Erhéhte Konzentrationen an Zytokinen wurden sowohl im Frucht-
wasser (Yoon et al., 1997) als auch im Blut (Nelson et al., 1998) der Neugeborenen, die

eine Zerebralparese entwickelten, gefunden.
1.5 Fragestellung und Zielsetzungen der Arbeit
Das Anliegen dieser Studie besteht darin, nach Mdglichkeiten fur eine sichere Diagnose

des Amnioninfektionssyndroms bei Schwangeren und einer fruhzeitigen Diagnose der

dadurch bedingten frGhen Verlaufsform einer Sepsis (early-onset Infektion) bei Neuge-
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borenen schon im Nabelschnurblut mit Hilfe neuer laborchemischer Methoden zu su-

chen.

Die bisherigen Moglichkeiten fur eine verlassliche und schnelle Diagnostik des Am-
nioninfektionssyndroms werden als unzureichend betrachtet. Die klinischen Symptome
des Amnioninfektionssyndroms und die entsprechenden laborchemischen Entzin-
dungsparameter im Plasma der Mutter sind, sofern Uberhaupt vorhanden, unspezifisch.
Ihr Vorhandensein lasst noch nicht auf eine Infektion des Neugeborenen schlie3en. Auf
der anderen Seite zeigt nur eine geringe Zahl der Neugeborenen mit early-onset Infek-
tion die typischen klinischen Erscheinungsbilder, sodass diese Infektionen dem Ge-
burtshelfer leicht entgehen konnen. Auch die Labordiagnostik ist unbefriedigend. Die
frihe Diagnose und Behandlung der Neugeborenen mit Sepsis ist jedoch fur die Ver-
besserung ihrer Prognose und Verminderung der Morbiditat unerlasslich. Bisher mus-
sen noch relativ viele Neugeborene antibiotisch therapiert werden, um die wenigen mit

einer definitiven early-onset Infektion zu erfassen.

In dieser Situation erscheint die Untersuchung von Zytokinen im Nabelschnurblut als
geeignetes Ziel. Die besondere Bedeutung des Nabelschnurbluts gegenuber dem Se-
rum von Neugeborenen liegt in seiner guten Verfugbarkeit, der ausreichend zu gewin-
nenden Menge und der Moglichkeit der schnellen Analyse. Im Gegensatz zum Frucht-
wasser, das nur durch einen invasiven Eingriff, eine Punktion, zu gewinnen ist, lasst es
sich relativ einfach aus den NabelschnurgefalRen gewinnen. Es ist geradezu als dia-
gnostisches Medium im Zusammenhang mit der Friherkennung einer neonatalen Infek-
tion pradestiniert. Mehrere Arbeitsgruppen konnten eine positive Korrelation zwischen
den Konzentrationen verschiedener inflammatorischer Zytokine in Nabelschnurblut und
einer neonatalen Infektion nachweisen (u.a. Lehrnbecher et al., 1996, Messer et al.,
1996, Weeks et al., 1997, Berner et al., 1998, Smulian et al., 1999b, Berner et al., 2000,
Kashlan et al., 2000, Buscher et al., 2000, Hatzidaki et al., 2005). Wir entschieden uns
daher fur den Nachweis der Zytokine, die hauptsachlich mit Entziindungsreaktionen im
menschlichen Koérper in Verbindung gebracht werden, Interleukin-1B (IL-18) und Tu-
mornekrose-Faktor-a (TNF-a) als Zytokine, die in erster Linie die Immunantwort repra-
sentieren, gefolgt von Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-8 (IL-8) und dem die Granulozy-

tenbildung anstoRenden Granulozyten-Kolonie stimulierenden Faktor (G-CSF) sowie
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der Zytokine, die einer Entziindung entgegenwirken, Interleukin-10 (IL-10) und Trans-
forming-growth-factor-g1 (TGF-31).

Im Folgenden werden 4 Hypothesen bzw. Fragen aufgestellt, die durch die vorliegende

Arbeit beantwortet werden sollen.

1.

Der frihestmdgliche Zeitpunkt der fetalen Reaktion auf eine intraamniale Infektion ist
die Genexpression auf mMRNA-Ebene. Mit Hilfe einer neuen Methode, der real-time
TagMan RT-PCR soll die mRNA-Expression von Zytokinen in mononuklearen Zellen

aus Nabelschnurblut von Neugeborenen nach deren Geburt untersucht werden.

Feten und Neugeborene sind in der Lage, selbststandig inflammatorisch relevante
Zytokine wie IL-1p, IL-6, IL-8 und TNF-a als Reaktion auf einen intraamnialen Infek-
tionsreiz zu produzieren. Eine gesteigerte G-CSF-Produktion entspricht der relativen
Unreife ihres Immunsystems. Das fetale und neonatale Immunsystem ist bereits in
der Lage, durch Produktion anti-inflammatorischer Zytokine wie IL-10 und TGF-$1
gegenregulativ zur Infektion zu wirken. Dazu sollen die relativen mRNA-Mengen der
genannten Zytokine im Nabelschnurblut Neugeborener von Schwangeren mit klini-
schen Zeichen eines Amnioninfektionssyndroms, also einem vermutlich intraamnial
infizierten Kollektiv (Risikogruppe) und Neugeborener von gesunden Schwangeren

(Kontrollgruppe), bestimmt und miteinander verglichen werden.

Die intrauterine Infektion ist immer mit der Gefahrdung des Kindes verbunden. Fet
und Neugeborenes sind durch die Freisetzung von Zytokinen als spezifische Reakti-
on auf ein Amnioninfektionssyndrom in das Infektionsgeschehen einbezogen und
der Gefahr, eine early-onset Infektion zu entwickeln, ausgesetzt. Aber nicht alle
Neugeborenen von Schwangeren mit Verdacht auf ein Amnioninfektionssyndrom
entwickeln eine early-onset Infektion. Mdglicherweise gibt es signifikante Unter-
schiede in der mRNA-Expression bestimmter Zytokine bei Neugeborenen, die eine
early-onset Infektion und Neugeborenen, die keine Infektion entwickeln. Deshalb
werden die relativen mRNA-Mengen inflammatorischer und anti-inflammatorischer
Zytokine von Neugeborenen, die eine early-onset Infektion entwickeln, mit denen

nicht infizierter Neugeborener innerhalb der Risikogruppe verglichen.
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4. Eine histologische Chorioamnionitis wird haufiger nachgewiesen, als die klinische
Diagnose eines Amnioninfektionssyndroms gestellt wird oder Neugeborene eine
early-onset Infektion entwickeln. Moglicherweise gibt es auch hier signifikante Un-
terschiede in der mRNA-Expression bestimmter Zytokine im Nabelschnurblut von
Schwangeren mit Verdacht auf ein Amnioninfektionssyndrom, in deren Plazenten
histologisch eine Chorioamnionitis nachgewiesen wird, gegenuber solchen mit
Normalbefunden. Deshalb werden die relativen mRNA-Mengen inflammatorischer
und anti-inflammatorischer Zytokine von Schwangeren, deren Plazenten eine Cho-
rioamnionitis aufweisen, mit denen, die Normalbefunde zeigen, innerhalb der Risi-

kogruppe verglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenkollektiv

In einer prospektiven Untersuchung wurden bei 30 Schwangeren mit klinischem Ver-
dacht auf ein Amnioninfektionssyndrom (Risikogruppe) sowie 30 Schwangeren ohne
Symptome eines Amnioninfektionssyndroms (Kontrollgruppe) die intrazellularen relati-
ven Mengen der auf mMRNA-Ebene exprimierten inflammatorischen Zytokine IL-1(, IL-6,
IL-8, G-CSF und TNF-a und der anti-inflammatorischen Zytokine IL-10 und TGF-B1 in
mononuklearen Zellen aus dem Nabelschnurvenenblut mittels quantitativer real-time
TagMan RT-PCR bestimmt.

In die Studie eingeschlossen wurden Schwangere, die im Zeitraum zwischen Oktober
1999 und Januar 2001 in der Klinik fur Geburtsmedizin der Charité-Universitatsmedizin
Berlin, Campus Virchow-Klinikum (Leitung: Prof. Dr. J. W. Dudenhausen), wegen eines
vorzeitigen Blasensprungs stationar aufgenommen wurden. Die Zustimmung der Ethik-
kommission war vorher gegeben. Die Schwangeren wurden Uber die Studie schriftlich
und mandlich aufgeklart. Ein Einschluss in die Studie erfolgte nur mit vorheriger Zu-
stimmung. Der klinische Verdacht auf ein Amnioninfektionssyndrom war durch folgende
Einschlusskriterien (Bek et al., 1990, Gibbs und Duff, 1991) sub partu gegeben:

- maternale Temperatur > 38 °C und
- fetale Herzfrequenz > 150 spm (> 120 min) oder

- maternales CrP > 2,0 mg/di

Nicht eingeschlossen wurden Schwangere mit Hepatitis-B- und Hepatitis-C-Infektion.

Geburtsmedizinisch relevante Rahmenparameter, die zusatzlich erhoben wurden, wa-
ren das Alter der Schwangeren, die Paritat, das Gestationsalter, die Zervixreife, Nikotin-
abusus, die Art der eventuellen Einleitung, die Gabe von Betamethason zur Lungenrei-
feférderung, der Entbindungsmodus und weitere mdgliche Infektionszeichen, wie die

Farbe des Fruchtwassers.
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Eine antibiotische Therapie mit einem Cephalosporin (Spizef®), 1,5 g i.v. alle 8 Stunden,
erhielten alle Schwangeren mit einem drohenden Amnioninfektionssyndrom, d. h. bei
denen das Auftreten der vorstehend beschriebenen klinischen Infektionszeichen bzw.
ein Anstieg der Entzindungsparameter oder ein langer als 12 Stunden zurtckliegender

vorzeitiger Blasensprung diagnostiziert wurde.

Alle Schwangeren wurden in der Klinik flir Geburtsmedizin der Charité-
Universitatsmedizin Berlin, Campus Virchow-Klinikum entbunden. Die Blutentnahme
erfolgte unmittelbar nach Geburt und Abnabelung des Kindes aus der Nabelschnurve-

ne.

Werte der Neugeborenen, die erhoben wurden, waren Apgar, Nabelarterien- und -ve-
nen-pH, Laktat, Base excess, Kdrpergewicht, Geschlecht und Ursachen einer eventuel-
len Verlegung in die Klinik fir Neonatologie der Charité-Universitatsmedizin Berlin,
Campus Virchow-Klinikum (Leitung: Prof. Dr. M. Obladen). Auskunft Gber die klinische
Situation, die Notwendigkeit einer antibiotischen Behandlung und Einschatzung der
Schwere der neonatalen Infektion der verlegten Neugeborenen wurde in direktem Ge-
sprach vom behandelnden Neonatologen eingeholt. Die neonatologische Krankenakte

wurde eingesehen und ausgewertet.

Als early-onset Infektion des Neugeborenen wird eine Infektion innerhalb der ersten 48
Stunden nach Geburt definiert (Tollner, 1982, Gerdes, 1991). Fiur die Bestatigung des

Infektionsverdachts war einer der folgenden Parameter:
- positive Blutkultur oder
- neonatales CrP > 1 mg/dl oder
- neonatale Leukozyten > 30 000/ul oder <5 000/ul oder
- |I/T-Ratio > 0,2

in Kombination mit mindestens drei der folgenden klinischen Symptome:

Apnoe, Bradykardie, Hypotension, Kreislaufschwache, Lethargie, Temperaturinstabilitat,

Hepatomegalie oder Trinkschwache
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notwendig.

Die Plazenten wurden nach der Geburt in der Abteilung fur Paidopathologie und Pla-
zentologie des Instituts fur Pathologie der Charité-Universitatsmedizin, Campus Vir-
chow-Klinikum (Leitung: Prof. Dr. M. Vogel) histologisch untersucht. Kriterien der histo-
logischen Untersuchung waren eine vorliegende bakterielle oder entzundliche Infiltration
des Gewebes, Anomalien oder perfusionsbedingte Insuffizienzzeichen. Die histologi-
sche Beurteilung einer entziandlichen Infiltration und damit Chorioamnionitis wurde nach
den Kriterien von Vogel (1996) eingestuft in Minimal-, Teil- oder Vollbild einer Chorio-

amnionitis.
2.2 Untersuchung der Blutproben

Um die intrazellularen relativen Zytokin-Mengen auf mRNA-Ebene mittels PCR bestim-
men zu kdnnen, mussten zunachst im gewonnenen Vollblut die Erythrozyten lysiert und
danach das Hamoglobin daraus entfernt werden. Dieser erste Schritt fand unmittelbar
nach Probengewinnung im Labor des Kreil3saales statt. AnschlieRend wurden die Pro-
ben bei -80 °C im Labor der Klinik fir Geburtsmedizin, Campus Virchow-Klinikum, ein-
gefroren. Danach erfolgte der Transport der Proben in das Institut fur Medizinische Im-
munologie, Charité-Universitatsmedizin Berlin, Campus Charité Mitte (Leitung:
Prof. Dr. H.-D. Volk). Dort wurde die gesamte RNA aus den Proben extrahiert. Die RNA
wurde mittels Reverser Transkriptase (RT) in cDNA umgeschrieben. Danach erfolgten
die Amplifikation der cDNA, der Nachweis und die Quantifizierung des PCR-Produkts
mit der real-time TagMan (RNA-) RT-PCR.

2.2.1 Lyse und Entfernung der Erythrozyten aus Vollblut

Unter Verwendung der Erythrozyten-Lysis-Puffer (EL und RLT) der Firma QIAGEN
GmbH, Hilden, wurden folgende Arbeitsschritte durchgefiihrt (QlAamp® RNA Blood Mini
Handbook, 1999):

1 Volumenteil Blut (500 ul) und 5 Volumenteile (2,5 ml) EL-Puffer wurden in ein Falcon-
Roéhrchen gegeben. Dieses wurde 10 - 15 min auf Eis inkubiert und zweimal kurz ge-

schuttelt. Anschlieend wurde die Probe zentrifugiert (400 g, 10 min, 4 °C) und der
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Uberstand verworfen. Danach wurden zum entstandenen Pellet 2 Volumenteile (1 ml)
EL-Puffer gegeben und die Probe einmal kurz geschuttelt. Nach erneuter Zentrifugation
unter denselben Bedingungen wurde wiederum der Uberstand verworfen. Nun konnten
600 ul RLT-Puffer (Vorbereitung: RLT + 10 ul B-Mercapto-Ethanol/ml) zur Probe gege-

ben werden. Die Proben wurden bei -80 °C eingefroren.
2.2.2 Isolation totaler RNA aus Vollblut

Unter Verwendung des QlAamp RNA Blood Mini Kits und des RNase-Free DNase Sets
der Firma QIAGEN GmbH, Hilden, wurden folgende Arbeitsschritte durchgefuhrt
(QIAamp® RNA Blood Mini Handbook, 1999):

Zunachst wurden die eingefrorenen Proben bei Raumtemperatur aufgetaut. Das Lysat
wurde in eine QlAshredder spin column mit einer Gelmembran, die sich auf einem 2 mi
Tube befand, pipettiert. Dann wurde das Lysat zum Zwecke der Homogenisierung 2 min
bei 8 000 g zentrifugiert. 1 Volumenteil (600 ul) 70%igen Ethanols wurde hinzugegeben
und durch Pipettieren mit dem Lysat vermischt. AnschlieRend wurde die Probe erneut in
eine QlAamp spin column, die sich auf einem 2 ml Tube befand, pipettiert und fur 15 s
bei 8 000 g zentrifugiert. Nun schloss sich der DNase-Verdau mittels des RNase-Free
DNase Sets an. Dazu wurde der DNase incubation mix direkt auf die Gelmembran der
QIAamp spin column aufgetragen und fur 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann
wurden 350 ul Puffer RW1 in die QlAamp spin column pipettiert und die Probe erneut
zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde verworfen. Die QlAamp spin column wurde in ein
neues 2 ml Tube gesetzt, zweimal 500 ul Puffer RPE dazupipettiert und jeweils 15 s bei
8 000 g und 2 min bei 8 000 g zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde ebenfalls verworfen.
Abschliellend wurden die QIAamp spin column in ein neues 1,5 ml Tube gesetzt, zwei-
mal 30 yl RNase-freies Wasser direkt auf die Gelmembran pipettiert und die Probe flr
1 min bei 8 000 g zentrifugiert. Das Eluat (die entstandene RNA) wurde bei -70 °C ein-

gefroren.

Um Qualitat und Quantitat der praparierten RNA festzustellen, wurde 1 uyl der RNA auf
ein 0,8%iges Agarose-Gel in 1 x TBE-Puffer aufgetragen. Die Auswertung erfolgte
durch Berechnung der Relation zwischen der RNA-Intensitat und einer genau definier-
ten Menge (1 ug) des aufgetragenen GrolRenstandards (1 kb DNA-Leiter). Die RNA-
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Ausbeute wurde anschlielRend in ug berechnet. Fir die cDNA-Synthese wurde 1 ug
RNA bendtigt.

2.2.3 Synthese der cDNA (komplementare DNA)

Prinzip

Um RNA mit Hilfe der PCR zu vervielfaltigen, hybridisiert man einen Primer an die RNA-
Matrize und erstellt mittels der RT und einer anschlielenden PCR eine cDNA-Kopie. Da
die bei der PCR verwendete Polymerase DNA-abhangig ist, muss vor der Amplifikation
die praparierte RNA in cDNA umgeschrieben werden. Die Umschreibung wird durch
eine RNA-abhangige DNA-Polymerase (RT) vermittelt. Zum Start der Synthese bendtigt
die RT einen Primer, der zum Reaktionsmix im Uberschuss hinzugefiigt wird. Oligo-dT-
Primer binden an den Poly-(A)-Schwanz am 3'-Ende von zellularen mRNA-Molekulen.
Um den Abbau durch RNasen bei der cDNA-Synthese zu minimieren, wird ein RNase-
Inhibitor (RNAsin), der aus humaner Plazenta gewonnen wird, zum Reaktionsmix pipet-
tiert (Volk und Décke, 2000).

Ansatz (je Probe):

1,0 uyg RNA

4,0 ul 5 x RT-Puffer

2,0 ul dNTPs

1,0 pl Oligo (dT)12-1s—Primer (100 pg/ml)

0,5ulDTT

0,5 pl human placental Rnase-Inhibitor (10 000 U/ml)
1,0 pl RT (200 U/ml)

Aqua zur Injektion ad 20 pl

Ablauf fiir den 20 pl-Ansatz
1 ug RNA wurde in 10 yl DEPC-Wasser bei 75 °C fur 10 min inkubiert. Dabei wird die

sekundare und tertiare Struktur der RNA zerstort, was die Primeranlagerung erleichtert.

Der vorbereitete Mix (10 pl) wurde dazugegeben und alles 10 min bei Raumtemperatur
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inkubiert. Dabei lagern die Primer fur die RT an das Template an. Danach wurde der
Gesamtmix 60 min bei 42 °C inkubiert. In dieser Zeit lauft die Synthese des komple-
mentaren DNA-Stranges ab. AbschlieRend wurde der Gesamtmix 5 min bei 95 °C ab-
gekocht, um die vollstandige Inaktivierung der Enzyme zu erreichen. Der Mix mit der

fertigen cDNA wurde auf Eis gestellt und danach bei -20 °C aufbewahrt.

2.2.4 Polymeraseketten-Reaktion (PCR)

Die Methode der PCR entwickelte der Biochemiker Kary Mullis wahrend seiner For-
schungstatigkeit bei der Biotechnologie-Firma Cetus Corporation. Im Jahre 1983 hatte
er die ldee, das Prinzip der identischen Reduplikation einstrangiger DNA, wie sie sich
vor jeder Teilung kernhaltiger Zellen abspielt, in vitro nachzuahmen, wofur er 1993 den
Nobelpreis fir Chemie erhielt. Damit war eine schnelle und sehr sensitive Methode in
der DNA-Analytik geboren (Mullis et al., 1986).

2.2.4.1 Prinzip der PCR
Allgemeines
Die PCR st eine in vitro-Technik zur Amplifizierung (Vervielfaltigung) von DNA-
Abschnitten, die von zwei bekannten DNA-Sequenzen eingerahmt werden. Es handelt
sich um ein elementares Hilfsmittel fir Forschung und medizinische Diagnostik mit ei-
nem breiten Spektrum spezieller Anwendungen, u. a.:

Charakterisieren, Klonieren, Exprimieren von Genen

Nachweis von Erregern und Mutationen, die fir Erbkrankheiten verantwortlich sind

Erstellen eines genetischen Fingerabdrucks

Die fur diese Arbeit genutzte spezielle PCR-Methode heif’t real-time TagMan (RNA-)
RT-PCR, da

1. RNA untersucht wird, die vor der PCR mittels Reverser Transkriptase (RT) in cDNA

umgeschrieben wurde,
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2. der PCR-Verlauf ,real-time®, in Echtzeit, aufgezeichnet und

3. eine spezielle DNA-Polymerase (Taq Polymerase) verwendet wird.

Prinzip der konventionellen PCR

Durch die PCR koénnen DNA-Nukleotidsequenzen in vitro enzymatisch exponentiell
amplifiziert werden. Als Starthilfe werden zwei Oligonukleotidprimer bendtigt. Fur den
Nachweis von Zytokinen werden sie vom kodierenden Bereich einer Zytokinsequenz
abgeleitet. Die Primer sind kurze einzelstrangige DNA-Molekile, die komplementar zu
den Enden einer definierten DNA-Sequenz der DNA-Matrize (Template) sind. Eine
DNA-Polymerase verlangert unter definierten Reaktionsbedingungen und in Gegenwart
von Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPs) die Primer entlang der einzelstrangigen
denaturierten DNA-Matrize und synthetisiert so neue DNA-Strange, deren Sequenz
komplementar zur Matrize ist. Die PCR ist in drei Schritte gegliedert, die jeweils bei be-

stimmten verschiedenen Temperaturen ablaufen (zyklischer Temperaturverlauf):

1. Denaturierung der doppelstrangigen DNA-Matrize (Temperatur: 95 °C, Dauer: initial

2 min, danach je Zyklus 30 s)

2. ,Annealing“ der Primer an die DNA (Temperatur: 60/68 °C abhangig vom Primer,
Dauer: je Zyklus 30 s)

3. Polymerisation (Extension) der Primer durch die Polymerase (Temperatur: 72 °C,

Dauer: je Zyklus 40 s, abschlieend 7 min)
Diese Schritte werden in 25 bis 30 aufeinanderfolgenden Zyklen alternierend wieder-
holt. Das entstandene PCR-Produkt (Amplikon) besteht aus doppelstrangigen DNA-
Kopien des ursprunglichen Gens (Newton und Graham, 1994).

Prinzip der real-time TagMan RT-PCR

Trotz der wesentlichen Erleichterungen in der taglichen Laborarbeit, die diese verhalt-

nismafig leicht zu automatisierende Methode mit sich brachte, bedeutete der sensitive,
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reproduzierbare und spezifische Nachweis der PCR-Produkte noch immer einen hohen

Zeit- und Arbeitsaufwand, aber auch die Gefahr von Kontaminationen.

Um das Automatisierungsniveau der PCR zu erhéhen, wurde ein sogenanntes homo-
genes Assay entwickelt, bei dem die Amplifikation und der Nachweis des PCR-Produkts
simultan in einem Reaktionsgefald moglich sind. Dies gelang erstmals 1991 mit dem
von Holland et al. beschriebenen 5'-Nuklease-PCR-Assay unter Ausnutzung der
5-Exonuklease-Aktivitat der Taq Polymerase zur Detektion der sequenzspezifischen
Amplifikation. Allerdings erforderte diese Technik noch ein aufwendiges Post-PCR-
Processing. Erst mit den von Lee et al. 1993 bei Applied Biosystems entwickelten fluo-
rogenen Sonden wurde es moglich, den Abbau der Sonde ohne aufwendige Post-PCR-
Schritte zu detektieren. Dieses sogenannte TagMan PCR-Assay basiert auf dem ur-
sprunglichen  5-Nuklease-Assay und macht sich zunachst ebenfalls die
5-3'-Exonuklease-Aktivitat der Taq DNA-Polymerase zunutze. Hierfur wird eine speziel-
le fluorogene Sonde eingesetzt, die aus einem Oligonukleotid besteht, dessen 5'-Ende
mit einem fluoreszenten Reporter-Farbstoff (Fluoreszin-Derivat) markiert ist, wahrend
das 3‘-Ende einen Quencher-Farbstoff (Rhodamin-Derivat) tragt und auRerdem mit ei-
nem Phosphatrest blockiert ist. Wird die intakte Sonde bei einer spezifischen Wellen-
lange (488 nm) zur Fluoreszenz angeregt, so wird die Fluoreszenz des Reporter-
Farbstoffs aufgrund der rdumlichen Nahe zum Quencher durch einen Fluoreszenz-
Energietransfer (FET) unterdrickt. Wahrend der PCR hybridisiert die Sonde mit den
Primern zunachst an den Matrizen-Strang. In der Extensionsphase trifft die Taq Poly-
merase nun auf diese Sonde und beginnt sie zu verdrangen. Es entsteht eine Y-formige
Sekundarstruktur, wodurch die 5-3'-Exonuklease-Aktivitat der Taq DNA-Polymerase
aktiviert und die Sonde geschnitten wird (Abbildung 2). Die freie, nicht hybridisierte
Sonde wird hingegen nicht hydrolysiert. Kommt es jedoch zur Sondenhydrolyse, so
werden die raumliche Nahe und damit auch der FET zwischen Reporter und Quencher
unterbrochen. Entsprechend der Akkumulation von PCR-Produkt steigt die Fluoreszenz
des Reporters also mit jedem PCR-Zyklus an. Das dabei gebildete Signal ist strikt se-
quenzspezifisch, da nicht 100%ig bindende Sondenmolekile verdrangt werden, noch
bevor die Exonuklease-Aktivitat der Taq Polymerase aktiviert wird. Die Verdrangung der
Fluoreszenzen der verschiedenen Farbstoffe kann schlieRlich mit Hilfe des ABI Prism®
7700 Sequence Detectors im geschlossenen Reaktionsgefald Zyklus flr Zyklus erfasst

werden. Der Anstieg der Fluoreszenz ist proportional zum Anstieg der Konzentration

40



des Amplifikationsprodukts. Durch die Proportionalitat der Fluoreszenz und der entste-

henden Amplifikate ist somit auch eine Quantifizierung der Ausgangs-DNA moglich.

POLYMERIZATION

"PRIMER. PROBE B =RERORTER
5 i Q = QUENCHER
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Abb. 2: Prinzip der real-time TagMan RT-PCR: 5‘-3'-Exonuklease-Aktivitat der Taq
DNA-Polymerase wahrend der Extensionsphase der PCR (Lyamichev et al.,
1993)
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Effizienz der PCR

Die Effizienz ist abhangig von der Matrize und der Optimierung der Methode. Zielse-
quenzen vermehren sich nicht beliebig lange exponentiell. Nach 25 bis 30 Zyklen ist bei
molarem Uberschuss der Ziel-DNA die abnehmende Enzymmenge der begrenzende
Faktor fur die Reaktion. AuRerdem nimmt die Aktivitat des Enzyms ab, da es durch die
Hitze denaturiert wird. Mit zunehmender Konzentration der gewunschten Strange ver-
mindert auch deren Hybridisierung untereinander die Effektivitat der Vervielfaltigung, da

diese Reaktion mit der Anlagerung der Primer konkurriert.

Kopienzahl nach Abschluss der Reaktion

Die Formel zur Berechnung der Kopienzahl lautet: (2" - 2n) x. Dabei bedeutet:

n = die Anzahl der Vermehrungszyklen,

2n = die Produkte des 1. und 2. Vermehrungszyklus, deren Lange nicht definiert ist, da
die DNA-Polymerase so lange DNA synthetisiert, bis sie vom Beginn eines neuen
Vermehrungszyklus unterbrochen wird und

x = die Anzahl der Kopien der ursprunglichen DNA-Matrize.

Ab Zyklus 3 wird nur noch Zielsequenz gebildet, die durch die Position der Primer in der
Originalmatrize vorgegeben ist. Ab Zyklus 4 der PCR findet eine exponentielle Vermeh-
rung der Zielsequenz statt. Bei 100%iger Ausbeute musste sich die gesuchte DNA nach
20 Zyklen 2?°-fach vermehren.

2.2.4.2 Praktischer Ablauf der PCR

Die entscheidenden Parameter der PCR

Entscheidend fur den Ablauf der PCR sind folgende Parameter:

Matrize (RNA-Praparation, cONA-Synthese fir eine RT-PCR)
Zusammenstellung der Puffer (Lésungsmittel des Puffers und pH, Mg?*, dNTPs)
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Taq DNA-Polymerase (Spezifitat, Genauigkeit, Ertrag, Grole des zu amplifizieren-
den Produkts)

Oligonukleotid-Primer (Konstruktion: Lange, Restriktionsschnittstellen, Konzentration
innerhalb der PCR)

Parameter flir den Temperaturzyklus (Temperatur und Dauer von Denaturierung,
Anlagerung, Verlangerung)

Vermeiden von Verunreinigungen (strenge Trennung der Arbeiten vor und nach der
PCR und geeignete positive und negative Kontrollen bei jeder PCR als spezifische

VorsichtsmalRnahmen, um jegliche Kontamination zu vermeiden)

Zwei Technologien machten die PCR zur Schlusseltechnik in der Wissenschaft:

1. Die Entwicklung von Geraten fur die Steuerung der Temperaturzyklen (Thermo-

cycler/PCR-Maschinen) ermoglicht die Automatisierung des PCR-Prozesses.

2. Durch den Einsatz hitzestabiler DNA-Polymerasen (z. B. Tag DNA-Polymerase)
muss die Enzymldésung nicht mehr nach jedem Denaturierungsschritt erneut zu-

gesetzt werden.

Thermocycler

Thermocycler sorgen fur den zyklischen Temperaturwechsel bei der PCR (periodisches

Temperaturprofil mit zwei bzw. drei Reaktionsstufen).

Reagenzien (Grundkomponenten der PCR)

a) Enzyme (Taq DNA-Polymerase)

Es handelt sich dabei um ein Enzym, das gentechnisch aus dem Bakterium Thermus
aquaticus hergestellt wird (Thermus aquaticus wurde aus einer heillen Quelle des
Yellowstone-Nationalparks isoliert). Die optimale Arbeitstemperatur betragt 70 —
80 °C. Bei dieser Temperatur synthetisiert die Polymerase DNA mit einer Geschwin-
digkeit von 35 bis 100 Nukleotiden pro Sekunde. Deshalb wird sie auch als hochpro-

zessive Polymerase bezeichnet. Prozessivitat bedeutet die durchschnittliche Anzahl
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der Nukleotide, die ein Enzym in die DNA einbaut, bevor es von der Matrize abfallt.
Die Polymerisation schreitet vom 5’-Phosphat des dNTP in Richtung der endstandi-
gen 3’-Hydroxylgruppe des wachsenden DNA-Stranges voran (Syntheserichtung).

b) Desoxynukleosidtriphosphate (dNTPs)

Die DNA-Polymerase bildet aus einzelnen dNTPs lange Polynukleotidketten (Syn-
these eines neuen komplementaren Stranges). Starthilfe ist dabei der Primer, der
von der Polymerase verlangert wird. Man verwendet eine Mischung aller vier Moleku-
le: dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Konzentration: 100 uM). Die dNTPs binden an die
freie 3’-Hydroxylgruppe des Primers und bilden den komplementaren DNA-Strang.

c) Puffer

Fur die Tag DNA Polymerase muss der Puffer zehnfach konzentriert sein:

100 mM Tris-HCI, pH 8,3
500 mM KCI
0,1 % Gelatine

d) Magnesiumchlorid (MgCl.)

Die Mg®"-lonen bilden zusammen mit den dNTPs einen Idslichen Komplex, der fiir
den dNTP-Einbau ausschlaggebend ist. Au3erdem stimulieren sie die Polymera-
seaktivitat, erhdhen die Hybridisierungstemperatur (T,) des DNA-Doppelstranges

und verbessern die Bindung zwischen Primer und Matrize. Die optimale Konzentra-
tion betragt 1,0 - 1,5 mM.

e) Oligonukleotid-Primer

Die Primer sind komplementar zur DNA-Vorlage und haben eine Lange von 20 bis 30

Nukleotiden.
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f) DNA-Matrize (Template)

Als PCR-Substrat eignen sich einzel- und doppelstrangige DNA oder RNA. Wenn die
Konzentration der gesamten Sequenz innerhalb der Matrizen-DNA nicht bekannt ist,

ist es sinnvoll, die PCR anhand einer Kontroll-DNA zu optimieren.

g) Hemmstoffe der PCR

Heparin: deshalb musste bei der Blutabnahme die Koagulation mit EDTA verhindert

werden.

Porphyrinverbindungen: deshalb mussten die Erythrozyten lysiert und die Leukozy-

ten abzentrifugiert werden.

Hilfsmittel

a) ReaktionsgefiaRe

200 pl-Gefalde mit dinner Wand (bessere Warmeaufnahme und -abgabe ermdoglicht
kirzere PCR-Zyklen).

b) Pipettierhilfen

Gestopfte Einmalpipettenspitzen (dienen der Vermeidung von Verunreinigungen des

Pipettenkolbens).

PCR-Ansatz (je Probe):

1,0 yl cDNA

2,5 ul 10 x Puffer

1,0 Il ANTP Mix (2,5 mM je dNTP)

1,5 pl MgCl;

1,0 yl Primer S + A (10 pM je Primer)

0,1 ul Tag DNA Polymerase (AmpliTaq®-Polymerase)
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17,9 ul Aqua zur Injektion

Zuerst wurde ein “Mastermix”, der alle Komponenten mit Ausnahme der unterschiedli-
chen cDNAs enthielt, zusammenpipettiert. Die Tag-Polymerase (AmpliTaq®-
Polymerase, Applied Biosystems, Foster City, USA) wurde als letzte Komponente da-
zugegeben. Bei jeder PCR wurde eine Negativkontrolle (alle Komponenten ohne cDNA)
mit geflihrt (TagMan Universal PCR Master Mix Protocol, 1999).

2.2.4.3 Nachweis und Untersuchung des Amplikons

Mogliche Aussagen der Untersuchung

Die (RNA-) RT-PCR ist eine hochsensible Methode, mit der man ganz allgemein die
Genexpression auf der Stufe der RNA untersuchen, aber auch speziell die Menge von
MRNA bestimmen kann. Die Endprodukte der PCR (Amplikons) sind DNA-Fragmente,
deren Lange von der Position der Primer vorgegeben wird. Aus einer Untersuchung der

PCR-Produkte lassen sich verschiedene Informationen ableiten:

- Nachweis, dass die gesuchte DNA-Sequenz in der Probe vorhanden ist.

- Eine quantitative Abschatzung der Ausbeute einer PCR, die Ruckschlusse darauf
erlaubt, in welcher relativen oder absoluten Menge die Ziel-DNA bzw. -RNA ur-
sprunglich vorlag.

- Eine Sequenzanalyse, die entweder auf einer differenzierten Hybridisierung mit

Sonden oder einer direkten Sequenzierung des Amplikons basiert.

Relative Quantifizierung (real-time TaqMan RT-PCR) als Nachweisverfahren fur
amplifizierte DNA

Fiir die vorliegende Arbeit wurde das ABI Prism® 7700 Sequence Detection System der
Firma Applied Biosystems, Foster City, USA (sogenannte real-time TagMan RT-PCR)

verwendet.

Die real-time PCR-Cycler zeichnen den Verlauf einer PCR ,online“ auf und erlauben so

die Detektion von amplifizierten PCR-Produkten wahrend des Reaktionsablaufs, eine
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Einschatzung der Qualitat der PCR sowie die genaue Eingrenzung der exponentiellen
Phase. In dieser Phase besteht ein direkter quantitativer Zusammenhang zwischen der
Ausgangsmenge der Zielsequenz und der amplifizierten Produktmenge. Wahrend der
Amplifikation wird die emittierte Fluoreszenz wahrend jedes PCR-Zyklus gemessen.
Dadurch ist eine graphische Darstellung der Amplifikation mdglich, die dem Anwender
eine Beobachtung der Reaktion in Echtzeit erlaubt. Im Gegensatz zur konventionellen
PCR (Endpunkt-PCR), bei der die DNA-Produkte in der Plateauphase nachgewiesen
werden, erfolgt bei der real-time PCR die Quantifizierung in der exponentiellen Phase
der PCR. Die real-time PCR ist zudem ein homogenes Assay, bei dem Amplifikation
und Nachweis des PCR-Produkts simultan in einem Reaktionsgefal® mdglich sind (Lee
et al., 1993, Heid et al., 1996, Gibson et al., 1996, Bustin et al., 2005).

Die Quantifizierung beruht auf der Kinetik der PCR-Reaktion. Sie basiert auf der Be-
rechnung des Fluoreszenz-Schwellenwertes (threshold). Nach Beendigung der PCR-
Reaktion berechnet die Software des real-time PCR-Cyclers die Amplifikationsdaten
jeder Reaktion gegen die Hintergrundfluoreszenz eines Leerwertes (ein Ansatz mit allen
PCR-Komponenten auller cDNA). Ein typischer Kurvenverlauf wird in Abbildung 3 dar-
gestellt.
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Abb. 3: Beispielhafter Amplification Plot einer Probe aus der Risikogruppe (ABI Prism®
7700 Sequence Detection System, Applied Biosystems, Foster City, USA)

AnschlieRend wird automatisch mit der Funktion ,comparative quantification® der C+-
Wert jeder Probe bestimmt. Der Threshold cycle = ,Schwellenwertzyklus® (Ct) ist der
PCR-Zyklus, bei dem das generierte Reportersignal erstmals die Hintergrundfluores-
zenz Ubersteigt und die exponentielle Phase beginnt. Der Ct verhalt sich umgekehrt

proportional zum Logarithmus der Ausgangs-DNA-Menge.
Vergleichende Cr-Methode

Die Zielsequenz (Zytokin-mRNA der urspriinglichen Probe) wird relativ in ihrer Expres-
sion zu einer zweiten, nicht verwandten Sequenz (Housekeeping-Gen: HPRT = Hypo-
xanthin-Phosphoribosyl-Transferase) bestimmt. Dabei wird die unbekannte Menge der
Zielsequenz quantitativ bezogen auf das Signal der zweiten Sequenz bestimmt (soge-
nannte endogene Amplifikationskontrolle bzw. Referenz). Die Co-Amplifizierung des

Housekeeping-Genes erfolgt, um bei der Quantifizierung von mRNA auf Unterschiede
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in der Gesamtmenge an RNA zu normalisieren. Vorteil der Normalisierung ist die Redu-

zierung der Varianz der Expressionsergebnisse.
Mathematisch lasst sich dies in der Formel:
A Ct= Cr (Zytokin-mRNA) - Ct (HPRT)

ausdriicken. Die PCR-Grundgleichung Y = X (1+E)" wird mathematisch umgewandelt zu
Xn = 22€1. Man erhalt die relative Konzentration (X) der Zytokin-mRNA, normalisiert (N)
mit dem Housekeeping-Gen HPRT (Schmittgen und Zakrajsek, 2000, Livak und
Schmittgen, 2001, User Bulletin No. 2, 2001).

Die relativen Mengen der verschiedenen Zytokin-mRNA wurden in dieser Studie jeweils
fur die Risikogruppe und die Kontrollgruppe berechnet und daraus abgeleitet, um das
Wievielfache sich die relative mRNA-Expression eines Zytokins in der einen von der

anderen Gruppe unterscheidet.
2.3 Datenauswertung und statistische Analyse

Die statistische Auswertung der Messergebnisse erfolgte rechnergestitzt mit Hilfe der
Computerprogramme Excel und SPSS 14.0 fur Windows. Da bei den meisten Parame-
tern nicht von einer Normalverteilung ausgegangen werden konnte, sind jeweils die
Mediane und Interquartilen-Abstande angegeben. Nach Beschreibung der allgemeinen
Haufigkeitsverteilungen wurden Unterschiede in stetigen Parametern zwischen zwei
unabhangigen Gruppen mittels Mann-Whitney-U-Test auf statistische Signifikanz ge-
pruft. Unterschiede zwischen kategorialen Parametern wurden mit dem Chi-Quadrat-
Test auf Signifikanz gepruft. Eine signifikante Beziehung zweier Merkmale wurde ange-
nommen, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit unter funf (p < 0,05) bzw. ein Prozent

(p < 0,01) sowie ein Promille (p < 0,001) lag.
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3 Ergebnisse

3.1 Rahmendaten des Gesamtkollektivs

3.1.1 Schwangere

Die Studie umfasste 30 Falle mit klinischem Verdacht auf ein Amnioninfektionssyndrom
(Risikogruppe) und 30 Falle ohne solch einen Verdacht (Kontroligruppe), die das Pa-
tientenkollektiv von 60 Schwangeren bilden (Tabelle 1). 38 Schwangere (63,4 %) waren
Erstparae, 17 Schwangere (28,3 %) Zweitparae und 5 Schwangere (8,3%) Multiparae.
Die Zeitspanne zwischen Blasensprung und Geburt betrug im Median 13 h (Minimum:
4 h, Maximum: 164 h). In 35 Fallen (58,3 %) wurde das Kind spontan geboren, in 8 Fal-
len (13,3 %) erfolgte die Entbindung durch Vakuumextraktion, in einem Fall (1,7 %)

durch Forceps und in 16 Fallen (26,7 %) durch sekundare Sectio caesarea.

Median Spannweite
Alter (Jahre) 29,5 18 — 41
Gestationsalter (SSW) 39+5 33+5-42+0
Paritat (n) 1 1-5
Zeitspanne zwischen Blasensprung
und Geburt (h) 13 4 - 164
Fetale Herzfrequenz sub partu (spm) | 150 120 - 180
Maternales CrP (mg/dl)* 1,5 02-75
Maternale Temperatur (°C)* 37,0 36,2 — 38,9

*letzter Messwert vor Entbindung

Tab. 1: Klinische Charakteristika der Schwangeren im Gesamtkollektiv
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3.1.1.1 Parameter des Amnioninfektionssyndroms bei den Schwangeren der Ri-

sikogruppe

Entsprechend der Definition fir den Verdacht auf ein Amnioninfektionssyndrom musste
fur den Einschluss in die Risikogruppe eine maternale Temperatur >38 °C und mindes-
tens ein weiterer Infektionsparameter (fetale Herzfrequenz > 150 spm oder maternales
CrP > 2,0 mg/dl) vorliegen. Zwei Infektionsparameter lagen bei 25 von 30 Schwangeren
(83,3 %) vor, davon die Kombination maternale Temperaturerhhung und fetale Tachy-
kardie bei 11 Schwangeren und die Kombination maternale Temperatur- und maternale
CrP-Erhéhung bei 14 Schwangeren. Eine Kombination aus allen drei Infek-

tionsparametern lag bei 5 von 30 Schwangeren (16,7 %) vor.

3.1.2 Neugeborene

Da es sich in allen Fallen um Einlingsschwangerschaften handelte, umfasste die Unter-
suchung 60 Neugeborene (Tabelle 2). Von den 60 Neugeborenen waren 29 weiblichen
(48,3 %) und 31 mannlichen (51,7 %) Geschlechts. Die Fruhgeborenenrate
(< 37 + 0 SSW) betrug 15 % (9 Kinder).

Median Spannweite
NapH 7,28 7,03 -7,40
BE (mmol/l) -3,50 -12,90 - 2,00
Apgar 5 min 10 4-10
Apgar 10 min 10 6-10
Geburtsgewicht (g) 3300 2250 -4 300

Tab. 2: Klinische Charakteristika der Neugeborenen im Gesamtkollektiv
Insgesamt wurden 14 Neugeborene zur Neonatologie verlegt. Eine klinische Infektion

im Sinne einer early-onset Infektion der Neugeborenen lag in 5 Fallen (8,3 %) vor, da-
von waren 2 Kinder Frihgeborene (< 37 + 0 SSW), (Tabelle 3).
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Verlegungsindikationen |Haufigkeiten %
V.a. neonatale Infektion 5 8,3
Unreife/Atemstérung 7 11,6
SGA 1 1,7
Herzgerausch 1 1,7
Nicht verlegt 46 76,7
Gesamt 60 100

Tab. 3: Verlegungsindikationen der Neugeborenen

3.1.2.1 Parameter des Amnioninfektionssyndroms bei den Neugeborenen der Ri-

sikogruppe

Eine early-onset Infektion wurde bei 5 von 60 Neugeborenen (8,3 %) diagnostiziert. Da-

bei handelte es sich ausschliellich um Neugeborene von Schwangeren der Risikogrup-

pe.

Im Hinblick auf die Infektionsparameter des Amnioninfektionssyndroms bei den 25
Neugeborenen ohne nachfolgende neonatale Infektion hatte prapartal bei 9 Kindern die
Kombination aus maternaler Temperaturerhdhung und fetaler Tachykardie, bei 12 Kin-
dern die Kombination aus maternaler Temperatur- und maternaler CrP-Erhéhung sowie

bei 4 Kindern die Kombination aus allen drei Infektionsparametern vorgelegen.

Bei den 5 Neugeborenen mit nachfolgender early-onset Infektion hatte prapartal bei
jeweils 2 Kindern die Kombination aus maternaler Temperaturerhhung und fetaler Ta-
chykardie bzw. maternaler Temperatur- und maternaler CrP-Erh6hung sowie bei einem

Kind die Kombination aus allen drei Infektionsparametern vorgelegen.
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3.1.2.2 Daten der Neugeborenen mit early-onset Infektion

Von den verschiedenen Parametern der early-onset Infektion trat eine erhdhte I/T-Ratio
im Blutausstrich bei allen infizierten Neugeborenen auf. Bei drei infizierten Neugebore-
nen zeigte sich ein CrP > 1,0 mg/dl. Bei zwei Neugeborenen wurde eine Leukozytose
diagnostiziert, bei einem Neugeborenen eine Leukopenie. Ein Neugeborenes wies eine
positive Blutkultur auf (Tabelle 4).

Neugeborene mit
early-onset Infektion
(n=5)*

positive Blutkultur 1

CrP > 1,0 mg/dl 3

Leukozyten > 30 000/ul 2

Leukozyten < 5 000/ul 1

I/T-Ratio > 0,2 5

* Mehrfachnennungen moglich

Tab. 4: Klinische Charakteristika der Neugeborenen mit early-onset Infektion

3.1.3 Plazentahistologie

In 58 Fallen konnte ein Ergebnis der histologischen Untersuchung der Plazenten auf
Anzeichen einer Infektion erhoben werden, in 2 Fallen lagen keine Daten vor. Ein
Normalbefund hinsichtlich einer Infektion wurde in 39 Fallen (65 %), eine Chorioamnio-
nitis in 19 Fallen (31,7 %) histologisch nachgewiesen. Im Einzelnen zeigten davon 6
Plazenten das Minimalbild, 4 das Teilbild und 9 das Vollbild einer Chorioamnionitis nach
den Kriterien von Vogel (1996), (Tabelle 5).

53



Plazentahistologie Haufigkeiten %
Normalbefund 39 65
Chorioamnionitis gesamt 19 31,7
Minimalbild 6 10
Teilbild 4 6,7
Vollbild 9 15
Fehlende Daten 2 3,3
Gesamt 60 100

Tab. 5: Plazentahistologie im Gesamtkollektiv

3.1.3.1 Neonatale Infektion und Plazentahistologie

Von 53 Neugeborenen ohne Infektion ergab die Plazentauntersuchung in 39 Fallen ei-
nen Normalbefund (73,6 %) und in 14 Fallen eine Chorioamnionitis (26,4 %), davon in 5

Fallen ein Minimalbild, in 3 Fallen ein Teilbild und in 6 Fallen ein Vollbild.

Von den 5 Neugeborenen mit early-onset Infektion, samtlich in der Risikogruppe, zeigte
die Plazentauntersuchung in keinem Fall einen Normalbefund, in jeweils einem Fall ein

Minimalbild bzw. Teilbild und in 3 Fallen ein Vollbild der Chorioamnionitis.

3.2 Vergleich der Studiengruppen

3.2.1 Schwangere

Entsprechend unserer Definition des klinischen Amnioninfektionssyndroms und der
daraus abgeleiteten Einschlusskriterien bildeten zwei Gruppen mit jeweils 30 Schwan-
geren (Studiengruppen) das Gesamtkollektiv. Die klinischen Charakteristika der
Schwangeren mit Verdacht auf Amnioninfektionssyndrom (Risikogruppe) und ohne die-
sen Verdacht (Kontrollgruppe) zeigt Tabelle 6. Es gab keine statistisch signifikanten

Unterschiede zwischen den beiden Gruppen hinsichtlich Alter, Paritat und Gestationsal-
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ter. Die Dauer des vorzeitigen Blasensprungs war in der Risikogruppe statistisch signifi-

kant langer.

Kontrollen (n=30) V.a. AIS (n=30) p
Alter (Jahre) 27 (18 — 41) 30 (20 - 37) 0,4
Paritat (n) 1(1-5) 1(1-5) 0,49

Gestationsalter (SSW) |39 +4 (35+6—-42+0) |39+6(33+5-41+5) |0,92

Zeitspanne zwischen
Blasensprung und Ge-
burt (h) 6 (4-19) 25 (6 — 164) < 0,01

Tab. 6: Vergleich der klinischen Charakteristika der Schwangeren in den Studiengrup-

pen (Mann-Whitney-U-Test), Median (Spannweite)

In Bezug auf die zum Einschluss in die Risikogruppe fuhrenden Infektionsparameter
maternale Temperatur, fetale Herzfrequenz und maternales CrP bestanden statistisch
signifikante Unterschiede. Maternale Temperatur, fetale Herzfrequenz und maternales

CrP waren jeweils in der Risikogruppe statistisch signifikant héher (Abbildung 4).
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Abb. 4: Infektionsparameter maternale Temperatur, fetale Herzfrequenz und maternales CrP in
Kontroll- und Risikogruppe (jeweils letzter Messwert vor Entbindung), *** p < 0,001 vs.
Kontrollen (Mann-Whitney-U-Test), Median (95 % CI)

56



Tabelle 7 zeigt die Verteilung der Geburtsmodi in den Studiengruppen. In der Kontroll-
gruppe traten signifikant mehr Spontangeburten auf als in der Risikogruppe. Hinsichtlich

der Haufigkeit einer sekundaren Sectio caesarea bestand eine Tendenz zu einer hohe-

ren Rate in der Risikogruppe.

Geburtsmodus Kontrollen (n=30) V.a. AIS (n=30) p
Spontan 22 (73,3) 13 (43,3) 0,02
Vakuumextraktion 3 (10) 5(16,7) 0,45
Forzeps 0 1(3,3) 0,31
Sekundare Sektio 5(16,7) 11 (36,7) 0,08
Gesamt 30 (100) 30 (100)

Tab. 7: Vergleich der Geburtsmodi in den Studiengruppen (Chi-Quadrat-Test), Haufig-

keiten (Prozent)

3.2.2 Neugeborene

Die Neugeborenen in den Studiengruppen zeigten hinsichtlich Nabelarterien-pH, Base
excess und Geburtsgewicht keine signifikanten Unterschiede. Die Apgarwerte nach 5
und 10 Minuten waren in der Risikogruppe signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe
(Tabelle 8).

Kontrollen (n=30) V.a. AlS (n=30) o]
NapH 7,29 (7,13 -7,39) 7,28 (7,03 —7,40) 0,48
BE (mmol/l) -3,45 (-10,00 — 2,00) |-4,00 (-12,90-1,10) |0,51
Apgar 5 min 10 (7 - 10) 9(4-10) < 0,001
Apgar 10 min 10 (8 — 10) 10 (6 — 10) 0,001
Geburtsgewicht (g) 3295 (2680 -4 300) |3345(2250-4270) [0,95

Tab. 8: Vergleich der klinischen Charakteristika der Neugeborenen in den Studiengrup-

pen (Mann-Whitney-U-Test), Median (Spannweite)
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Die dichotomisierte Auswertung der Apgarwerte nach 5 und 10 Minuten zeigte, dass
diese signifikanten Unterschiede auf eine Haufung von Apgarwerten < 7 in der Risiko-

gruppe zurtckzufihren war (Tabelle 9).

Kontrollen (n=30) V.a. AIS (n=30) p
Apgar 5 min <7 1 6 0,04
Apgar 10 min <7 0 3 0,08

Tab. 9: Apgarwerte nach 5 und 10 Minuten (Chi-Quadrat-Test), Haufigkeiten

3.2.3 Plazentahistologie

Eine histologische Chorioamnionitis der Plazenta wurde bei 14 von 30 Schwangeren
der Risikogruppe (46,7 %) und 5 von 30 Schwangeren der Kontrollgruppe (16,7 %)
nachgewiesen. Dieser Unterschied war statistisch signifikant. Bei detaillierter Betrach-
tung der Grade einer histologischen Chorioamnionitis zeigten sich hinsichtlich der Hau-
figkeit von Minimal-, Teil- und Vollbild keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Studiengruppen (Tabelle 10).

Plazentahistologie Kontrollen (n=30) V.a. AIS (n=30) p

Normalbefund 24 (80) 15 (50)

Chorioamnionitis gesamt 5(16,7) 14 (46,7) 0,02
Minimalbild 2(6,7) 4(13,4) 0,47
Teilbild 1(3,3) 3(10) 0,41
Vollbild 2(6,7) 7 (23,3) 0,1

Fehlende Daten 1(3,3) 1(3,3)

Gesamt 30 (100) 30 (100)

Tab. 10: Plazentahistologie

(Prozent)

in den Studiengruppen (Chi-Quadrat-Test), Haufigkeiten
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Innerhalb der Risikogruppe korrelieren das Auftreten einer early-onset Infektion und der
Nachweis einer Chorioamnionitis signifikant miteinander. Der Korrelationskoeffizient

nach Spearman betragt 0,43 (Tabelle 11).

Plazentahistologie Keine early-onset Early-onset Infektion |p
Infektion (n=25) (n=5)

Normalbefund 15 (60) 0

Chorioamnionitis gesamt |9 (36) 5 (100) 0,02
Minimalbild 3(12) 1 (20) 0,87
Teilbild 2 (8) 1 (20) 0,68
Vollbild 4 (16) 3 (60) 0,09

Fehlende Daten 1(4) 0

Gesamt 25 (100) 5 (100)

Tab. 11: Korrelation von early-onset Infektion und Plazentahistologie in der Risikogrup-
pe (Chi-Quadrat-Test), Haufigkeiten (Prozent)

3.3 mRNA-Bestimmung der inflammatorischen und anti-inflammatorischen Zyto-

kine

3.3.1 Vergleich der Studiengruppen

3.3.1.1 Inflammatorische Zytokine

Die relativen Mengen an mRNA (normalisiert auf HPRT) der inflammatorischen Zytoki-
ne IL-1B, IL-6, IL-8, G-CSF und TNF-a waren signifikant im Nabelschnurvenenblut Neu-
geborener von Schwangeren mit Verdacht auf ein Amnioninfektionssyndrom im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe erhoht (jeweils p < 0,001), (Abbildung 5). In der Risikogruppe
war die relative mRNA-Expression von IL-1p um das 2,7-Fache, von IL-6 um das
4,3-Fache, von IL-8 um das 3,8-Fache, von G-CSF um das 3,4-Fache und TNF-a um
das 4,3-Fache gegenuber der Kontrollgruppe erhdht.
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Abb. 5: Relative mMRNA-Mengen der inflammatorischen Zytokine IL-18, IL-6, IL-8, G-CSF und
TNF-a (normalisiert auf HPRT, dargestellt als 2”°") in Nabelschnurvenenblut von
Schwangeren ohne Infektionszeichen (Kontrollen) und V.a. AlS, *** p < 0,001 vs. Kon-
trollen (Mann-Whitney-U-Test), Median (10./90. Perzentil)
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3.3.1.2 Anti-inflammatorische Zytokine

Die relativen Mengen an mRNA (normalisiert auf HPRT) der anti-inflammatorischen Zy-
tokine IL-10 und TGF-B1 waren im Nabelschnurvenenblut Neugeborener von Schwan-
geren mit Verdacht auf ein Amnioninfektionssyndrom im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant erhoht (jeweils p < 0,001), (Abbildung 6). In der Risikogruppe war die relative
MRNA-Expression von IL-10 um das 6,8-Fache und von TGF-31 um das 2,2-Fache ge-

genuber der Kontrollgruppe erhoht.

1,00E-2 "k 1250 *kk
3 5
O 8,00E-3— g 100,0
4 <
< 8
N 6,00E-3— < 7507
< =
Z (14
& 4,00E-3— g 50,0
€ -
o Q
~ 2,00E-3— W 25,0
= o
= :
0,00E0— 0,0
[ [ [ [
Kontrollen V.a. AlS Kontrollen V.a. AIS
(n=30) (n=30) (n=30) (n=30)

Abb. 6: Relative mRNA-Mengen der anti-inflammatorischen Zytokine IL-10 und TGF-$1 (nor-
malisiert auf HPRT, dargestellt als 2”°T) in Nabelschnurvenenblut von Schwangeren
ohne Infektionszeichen (Kontrollen) und V.a. AIS, *** p < 0,001 vs. Kontrollen (Mann-
Whitney-U-Test), Median (10./90. Perzentil)
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3.3.2 Vergleich infizierter und nicht infizierter Neugeborener in der Risikogruppe

3.3.2.1 Inflammatorische Zytokine

Im Nabelschnurblut der infizierten Neugeborenen zeigte sich eine signifikante Erhdhung
der relativen Mengen an mRNA (normalisiert auf HPRT) der inflammatorischen Zytokine
IL- 6 (p < 0,001) und TNF-a (p < 0,01) im Vergleich zu den nicht infizierten Neugebore-
nen. Die Zytokine IL-1pB, IL-8, G-CSF waren im Vergleich von Neugeborenen mit und
ohne Infektion tendenziell, aber nicht statistisch signifikant erhéht (Abbildung 7). Im Na-
belschnurvenenblut Neugeborener mit neonataler Infektion war die relative mRNA-
Expression von IL-6 um das 9,5-Fache und von TNF-a um das 3,6-Fache gegenuber

den nicht infizierten Neugeborenen erhoht.
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Abb. 7: Relative mRNA-Mengen der inflammatorischen Zytokine IL-1B, IL-6, IL-8, G-CSF und
TNF-a (normalisiert auf HPRT, dargestellt als 2°“') in der Risikogruppe: Neugeborene
ohne vs. Neugeborene mit neonataler Infektion, ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs. keine ne-
onatale Infektion (Mann-Whitney-U-Test), Median (10./90. Perzentil)
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3.3.2.2 Anti-inflammatorische Zytokine

Bei den infizierten Neugeborenen zeigte sich im Nabelschnurblut eine signifikante Er-
héhung der relativen Menge an mRNA (normalisiert auf HPRT) des anti-
inflammatorischen Zytokins IL-10 (p < 0,001) im Vergleich zu den nicht infizierten Neu-
geborenen. Die relative Menge an mRNA des Zytokins TGF-B1 zeigte eine tendenzielle,
aber nicht signifikante Erh6hung beim Vergleich von Neugeborenen mit und ohne Infek-
tion (Abbildung 8). Im Nabelschnurvenenblut Neugeborener mit neonataler Infektion war

die relative mRNA-Expression von IL-10 um das 11-Fache gegenuber der Kontrollgrup-

pe erhoht.
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Abb. 8: Relative mRNA-Mengen der anti-inflammatorischen Zytokine IL-10 und TGF-B1 (nor-
malisiert auf HPRT, dargestellt als 2°') in der Risikogruppe: Neugeborene ohne vs.
Neugeborene mit neonataler Infektion, *** p < 0,001 vs. keine neonatale Infektion
(Mann-Whitney-U-Test), Median (10./90. Perzentil)
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3.3.3 Vergleich histologische Chorioamnionitis und Normalbefunde in der Risi-
kogruppe

3.3.3.1 Inflammatorische Zytokine

Die relativen Mengen an mRNA (normalisiert auf HPRT) der inflammatorischen Zytoki-
ne IL-1B (p < 0,05), IL-6 (p < 0,01) und TNF-a (p < 0,05) waren signifikant erhoht bei
Schwangeren mit Verdacht auf Amnioninfektionssyndrom, in deren Plazenten das Voll-
bild einer Chorioamnionitis histologisch nachgewiesen wurde, gegenlber solchen mit
Normalbefunden. Die Zytokine IL-8 und G-CSF waren tendenziell, aber nicht statistisch
signifikant erhoht (Abbildung 9). Im Nabelschnurvenenblut Schwangerer, bei denen ein
Vollbild einer Chorioamnionitis histologisch diagnostiziert wurde, war die relative mRNA-
Expression von IL-13 um das 1,6-Fache, von IL-6 um das 2-Fache und TNF-a um das

1,7-Fache gegenuber der Kontrollgruppe erhoht.
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. 9: Relative mRNA-Mengen der inflammatorischen Zytokine IL-18, IL-6, IL-8, G-CSF und
TNF-a (normalisiert auf HPRT, dargestellt als 2!) in der Risikogruppe: Keine Chorio-
amnionitis vs. Vollbild einer Chorioamnionitis, * p < 0,05, ** p < 0,01, vs. keine Chorio-
amnionitis (Mann-Whitney-U-Test), Median (10./90. Perzentil)
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3.3.3.2 Anti-inflammatorische Zytokine

Die relativen Mengen an mRNA (normalisiert auf HPRT) der anti-inflammatorischen Zy-
tokine IL-10 und TGF-B1 waren tendenziell, aber nicht signifikant unterschiedlich bei
Schwangeren mit Verdacht auf Amnioninfektionssyndrom, in deren Plazenten das Voll-
bild einer Chorioamnionitis bzw. ein Normalbefund nachgewiesen wurde (Abbildung
10).
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Abb. 10: Relative mRNA-Mengen der anti-inflammatorischen Zytokine IL-10 und TGF-31 (nor-
malisiert auf HPRT, dargestellt als 2“") in der Risikogruppe: Keine Chorioamnionitis
vs. Vollbild einer Chorioamnionitis, Median (10./90. Perzentil)
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4 Diskussion

Das Amnioninfektionssyndrom ist eine der Hauptursachen mdutterlicher und neonataler
Morbiditat und Mortalitat mit einer Inzidenz von 0,1 bis 4 % aller Geburten (Gibbs und
Duff, 1991). Seine Besonderheit besteht darin, dass zwei Patienten, Mutter und Fet
bzw. Neugeborenes, betroffen sein konnen. Bislang sind die Diagnose des Amnionin-
fektionssyndroms und einer dadurch bedingten neonatalen early-onset Infektion pro-
blematisch. Voraussetzung fir eine frihzeitige und adaquate Therapie betroffener Neu-

geborener ist jedoch ein suffizienter Marker zur Feststellung dieser Infektion.

Untersuchungen Uber den Zusammenhang zwischen intrauteriner Infektion der
Schwangeren sowie Infektion des Feten und Neugeborenen fihrten zum Konzept des
Jfetal inflammatory response syndrome® (Gomez et al., 1998). Seitdem wurden zahlrei-
che Studien uber die Rolle der Zytokine als Mediatoren dieser Infektion und ihren mog-
lichen Vorhersagewert vorgelegt. Zytokine spielen eine zentrale Rolle im Mechanismus
des infektionsbedingten Beginns von Frih- und Termingeburten, aber auch einer Er-
krankung des Feten und Neugeborenen (Romero et al., 2006, Romero et al., 2007a).
Der Nachweis der Konzentrationen einzelner Zytokine auf Proteinebene im Nabel-
schnurblut wurde bislang mittels Immunoassays (ELISA) (u. a. Messer et al., 1996,
Lehrnbecher et al., 1996, Salafia et al., 1997, Weeks et al., 1997, Smulian et al., 1999b,
Buscher et al., 2000, Rogers et al., 2002, Hatzidaki et al., 2005, Tasci et al., 2006) er-
bracht. In wenigen Arbeiten wurde die Zytokin-mRNA-Expression im Nabelschnurblut
mittels konventioneller RT-PCR (u. a. Li et al., 1995, Tsutsumi et al., 1996, Berner et al.,

2000, Berner et al., 2002) nachgewiesen.

Der qualitative Unterschied der vorliegenden Arbeit zu vergleichbaren prospektiven
Studien liegt in der Untersuchung eines breiten Spektrums maoglicher als Frihmarker
infrage kommender inflammatorischer und zusatzlich anti-inflammatorischer Zytokine.
Dadurch wird die fetale und neonatale Immunkompetenz erfasst. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es daher, prospektiv die relativen Mengen der auf mRNA-Ebene exprimierten
inflammatorischen Zytokine IL-13, IL-6, IL-8, G-CSF und TNF-a und anti-
inflammatorischen Zytokine IL-10 und TGF-B1 in mononukleadren Zellen aus Nabel-

schnurvenenblut eines Kollektivs von 30 Schwangeren ohne klinischen Verdacht auf ein
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Amnioninfektionssyndrom (Kontrollgruppe) und 30 Schwangeren mit klinischem Ver-
dacht auf ein Amnioninfektionssyndrom (Risikogruppe) zu untersuchen. Zum ersten Mal
wird in der vorliegenden Arbeit zum Nachweis der Zytokin-mRNA-Expression in mono-

nuklearen Zellen des Nabelschnurbluts die real-time TagMan RT-PCR angewendet.

Kontroll- und Risikogruppe unterschieden sich statistisch signifikant hinsichtlich der far
den Verdacht auf das Vorliegen eines Amnioninfektionssyndroms relevanten Ein-
schlussparameter maternale Temperatur und CrP sowie fetale Herzfrequenz. Ein weite-
rer Unterschied bestand in der Zeitspanne zwischen Blasensprung und Geburt. Diese
war in der Gruppe mit klinischem Verdacht auf ein Amnioninfektionssyndrom signifikant
erhoht. In der Studie von Soper et al. (1989) erwies sich eine Blasensprungdauer bis
zum Einsetzen von Geburtswehen von mehr als 12 Stunden als starkster Vorhersage-
parameter fur die nachfolgende Entwicklung eines Amnioninfektionssyndroms. Seaward
et al. (1997) bestatigten dies fur einen Zeitraum von mehr als 24 Stunden. Bei den Ge-
burtsmodi zeigte sich in der Kontrollgruppe eine signifikant hdhere Rate an Spontange-
burten, wahrend in der Risikogruppe eine Tendenz zu einer hoheren Rate an sekunda-
ren Sektiones bestand. Duff et al. (1983) berichten Uber ein erhdhtes Risiko flr eine
Schnittentbindung bei Patientinnen mit Amnioninfektionssyndrom. Sie fanden eine Inzi-
denz von 34 % sekundarer Sektiones wegen Geburtsstillstands bei Patientinnen mit

zunachst spontanen Wehen, die eine intraamniale Infektion entwickelten.

Speziell betrachtet wurden die mRNA-Expressionsunterschiede der Zytokine zwischen
Kontroll- und Risikogruppe hinsichtlich eines Verdachts auf ein Amnioninfektions-
syndrom. Innerhalb der Risikogruppe wurden die mRNA-Expressionsunterschiede der
Zytokine im Hinblick auf eine neonatale early-onset Infektion zwischen Neugeborenen
ohne und mit early-onset Infektion untersucht. Des Weiteren wurden innerhalb der Risi-
kogruppe die mRNA-Expressionsunterschiede der Zytokine im Hinblick auf ein histolo-
gisch nachgewiesenes Vollbild einer Chorioamnionitis zwischen Plazenten ohne und mit

dem Vollbild einer Chorioamnionitis untersucht.
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41 Anwendung der real-time TagMan RT-PCR zur Bestimmung der mRNA-

Expression der Zytokine

In der vorliegenden Arbeit wurde die Zytokin-Genexpression in vivo in mononuklearen
Zellen von Nabelschnurvenenblut nach der Geburt mittels real-time TagMan RT-PCR
untersucht. Zytokindiagnostik und damit Quantifizierung der Zytokinexpression kann in
vivo und in vitro durchgefuhrt werden. Man kann sowohl die Genexpression, die Zyto-

kinproteinbildung als auch die Zytokinwirkung erfassen.

Der in vivo-Nachweis von Zytokinen hat die direkte Detektion der Zytokinprasenz in
Blut, Korperflussigkeiten oder Geweben zum Ziel. Er ist wegen der Redundanz von
Entzindungsreaktionen und Pleiotropie der Zytokinwirkung nicht fur eine Differential-
diagnostik geeignet, sondern eher fur die Bestimmung der Aktivitat eines Prozesses,
z. B. eines unerwilnschten Immunprozesses wie Transplantatabstol3ung, Trauma (Asa-
dullah et al., 1997) oder im Fall der vorliegenden Arbeit einer infektionsassoziierten Pa-

thogenese.

Da Zytokine ihre biologische Wirkung bereits bei Konzentrationen im pikomolaren Be-
reich realisieren, werden hohe Anspruche an die analytische Sensitivitdt der Nachweis-
systeme gestellt. Die diagnostische Relevanz von Zytokinbestimmungen wird durch die
fur die meisten Zytokine kurze biologische Halbwertszeit, die sich im Minutenbereich
bewegt, im Blut bzw. Plasma, infolge Bindung an zellmembrangebundene Rezeptoren,
Plasmaproteine oder I6sliche Rezeptoren und proteolytischen Abbau, eingeschrankt.
Eine Limitierung der Aussagekraft resultiert auch aus der Tatsache, dass Zytokine meist
nur fir wenige Stunden und im Allgemeinen lokal und nicht systemisch produziert wer-
den (Volk et al., 2008). Insofern kommt der Praanalytik eine wichtige Rolle zu. Da Zyto-
kine im Vollblut nicht sehr stabil sind, wurde in der vorliegenden Arbeit das Nabel-
schnurblut unmittelbar nach Abnahme verarbeitet, d. h. die Erythrozyten lysiert, danach
das Hamoglobin daraus entfernt und die Proben flr die weitere Analytik bei -80 °C ein-

gefroren.

Der direkte Zytokinnachweis auf Proteinebene ist hinsichtlich Qualitat und Vergleichbar-
keit durch die Einflhrung internationaler Standards und semiautomatischer Testsyste-

me verbessert worden, hat sich jedoch bisher nur flr bestimmte Indikationen in der
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Routinediagnostik etabliert. Immunoassaymethoden wie ELISA oder Cytometry-Beads-
Assays (CBA) erlauben in der klinischen Praxis die Quantifizierung der Zytokinexpres-
sion aus Plasma oder Serum. Sie wird inzwischen vor allem zur Erfassung unerwunsch-
ter oder UberschieRender Entzindungsreaktionen bei systemischen Entziindungspro-
zessen genutzt. In der Intensivmedizin haben sich die Marker IL-6, IL-8, IL-10 und
TNF-a als Prognoseparameter bewahrt und in der Routine etabliert. Infolge Pleiotropie
und Redundanz des Zytokinnetzwerks stellen Zytokine keine krankheitsspezifischen
Marker dar. Da eine Verschiebung im Zytokingleichgewicht mit dem Ausmal} der krank-
heitsspezifischen Schadigung korrelieren kann, dienen sie vielmehr zur Beurteilung der
Aktivitat einer bestimmten Erkrankung. So liegen relevante Zytokinkonzentrationen vor
allem bei systemischen Erkrankungen, wie z. B. beim SIRS, die zu einer Aktivierung
des spezifischen oder unspezifischen Immunsystems fuhren, im Blut vor. Zytokin-
bestimmungen im Plasma/Serum werden zur Beurteilung der Krankheitsprognose, flr
die Einschatzung des Therapieerfolgs, aber auch zur Frihdiagnostik eingesetzt. Eine
neonatale Sepsis kann bereits in den ersten Stunden nach der Geburt durch Bestim-
mung der IL-6 und IL-8-Konzentration in Plasma/Serum der Neugeborenen mit hoher
diagnostischer Sensitivitat und Spezifitdt vorausgesagt werden, was mit einer CrP-
Bestimmung erst 12 - 24 Stunden spater méglich ist (Ng und Lam, 2006, Volk et al.,
2008). Die Zytokinbestimmung auf Proteinebene im Nabelschnurplasma bei Schwange-
ren mit einem Verdacht auf ein Amnioninfektionssyndrom ist inzwischen von vielen Ar-
beitsgruppen durchgefihrt worden, hat aber noch keinen Eingang in die klinische Rou-
tine gefunden (Messer et al., 1996, Lehrnbecher et al., 1996, Weeks et al., 1997, Smu-
lian et al., 1999b, Bluscher et al., 2000).

Wahrend durch die Bestimmung der Proteinkonzentration der Zytokine mittels ELISA
der direkte Nachweis des bereits gebildeten Zytokins auf Proteinebene erfolgt, wird mit
der Bestimmung der Zytokin-Genexpression der fruhestmogliche Zeitpunkt der Zytokin-
bildung auf mMRNA-Ebene erfasst.

Von ruhenden Immunzellen wird keine oder nur wenig Zytokin-mRNA exprimiert. Wer-
den sie jedoch aktiviert, kommt es innerhalb weniger Stunden zur Transkription der Zy-
tokingene und zum verminderten Abbau der mRNA. Dies fuhrt zu einem starken An-
stieg der spezifischen mRNA in der Zelle. Da rein qualitative Aussagen von geringer

Relevanz sind, ist in jedem Fall eine Quantifizierung notwendig. Der Zytokin-mRNA-
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Nachweis mittels real-time TagMan RT-PCR und damit die reproduzierbare Quantifizie-
rung der Genexpression erreicht dabei eine hohe Nachweisempfindlichkeit. Auf der E-
bene der RNA kénnen wenige Kopien je Probe detektiert werden. Sie ist vor allem fur
den in vivo-Nachweis einer Zytokin-Expression aus frisch gewonnenen Zell- bzw. Ge-
webeproben geeignet (Souaze et al., 1996, Kruse et al., 1997). Hierzu muss die mRNA
zunachst aus dem Gewebe oder den Blutzellen isoliert und in eine cDNA umgeschrie-
ben werden. Im Anschluss erfolgt die Amplifizierung der gewinschten Nukleinsaurese-
quenzen des jeweiligen Zytokins unter Einsatz spezifischer Primer. Uber Fluoreszenz-
marker werden die PCR-Produkte quantifiziert (Dallman et al., 1991, Asadullah et al.,
1997, Volk et al., 2008).

Die fur den Zytokin-mRNA-Nachweis in dieser Arbeit genutzte quantitative real-time
TagMan RT-PCR hat verschiedene Vorteile gegenliber der konventionellen RT-PCR
(Heid et al., 1996, Gibson et al, 1996). Der Hauptfaktor flr die Exaktheit dieser Methode
ist die Bestimmung der Ct-Werte innerhalb der exponentiellen Phase der Amplifikation
im Vergleich zur Endpunktbestimmung bei der konventionellen RT-PCR. Dadurch ist
eine Quantifizierung in einem groReren Bereich als bei der konventionellen RT-PCR
mdglich. Die real-time TagMan RT-PCR bietet eine 100- bis 1000-fach héhere Sensitivi-
tat als die konventionelle RT-PCR. Die Nachweisgrenze eines Amplifikats liegt zwi-
schen 2 bis 20 pg gegenuber 2 bis 4 ng im Agarose-Gel. Der Einsatz fluorogener Son-
den erhoht ebenfalls die Sensitivitat und Spezifitat. AuRerdem erhoht die Eliminierung
von Schritten nach der Amplifikation, wie die Agarose-Gel-Auswertung, die Zuverlassig-
keit und Reproduzierbarkeit des Assays und vermindert das Kontaminationsrisiko. Da-
durch wird auch ein hoher Probendurchsatz moglich, der zur Zeitersparnis beitragt. Die
real-time TagMan RT-PCR-Methode stellt, sobald die PCR-Bedingungen optimiert sind
und der Assay validiert ist, einen schnellen, mit geringen DNA-Mengen auskommenden,
einfachen Nachweistest dar. Das PCR-Ergebnis wird nach dem Reaktionsende be-
stimmt, was eine Gesamtdauer von 2 bis 3 Stunden bis zum Resultat bedeutet (Bustin
et al., 2005). Die direkte oder ,online“ Aufzeichnung des PCR-Verlaufs ermoglicht zu-
dem eine sofortige Bewertung der Reaktion, was bei den bisher angewandten PCR-
Methoden nicht gegeben ist. Sie zeigt aber auch, wie empfindlich der Test auf Storun-
gen verschiedener Faktoren reagiert. Besonders zu erwahnen ist hier die Qualitat der
DNA und deren Reinheit. Verunreinigungen aus der Praparation senken die PCR-

Effizienz. Ebenso sind Pippetierungenauigkeiten direkt in den Cr-Doppelwerten sicht-
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bar. Trotzdem oder gerade wegen des Sichtbarwerdens der die PCR beeinflussenden
Faktoren ist die Quantifizierung uber die real-time RT-PCR mit ihren Kontrollmoglichkei-
ten sehr viel sicherer und reproduzierbarer in der Ergebnisfindung als die konventionelle
RT-PCR. Nachteile sind nach wie vor die hohen Anschaffungskosten fur die real-time
TagMan PCR-Cycler und flir die Reagenzien, vor allem die Sonden. Unterschiedliche
Programme fur die Auswertung erschweren die Vergleichbarkeit der Ergebnisse, z. B.
der Fluoreszenzdaten und Cr-Werte. Aullerdem darf eine bestimmte Produktgrofie (100
- 300 bp bei der TagMan PCR) nicht tberschritten werden (Klein, 2002, Bustin und No-
lan, 2004).

Die Zytokin-Genexpressions-Analyse wird noch relativ selten im klinischen Alltag, z. B.
in der Transplantationsmedizin, angewendet. In der Forschung hingegen ist sie inzwi-
schen etabliert. Beim Amnioninfektionssyndrom wurde die konventionelle RT-PCR von
Li et al. (1995), Singh et al. (1996), Berner et al. (1998) und Berner et al. (2000) genutzt,
um die Zytokin-mRNA-Expression im Nabelschnurblut nachzuweisen.

4.2 Rolle der inflammatorischen und anti-inflammatorischen Zytokine bei Ver-

dacht auf Amnioninfektionssyndrom

Eine im Korper ablaufende Entzindungsreaktion wie das Amnioninfektionssyndrom be-
darf einer sorgfaltigen Kontrolle, um eine Gewebsschadigung oder eine systemische
Manifestation wie das SIRS oder eine mogliche neonatale Sepsis zu vermeiden (Asa-
dullah et al., 1997). Dabei sind Zytokinbildung und —wirkung vielfaltigen Kontrollmecha-
nismen auf verschiedenen Ebenen von der Transkription des Zytokingens bis zur Wir-
kung auf den Zytokinrezeptor unterworfen. Bei der Regulation von Entziindungsprozes-
sen spielt das Zusammenwirken von inflammatorischen Zytokinen und gegenregulato-
risch wirksamen anti-inflammatorischen Zytokinen eine wichtige Rolle (Volk et al.,
2008). Inflammatorische und anti-inflammatorische Zytokine werden als zentrale pa-
thophysiologische Mediatoren angesehen, die bei intrauterinen Infektionen gebildet und
im Nabelschnurblut oder Fruchtwasser nachgewiesen werden konnen. Durch bakterielle
Stimuli oder andere inflammatorische Mediatoren (z. B. Endotoxine) werden immun-
kompetente Zellen (Makrophagen, Monozyten, B- und T-Lymphozyten) aktiviert, die

wiederum Zytokine sezernieren.
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Der Nachweis von Zytokinen gelingt in allen Kompartimenten des materno-fetalen Re-
aktionsraums. So fanden Romero et al. (1993) signifikant hohere IL-6-Konzentrationen
im Fruchtwasser bei Schwangeren mit einer positiven Fruchtwasserkultur (aerobe und
anaerobe Bakterien, Mykoplasmen) im Vergleich zu Schwangeren mit einer negativen
Fruchtwasserkultur (Median 35 900 pg/ml vs. 1 700 pg/ml). In einer Studie von Stall-
mach et al. (1995) wird beschrieben, dass Frauen mit einem Amnioninfektionssyndrom
signifikant hohere IL-6-Konzentrationen im Serum und im Fruchtwasser aufweisen als
Frauen ohne eine solche Infektion. Seit den 90er-Jahren konzentriert sich die Untersu-
chung von Zytokinen zur Erfassung eines materno-fetalen Infektionsgeschehens vor
allem auf das Nabelschnurblut. Seine leichte Gewinnbarkeit pradestinierte es zu Stu-
dien Uber intrazytoplasmatische Konzentrationen immunregulatorischer Zytokine auf
Proteinebene bei vermutlich infizierten und nicht infizierten Kollektiven mittels ELISA
und RT-PCR.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Genexpression auf mRNA-Ebene sowohl inflam-
matorischer als auch anti-inflammatorischer Zytokine mittels der real-time TagMan RT-
PCR gemessen. Die mRNA-Expression der inflammatorischen Zytokine IL-13, IL-6,
IL-8, G-CSF und TNF-a und auch der anti-inflammatorischen Zytokine IL-10 und TGF-
B1 war im Nabelschnurblut von Schwangeren mit einem Verdacht auf ein Amnioninfek-
tionssyndrom signifikant gegeniuber gesunden Schwangeren erhoht. Der parallele
Nachweis der Expression inflammatorischer und anti-inflammatorischer Zytokine spricht
fur eine Uberaktivierung des Monozyten-Makrophagen-Systems. Erhdhte Zytokin-
MRNA-Expressionen erlauben keine differentialdiagnostischen Schlussfolgerungen,
sondern sind lediglich Marker fur einen ablaufenden Entzindungsprozess unterschied-
lichster Genese (Volk et al., 2008).

Wenige Arbeiten wiesen bisher Zytokin-mRNA im Nabelschnurblut mittels konventionel-
ler RT-PCR nach. Tsutsumi et al. (1996) infizierten mononukledre Zellen aus Nabel-
schnurblut in vitro mit dem respiratory syncytial virus (RSV). Mit Hilfe der RT-PCR un-
tersuchten sie u. a. die mMRNA-Expression der Zytokine IL-1p3, IL-6 und TNF-a in diesen
Zellen. Innerhalb von 2 Stunden nach Infektion mit RSV konnte eine signifikante mRNA-

Expression der untersuchten Zytokine gezeigt werden.
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Li et al. (1995) untersuchten maternales und Nabelschnurblut von Schwangeren mit
Verdacht auf ein Amnioninfektionssyndrom (n = 12) und von gesunden Schwangeren
(n = 12). Mittels ELISA wiesen sie signifikant hohere Konzentrationen von G-CSF so-
wohl im Nabelschnurblut (2 729 + 974 pg/ml vs. 51 + 17 pg/ml) als auch im maternalen
Blut Schwangerer mit Verdacht auf Amnioninfektionssyndrom nach. Mittels konventio-
neller RT-PCR wurde die relative mRNA-Expression von G-CSF im maternalen und
Nabelschnurblut bestimmt. Im Nabelschnurblut konnten nur geringe Mengen an
G-CSF-mRNA nachgewiesen werden. Ein signifikanter Unterschied zwischen Schwan-
geren mit Verdacht auf Amnioninfektionssyndrom und gesunden Schwangeren bestand
nicht. Hingegen wurde im maternalen Blut Schwangerer mit Verdacht auf Amnioninfek-
tionssyndrom eine hohere mRNA-Expression von G-CSF, als bei gesunden Schwange-
ren detektiert. Singh et al. (1996) untersuchten IL-6 im Nabelschnurblut reifer Neugebo-
rener. Die mittels ELISA gemessenen IL-6-Konzentrationen waren im Nabelschnurblut
der Schwangeren, die klinische Zeichen eines Amnioninfektionssyndroms (8/32) zeig-
ten, signifikant gegenlber Schwangeren ohne Infektionszeichen erhoht. Zusatzlich wur-
de mit konventioneller RT-PCR versucht, IL-6-mRNA im Nabelschnurblut nachzuwei-
sen, was in vivo nicht gelang. Nach in vitro Stimulation von aus dem Nabelschnurblut
gesunder Schwangerer isolierten mononuklearen Zellen mit LPS war jedoch eine deut-
liche IL-6-mRNA-Expression nachweisbar. Die Autoren vermuteten, dass die im Nabel-
schnurblut nachgewiesenen IL-6-Konzentrationen plazentaren oder maternalen Ur-

sSprungs waren.

Berner et al. (2000) legten die erste Studie vor, die eine erhohte Zytokingen-
Transkription bei Neugeborenen mit Sepsis auf mMRNA-Ebene zeigte. In der Gruppe von
Neugeborenen, bei denen der Verdacht auf eine early-onset Sepsis bestatigt wurde,
lie® sich mit konventioneller RT-PCR auf mMRNA-Ebene eine signifikant hdhere Expres-
sion der Zytokine IL-6, IL-8 und TNF-a gegenluber gesunden Neugeborenen oder sol-
chen mit unbestatigtem Sepsisverdacht nachweisen. Die mRNA-Expression von IL-1(3
zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, eine G-CSF-mRNA-
Expression war nicht nachweisbar. Aufgrund dieser Ergebnisse postulierten die Auto-
ren, dass die Zytokinproduktion endogen durch den Feten bzw. das Neugeborene er-
folgt und die im Nabelschnurblut nachweisbaren Zytokine weder die maternale noch
plazentare Zytokin-Produktion reflektieren. Zuvor hatte diese Arbeitsgruppe an Neuge-

borenen mit bestatigtem Verdacht auf eine early-onset Sepsis erhdhte Plasmakon-
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zentrationen der Zytokine IL-1pB, IL-6, IL-8, G-CSF und TNF-a auf Proteinebene nach-
gewiesen. Auf mRNA-Ebene gelang nur der Nachweis einer erhdhten Expression von
TNF-a, nicht aber von IL-1B, IL-6, IL-8 und G-CSF (Berner et al., 1998). Als mogliche
Erklarung dieser Diskrepanz und der zu den Ergebnissen von Singh et al. (1996) wer-
den technische Probleme bei der Verarbeitung der mRNA aus Nabelschnurblut, vor al-

lem die nicht sofortige Aufarbeitung des Nabelschnurbluts nach der Geburt, vermutet.

Die Frage nach dem Ursprung der Zytokine im Nabelschnurblut wurde auch von Aalto-
nen et al. (2005) aufgegriffen. Sie zeigten in einem ex vivo-Modell mit Plazenten Reif-
geborener, dass die inflammatorischen Zytokine IL-1B, IL-6 und TNF-a die Plazen-
taschranke nicht Uberwinden konnen. Sie folgerten daraus, dass Zytokine und damit die

Immunantwort in Fruchtwasser und fetalem Blut fetalen Ursprungs sein mussen.

Die Ergebnisse lassen eine direkte Beteiligung fetaler Immunzellen am Entziindungs-
prozess mit Auslosung der Reaktionskaskade der fetalen und neonatalen Immunant-
wort auf eine intraamniale Infektion vermuten. Feten sind in der Lage, eine Immunant-
wort auf inflammatorische Reize zu geben (Romero et al., 2007b). Yoon et al. (2003)
wiesen explizit darauf hin, dass sowohl Frihgeborene als auch Reifgeborene zu einer
systemischen Zytokin-Ausschuttung, die sich im Nabelschnurblut nachweisen lasst, in

der Lage sind.

Berner et al. (2001) wiesen die Aktivierung des fetalen bzw. neonatalen Immunsystems
in vitro durch Stimulation von mononuklearen Nabelschnurblutzellen gesunder Neuge-
borener mit Streptococcus agalactiae (GBS)-Bakterienstammen isoliert von Neugebo-
renen mit early-onset Sepsis und unauffallig kolonisierten Neugeborenen nach. Die
durch konventionelle RT-PCR bestimmte Zytokin-mRNA-Expression von IL-1(3, IL-6,
IL-8 und TNF-a als Reaktion auf den Infektionsreiz war in den mononuklearen Zellen,
die mit GBS-Bakterienstdmmen von septischen Neugeborenen infiziert wurden, signifi-
kant hoher als in den mononuklearen Zellen, die mit GBS-Bakterienstammen unauffallig
kolonisierter Neugeborener infiziert wurden. Schliellich zeigte diese Arbeitsgruppe
(Berner et al., 2002) auch, dass die Zytokin-mRNA-Expression von IL-1(, IL-6, IL-8 und
TNF-a von mononuklearen Nabelschnurblutzellen vergleichbar mit der von mononukle-
aren Zellen in adultem Blut ist. Hierzu wurden mononukleare Zellen aus Nabelschnur-
blut und adultem Blut in vitro mit GBS und LPS stimuliert.
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Auch Taniguchi et al. (1993) wiesen die funktionelle Reife des fetalen/neonatalen Im-
munsystems nach. Sie stimulierten mononukleare Zellen aus Nabelschnurblut von
Frih- und Reifgeborenen mit LPS und sahen mittels ELISA eine mit adulten mono-
nuklearen Zellen vergleichbare IL-8-Produktion. Demgegenlber wiesen Cairo et al.
(1992) und Ishii et al. (1995) mittels ELISA und RT-PCR eine geringere G-CSF-
Produktion und G-CSF-Gen-Expression in stimulierten mononuklearen Nabelschnur-
blutzellen gegenuber stimulierten Zellen aus adultem Blut nach. Dies kdnnte die Patho-
genese neonataler Neutropenien wahrend eines Zustands erhohten Bedarfs, wie der

early-onset Sepsis, erklaren.

Auf der Proteinebene untersuchten Shalak et al. (2002) mittels ELISA die Zytokin-
Konzentrationen von IL-1p3, IL-6, IL-8 und TNF-a im Nabelschnurblut Schwangerer am
Entbindungstermin mit Verdacht auf Amnioninfektionssyndrom (n = 61) und einer Kon-
troligruppe (n = 50) ohne Infektionsverdacht. Signifkant erhdhte Plasma-
Konzentrationen boten hier nur IL-6 und IL-8 in der Risikogruppe. Chaiworapongsa et
al. (2002) fanden ebenfalls mittels ELISA im Nabelschnurvenenblut von Neugeborenen
am Termin, bei deren Muttern der Verdacht auf ein Amnioninfektionssyndrom bestand
(26/137), signifikant hohere IL-6-Konzentrationen als in einer Kontrollgruppe, deren
Mutter keine klinischen Infektionszeichen zeigten (Median 27,46 pg/ml vs. 2,13 pg/ml).
Tasci et al. (2006) untersuchten die IL-6-Konzentrationen im Nabelschnurblut von
Schwangeren mit vorzeitigem Blasensprung am Termin (Risikogruppe, n = 40) und un-
auffalligen Schwangeren (Kontrollgruppe, n = 30). Die IL-6-Konzentrationen waren in
der Risikogruppe signifikant hoher als in der Kontrollgruppe. Die Vorhersage einer histo-
logischen Chorioamnionitis war bei einem cut-off Punkt der IL-6-Konzentration
> 29 pg/ml mit einer Sensitivitat von 74,1 % und Spezifitat von 76,6 % moglich, die Vor-
hersage einer early-onset Sepsis bei einem cut-off von IL-6 > 39 pg/ml mit einer Sensi-

tivitat von 100 % und einer Spezifitat von 81 %.

Das fetale und neonatale Immunsystem scheint aber auch bereits in der Lage zu sein,
anti-inflammatorische Zytokine zu bilden, die gegenregulativ zu einer Infektion wirken
(Kotiranta-Ainamo et al., 1997). In einem ex vivo-Modell zeigten Dembinski et al. (2003)
die Produktion von inflammatorischen und anti-inflammatorischen Zytokinen durch LPS-
Stimulation im Nabelschnurblut in Abhangigkeit vom Gestationsalter. Die Bestimmung

der Zytokine erfolgte mittels ELISA im Nabelschnurblut von extrem Frihgeborenen
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< 32 SSW, Fruhgeborenen zwischen 33 und 36 SSW und Reifgeborenen = 37 SSW.
Die Konzentrationen von IL-18, IL-6, G-CSF und TNF-a im Nabelschnurblut waren posi-
tiv mit dem Gestationsalter korreliert. Nach Adjustierung auf die Leukozytenzahl blieb
ein signifikanter Effekt auf die Konzentrationen von IL-6 und G-CSF bestehen, den die
Autoren mit der Unreife des fetalen Immunsystems der extrem Frihgeborenen erklaren.
Far IL-8 und IL-10 zeigte sich kein signifikanter Konzentrationsunterschied in Abhangig-
keit vom Gestationsalter. Demgegenuber zeigten Blanco-Quiros et al. (2000) einen Ef-
fekt des Gestationsalters auf die IL-10-Plasma-Konzentration, wobei gesunde Reifgebo-
rene und Frihgeborene mit Sepsis (Median 32 SSW) verglichen wurden. Letztere hat-

ten signifikant hohere IL-10-Konzentrationen im Nabelschnurblut als die Reifgeborenen.

4.3 Rolle der inflammatorischen und anti-inflammatorischen Zytokine bei Neuge-

borenen mit early-onset Infektion

Auf eine intrauterine Infektion konnen Feten mit einem ,fetal inflammatory response
syndrome” reagieren (Gomez et al., 1998) und nachfolgend als Neugeborene an einer
early-onset Infektion erkranken. Langfristige Folgen kdnnen unter anderem eine bron-
chopulmonale Dysplasie, eine periventrikulare Leukomalazie oder eine Zerebralparese
sein (Yoon et al., 2003, Kramer, 2008).

Unter den direkt postpartal erhobenen klinischen Parametern in der vorliegenden Arbeit
fielen signifikant erniedrigte Apgarwerte nach finf und zehn Minuten der Risikogruppe
gegenuber der Kontrollgruppe, bei nicht signifikant unterschiedlichen pH-Werten in der
Nabelschnurarterie, auf. Diese Beobachtung stimmt gut mit der anderer Autoren Uber-
ein, die erniedrigte Apgarwerte signifikant mit einer spateren Infektionsmanifestation

assoziieren konnten (Lott, 1990, Day et al., 1992).

Aus unserem Gesamtkollektiv von 60 Neugeborenen wurden insgesamt 14 verlegt, da-
von 5 Neugeborene, samtlich aus der Risikogruppe, mit dem Verdacht auf eine early-
onset Infektion. Zwei dieser 5 Neugeborenen waren Frihgeborene (< 37 + 0 SSW). Die
Neugeborenen wurden unverzuglich unter dem Verdacht auf eine Sepsis antibiotisch
therapiert. Bei allen erfolgte der Nachweis entweder eines erhdhten CrP, einer Leukozy-
tose oder -penie oder einer erhdhten I/T-Ratio in Zusammenhang mit klinischen Symp-

tomen einer neonatalen Infektion. Nur ein Neugeborenes zeigte eine positive Blutkultur.
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Hier ist in Ubereinstimmung mit der Literatur (Buscher et al., 2000, Krueger et al., 2001)
zu vermuten, dass eine prophylaktische pra- oder subpartale Antibiotikatherapie der
Schwangeren mit einem Verdacht auf Amnioninfektionssyndrom Einfluss auf die neona-
tale Blutkultur hat. Die vorliegende Arbeit bestatigt, dass relativ viele Neugeborene we-
gen des Verdachts auf eine Sepsis behandelt werden, obwohl diese nur bei wenigen
sicher durch positive Blut-, Urin- oder Liquor-Kultur nachgewiesen wird (Buscher et al.,
2001). Dies ist notwendig, um die wenigen Neugeborenen mit einer definitiven Sepsis
sicher zu erfassen. Im Hinblick auf die Entwicklung von Resistenzen besteht jedoch die
unbedingte Notwendigkeit, unnétige Gaben von Antibiotika an Neugeborene zu vermei-
den (Huovinen und Cars, 1998). Andererseits fanden Kashlan et al. (2000) keine Unter-
schiede in den IL-6-Konzentrationen im Nabelschnurblut von Neugeborenen mit durch
positive Blutkultur bestatigter Sepsis und klinischer Sepsis. Eine Bestimmung des IL-6
im neonatalen Blut wurde bei den aus unserem Kollektiv mit Verdacht auf early-onset

Infektion verlegten Neugeborenen nicht durchgefiihrt.

Bei den Neugeborenen sollte die mRNA-Expression der inflammatorischen und anti-
inflammatorischen Zytokine eine eventuell bereits bei Geburt bestehende, aber klinisch
noch stumme neonatale early-onset Infektion anzeigen. Innerhalb der ersten 48 Stun-
den ist es bei einem Neugeborenen oft schwierig, zwischen der infektiosen und nicht
infektiosen Ursache einer Inflammation zu unterscheiden. Das CrP ist ein guter Marker
zum Ausschluss, nicht aber zur Bestatigung einer Sepsis; denn es steigt auch bei ande-
ren pathologischen Zustanden wie fetaler Asphyxie, fetalem Atemnotsyndrom, Schock,
zerebraler Blutung oder Mekoniumaspiration an (Briese, 1999, Volk et al., 2008). Inso-
fern bietet sich die Bestimmung der Zytokine als Marker zur Differenzierung einer infek-

tiosen von einer nicht infektiosen Ursache einer Inflammation als Alternative an.

4.3.1 Rolle der inflammatorischen Zytokine

Die mRNA-Expression der inflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a war in der vor-
liegenden Arbeit im Nabelschnurblut der 5 Neugeborenen mit Verdacht auf eine early-
onset Infektion gegenuber den 25 nicht infizierten Neugeborenen signifikant erhoht. Die
MRNA-Expression der inflammatorischen Zytokine IL-18, IL-8 und G-CSF war tenden-

ziell, aber nicht signifikant erhoht.
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Eine signifikant erhdhte mMRNA-Expression der Zytokine IL-6 und TNF-a im Nabel-
schnurblut Neugeborener mit early-onset Sepsis wie in der vorliegenden Arbeit und zu-
satzlich auch von IL-8 wiesen Berner et al. (2000) in einer prospektiven Studie nach.
Sie untersuchten Nabelschnurblut von insgesamt 99 Neugeborenen (Fruh- und Reifge-
borene). Diese wurden in 3 Gruppen unterteilt. In Gruppe A (n = 9) wurden alle Neuge-
borenen mit klinischen Sepsiszeichen und durch Blutkultur oder eine Kombination aus
drei Kriterien (CrP > 1 mg/dl innerhalb 48 h nach Auftreten von Sepsiszeichen, I/T-Ratio
> 0,2, Pneumonie, mutterliches Fieber oder antibiotische Therapie innerhalb 48 h vor
Geburt) bestatigte early-onset Sepsis zusammengefasst. Gruppe B (n = 22) bildeten
Neugeborene mit klinischem Verdacht auf Sepsis, der sich nicht bestatigen liel3. Gruppe
C (n = 68) umfasste gesunde Neugeborene. Mittels konventioneller RT-PCR wurde die
MRNA-Expression der Zytokine IL-18, IL-6, IL-8, G-CSF und TNF-a in mononuklearen
Zellen des Nabelschnurbluts untersucht. Eine signifikant erhdhte mRNA-Expression in
Gruppe A gegentuber den anderen Gruppen zeigten IL-6, IL-8 und TNF-a. Die hochste
Sensitivitat (86 %) und Spezifitat (96 %) in der Vorhersage einer early-onset Sepsis er-
reichte dabei die IL-8-mRNA-Expression, die als Marker fur die Erfassung der neonata-
len Sepsis postuliert wird. Zusatzlich wurden auf Proteinebene die Plasmakonzentratio-
nen von IL-8 im Nabelschnurblut untersucht. Diese waren in Gruppe A signifikant ge-
genuber den Gruppen B und C erhoht. In einer vorhergehenden Studie hatten Berner et
al. (1998) auf Proteinebene signifikant erhdhte Plasmakonzentrationen der Zytokine
IL-18, IL-6, IL-8, G-CSF und TNF-a im Nabelschnurblut von Neugeborenen mit bestatig-
ter Sepsis (n = 35) gegentber Neugeborenen mit klinischem Verdacht auf Sepsis, die
sich nicht bestatigen lief (n = 66), und einer gesunden Kontrollgruppe (n = 35) gezeigt.
Die nachgewiesenen Plasmakonzentrationen erlaubten die Vorhersage einer early-
onset Sepsis mit hoher Sensitivitdt und Spezifitdt. Die hochste Sensitivitat (91 %) und
Spezifitat (93 %) in der Voraussage erreichte dabei ein cut-off Punkt der IL-8-

Konzentration von 300 pg/ml.

Auf Proteinebene wurde eine signifikant erhdhte Konzentration des inflammatorischen
Zytokins IL-6 von Buscher et al. (2000) mittels ELISA im Nabelschnurblut von Neugebo-
renen, die eine early-onset Infektion entwickelten (13/240), gegenulber nicht infizierten
Neugeborenen nachgewiesen und als immunologische Reaktion des Feten auf ein Am-
nioninfektionssyndrom beschrieben. Zwei dieser 13 Neugeborenen waren Frihgeburten
(< 37 + 0 SSW). Als cut-off Punkt wurde eine IL-6-Konzentration von 15 pg/ml festge-
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legt. Die early-onset Infektion der Neugeborenen konnte dabei mit einer Sensitivitat von
53,8 % und einer Spezifitat von 61,7 % vorausgesagt werden. Eine signifikante Erho-
hung der Konzentration von TNF-a im Nabelschnurblut und ebenso der Konzentratio-

nen der inflammatorischen Zytokine IL-183, IL-8 und G-CSF wurde nicht gefunden.

Messer et al. (1996) konnten ebenfalls eine signifikante Erhohung der IL-6-
Konzentration im Nabelschnurblut von Fruh- und Reifgeborenen (24 - 42 SSW), die ei-
ne early-onset Infektion entwickelten (71/288), unabhangig davon, ob diese positive
oder negative Blutkulturen hatten, gegenuber einer nicht infizierten Kontrollgruppe zei-
gen. Bei einem cut-off Punkt = 100 pg/ml lag die Sensitivitat bei 83,3 %, die Spezifitat
bei 90,3 %. Ebenfalls fur das Zytokin IL-6 zeigten Lehrnbecher et al. (1995) in einem
Kollektiv Fruh- und Reifgeborener (26 - 42 SSW) eine signifikante Konzentrationserho-
hung bei Vorliegen einer early-onset Infektion (13/46) im Vergleich zu einer Normal-
gruppe mit einem cut-off Punkt von 150 pg/ml (Sensitivitat 69 %, Spezifitat 91 %). Eine
signifikante Konzentrationserhohung konnte zusatzlich auch fur IL-8 mit einem cut-off
Punkt von 150 pg/ml (Sensitivitat 69 %, Spezifitat 91 %) nachgewiesen werden. Die
Autoren wiesen darauf hin, dass die gemessenen Zytokinkonzentrationen im Nabel-
schnurblut und mdatterlichen Blut nicht korrelieren, was daflir spricht, dass die feta-

le/neonatale Immunantwort unabhangig von der Mutter ablauft.

Auch Weeks et al. (1997) bestatigten die signifikante Erhéhung der Konzentration von
IL-6 im Nabelschnurblut, allerdings Frihgeborener < 37 SSW, die eine early-onset In-
fektion entwickelten (16/133), gegenuber einer nicht infizierten Gruppe Fruhgeborener.
Dies wurde ebenfalls in einem Kollektiv Frihgeborener < 32 SSW mit nachfolgender
early-onset Infektion (21/43) durch Kashlan et al. (2000) bestatigt. Hier war fir TNF-a
kein signifikanter Unterschied zwischen Risiko- und Kontrollgruppe feststellbar. Smulian
et al. (1999b) untersuchten die |IL-6-Konzentration im Nabelschnurblut Fruhgeborener
zwischen der 22. - 36. SSW mit dem Ziel, einen verlasslicheren Marker fur eine early-
onset Sepsis zu finden als die klinischen Zeichen des Amnioninfektionssyndroms. Als
erhohte IL-6-Konzentration wurde ein Wert = 25 pg/ml festgelegt. In dem Kollektiv von
28 Schwangeren kamen 14 Neugeborene mit Verdacht auf eine early-onset Sepsis zur
Welt (50 %). Bei 10 Patientinnen mit klinischen Zeichen eines Amnioninfektions-
syndroms zeigten 6 Neugeborene eine early-onset Sepsis (60 %). Von den restlichen

18 Patientinnen ohne Zeichen eines Amnioninfektionssyndroms zeigten 8 Neugeborene
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eine early-onset Sepsis (44,4 %). Erhdhte IL-6-Konzentrationen im Nabelschnurblut
konnten eine early-onset Sepsis bei den Fruhgeborenen besser voraussagen als das
Vorhandensein klinischer Zeichen des Amnioninfektionssyndroms. Die Sensitivitat fur
die Voraussage einer early-onset Sepsis von klinischen Zeichen eines Amnioninfek-
tionssyndroms vs. IL-6-Konzentration = 25 pg/ml betrug 42,9 % vs. 92,9 %, die Spezifi-
tat 71,4 % vs. 92,9 %. Ebenso fanden Krueger et al. (2001) in einem Kollektiv Frihge-
borener zwischen 23 und 36 vollendeten SSW (n = 100) signifikant hohere Konzentrati-
onen in den IL-6- und zusatzlich auch den IL-8-Konzentrationen des Nabelschnurbluts
derjenigen, die eine early-onset Sepsis entwickelten, gegenuber nicht infizierten Neu-
geborenen. Fur IL-6 betrug bei einem cut-off Punkt von 80 pg/ml die Sensitivitat fur die
Voraussage einer early-onset Sepsis 96 % und die Spezifitat 95 %. Auch Hatzidaki et
al. (2005) untersuchten speziell ein Kollektiv Frihgeborener < 33 SSW (n = 109). Sie
fanden in der Untergruppe, in der zusatzlich ein friiher vorzeitiger Blasensprung vorlag
(58/109), bei den Frihgeborenen, die eine early-onset Sepsis entwickelten, signifikant
hohere IL-6-Konzentrationen, als bei denen, die keine Sepsis entwickelten. Flr einen
cut-off Punkt der IL-6-Konzentration von 108,5 pg/ml ergaben sich eine Sensitivitat von

95 % und eine Spezifitat von 100 % in der Voraussage einer neonatalen Sepsis.

4.3.2 Rolle der anti-inflammatorischen Zytokine

Finf von den 30 Neugeborenen der Risikogruppe zeigten eine starke anti-
inflammatorische bzw. gegenregulative IL-10-mRNA-Expression bzw. [L-10-Antwort
unabhangig von den vergleichbaren Konzentrationen der inflammatorischen Zytokine.
Alle 5 Neugeborenen entwickelten eine early-onset Infektion. Folglich kdnnte die indivi-
duelle IL-10-Hyperreaktion im Nabelschnurblut einiger Schwangerer mit Verdacht auf
ein Amnioninfektionssyndrom mit einer Immundepression bei den Neugeborenen und
einem erhohten Risiko dieser, eine klinisch relevante early-onset Infektion zu ent-
wickeln, assoziiert sein. Demgegenuber zeigten die 5 Neugeborenen, die eine early-
onset Infektion entwickelten, eine tendenzielle, aber nicht signifikante Erhdhung der

TGF-B1-mRNA-Expression gegentber den nicht infizierten Neugeborenen.

Kotiranta-Ainamo et al. (1997) zeigten mittels ELISA auf Proteinebene anhand der sig-
nifikant niedrigeren IL-10-Produktion von LPS-stimulierten mononuklearen Zellen aus

Nabelschnurblut gegenuber solchen aus dem peripheren Blut Erwachsener, dass Neu-
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geborene weniger IL-10 als Erwachsene produzieren. Blanco-Quiros et al. (2004) wie-
sen mittels ELISA im Nabelschnurblut FrGhgeborener (25 - 37 SSW), die ein respiratory
distress syndrome (RDS) entwickelten, signifikant hdohere IL-10-Konzentrationen als im

Nabelschnurblut unauffalliger Friigeborener nach.

Was konnte der Grund fur die unterschiedliche IL-10-Antwort sein? Es gibt verschiede-
ne Studien, die einen Polymorphismus des IL-10-Gens zeigen, der mit einer erniedrig-
ten oder erhdhten IL-10-Antwort auf inflammatorische Stimuli verbunden ist (Hurme et
al., 1998, Gallagher et al., 2003). Es ist zu vermuten, dass es unter den Neugeborenen,
deren Mutter einen klinischen Verdacht auf ein Amnioninfektionssyndrom haben, gene-
tisch bedingte ,IL-10-High-Responder” gibt, die empfanglicher fur bakterielle Infektionen

sind. Diese Hypothese muss in weiteren prospektiven Studien geprift werden.

Darlber hinaus konnte anhand der Genexpression von IL-10 die Entwicklung einer ear-
ly-onset Infektion in der Risikogruppe vorhergesagt werden. Die 5 Neugeborenen, die
eine early-onset Infektion entwickelten, exprimierten eine 11-fach hohere IL-10-mRNA-
Menge im Nabelschnurblut als die nicht infizierten 25 Neugeborenen von Schwangeren
mit Verdacht auf ein Amnioninfektionssyndrom. Das Fehlen einer Uberlappung beim
Vergleich der infizierten mit den nicht infizierten Neugeborenen im Risikokollektiv konn-

te IL-10 zu einem interessanten Vorhersage-Marker werden lassen.

Der zellulare Ursprung der mRNA-Hochregulation von IL-10 im Nabelschnurblut ist nicht
endgultig geklart. Ein moglicher Produktionsort konnten zirkulierende Monozyten sein.
Das immunregulatorische Zytokin IL-10 hat die Fahigkeit, Biosynthese und Wirkungen
der inflammatorischen Zytokine zu antagonisieren (de Waal-Malefyt et al., 1991). Es
spielt eine wichtige Rolle im Netzwerk der Zytokine. Die Aktivitat von IL-10 wird durch
inflammatorische Stimuli (z. B. TNF-a) uber den NF-kB- (nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells) Weg (Barsig et al., 1995, Meisel et al., 1996) und
Stresshormone (z. B. Katecholamine) (Woiciechowsky et al., 1998) getriggert. Monozy-
ten und Makrophagen sind dabei die wichtigsten Produktionsorte. Die IL-10-Sekretion
schitzt vor infektionsassoziierten pathologischen Vorgangen, hauptsachlich Hyper-
inflammation und Schock. Im Maus- und Rattenmodell fuhrten die Neutralisierung von
IL-10 oder ein ausgeldster IL-10-Gendefekt zu einer erhdhten Anfalligkeit fur eine LPS-

induzierte Schockreaktion und zum Tod (Berg et al., 1995). Andererseits ist eine lang
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anhaltende IL-10-Produktion mit einem erhdhten Risiko flr infektionsbedingte Komplika-
tionen bei Intensivpatienten aufgrund einer verminderten Immunantwort auf pathogene
Bakterien und Pilze verbunden. Somit stellt eine hohe IL-10-Expression einen sensiti-
ven Marker sowohl zur Erfassung systemischer Entzindungsprozesse als auch der

Immunsuppression dar.

Die erhohte mRNA-Expression von IL-6 und TNF-a sowie IL-10 in den mononuklearen
Zellen des Nabelschnurbluts kdnnte beim Fehlen klinischer Zeichen einer early-onset
Infektion des Neugeborenen einen ersten Anhaltspunkt fur das Entstehen eines infek-
tiosen Geschehens, einige Stunden bevor es zu einem Anstieg des CrP kommt, geben
und als zusatzlicher Parameter fur die Diagnostik hinzugezogen werden. Eine erhdhte
mRNA-Expression der Zytokine kénnte Anlass zu intensiverer Uberwachung sein und
die Neugeborenen, die von einer frihen Therapie einer early-onset Infektion profitieren,
rechtzeitig identifiziert werden. Das CrP steigt etwa 6 - 12 Stunden nach Infektion an.
Mittels real-time TagMan RT-PCR ware die Zytokinbestimmung in entsprechenden Ver-
dachtsfallen eines Amnioninfektionssyndroms innerhalb eines Zeitfensters von etwa
3 - 4 Stunden mdglich. Trotzdem ist das Verfahren immer noch zu aufwendig und teuer,

als dass man dessen Anwendung uneingeschrankt in der Routine empfehlen kdnnte.

4.4 Rolle der inflammatorischen und anti-inflammatorischen Zytokine bei hi-

stologischer Chorioamnionitis

Eine histologische Chorioamnionitis wurde in 19 untersuchten Plazenten (31,7 %) des
Gesamtkollektivs gefunden. In der Kontrollgruppe wurde eine histologische Chorioam-
nionitis in 5 Plazenten (16,7 %), in der Risikogruppe in 14 Plazenten (46,7 %) nachge-
wiesen, wobei das Vollbild einer histologischen Chorioamnionitis in 2 bzw. 7 Plazenten

nachweisbar war.

Die Haufigkeit eines Amnioninfektionssyndroms liegt weit unter der Haufigkeit einer hi-
stologisch nachzuweisenden Chorioamnionitis, da die meisten Falle einer histologi-
schen Chorioamnionitis subklinisch verlaufen (Yoon et al., 2001, Romero et al., 2007a).
Die in der vorliegenden Arbeit gefundene Haufigkeit einer histologischen Chorioamnio-
nitis von 31,7 % im Gesamtkollektiv (Kontrollgruppe: 16,7 %, Risikogruppe: 46,7 %) bei

einem Frihgeborenenanteil von 15 % ist mit den aus gréf3eren Kollektiven stammenden
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Haufigkeitsangaben vergleichbar. Die héchste Pravalenz der Chorioamnionitis wurde in
Untersuchungen an Plazenten Fruhgeborener bzw. septischer Aborte zwischen der
20. - 24. SSW mit 50 — 90 % gefunden und sank mit steigendem Gestationsalter auf
10 — 20 % bei Reifgeborenen (Benirschke, 1990, Vogel, 1996, Redline, 2006). Mueller-
Heubach et al. (1990) fanden in einer Untersuchung an 1 834 Einlingsplazenten die
Haufigkeit einer Chorioamnionitis mit 66 % bei Fruhgeborenen bzw. septischen Aborten
der 20. - 26. SSW, 22,5 % in der 33. - 36. SSW und mit 19 % bei Geburten am Termin.
Lahra und Jeffery (2004) untersuchten die Plazenten Fruhgeborener zwischen 20 und
34 vollendeten Schwangerschaftswochen (n = 3 928) und sahen insgesamt eine Inzi-
denz der histologischen Chorioamnionitis von 31 %, in der 34. SSW von 16 %. Golden-
berg et al. (2006) fanden in einem Kollektiv von 457 Frihgeborenen zwischen 23 und

32 SSW in 49,9 % der Plazenten eine histologische Chorioamnionitis.

In der vorliegenden Arbeit konnte fur die inflammatorischen Zytokine IL-1B, IL-6 und
TNF-a eine signifikante Erhohung der mRNA-Expression im Nabelschnurblut der 7
Schwangeren mit klinischem Verdacht auf ein Amnioninfektionssyndrom, in deren Pla-
zenten sich ein Vollbild einer Chorioamnionitis histologisch nachweisen liel3, gegentber
den 15 Schwangeren, deren Plazenten einen Normalbefund aufwiesen, gezeigt werden.
Far die inflammatorischen Zytokine IL-8, G-CSF sowie die anti-inflammatorischen Zyto-
kine IL-10 und TGF-B1 konnte eine tendenzielle, aber nicht signifikante Erhdhung der

MRNA-Expression gezeigt werden.

Miyano et al. (1996) fanden mittels ELISA auf Proteinebene bei 215 Frah- und Reifge-
borenen eine signifikante Erhéhung der IL-6-Konzentration im Nabelschnurblut der
Schwangeren, in deren Plazenten eine histologische Chorioamnionitis nachweisbar
war, gegenuber denen mit einem normalen Plazentabefund. Yoon et al. (2000) zeigten
eine signifikant hohere Konzentration von IL-6 im Nabelschnurblut Frihgeborener zwi-
schen 20 und 35 SSW, deren Plazenten ein Minimal- oder Teilbild einer Chorioamnioni-
tis aufwiesen (72/315), gegenuber solchen mit Normalbefund. Auch die IL-6-
Konzentration im Nabelschnurblut der Fruhgeborenen, in deren Plazenten ein Vollbild
der Chorioamnionitis nachgewiesen wurde (72/315), war gegenuber solchen mit einem
Minimal- oder Teilbild bzw. Normalbefund signifikant erhoéht. Eine IL-6-Konzentration
= 17,5 pg/ml zeigte eine Sensitivitat von 70 % und eine Spezifitédt von 78 % in der Identi-

fikation eines Vollbilds der Chorioamnionitis. Kashlan et al. (2000) bestatigten in einem
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Kollektiv Frihgeborener < 32 SSW eine signifikante Erhéhung der IL-6-Konzentration,
wenn in der Plazenta ein Vollbild einer Chorioamnionitis vorlag, gegenuber einem Pla-
zentanormalbefund. Keine signifikanten Unterschiede konnten sie fur das zusatzlich
untersuchte Zytokin TNF-a finden. Rogers et al. (2002) verglichen die Konzentration
von IL-6 im Nabelschnurblut Frih- (n = 110) und Reifgeborener (n = 137), in deren Pla-
zenten histologisch ein Minimal-, Teil- und Vollbild einer Chorioamnionitis nachgewie-
sen wurde. Sie fanden eine Zunahme der IL-6-Konzentrationen bei zunehmender
Schwere des histologischen Befunds, wobei Reifgeborene signifikant hohere IL-6-
Konzentrationen als Frihgeborene bei Vorliegen eines Minimal- und Teilbilds zeigten,
was mit der relativen Unreife des Immunsystems Frihgeborener erklart wurde. Wenn
ein Vollbild vorlag, waren die IL-6-Konzentrationen zwischen Frih- und Reifgeborenen
nicht signifikant unterschiedlich. Auf Proteinebene konnten Buscher et al. (2000) signifi-
kant erhohte IL-1B- und IL-6-Konzentrationen mittels ELISA im Nabelschnurblut von
Schwangeren nachweisen, in deren Plazenten eine histologische Chorioamnionitis ge-
funden wurde (35/195). Fir IL-6 zeigten sich bei einem cut-off Punkt von 15 pg/ml eine
Sensitivitat von 57,1 % und eine Spezifitat von 68,8 % in der Voraussage einer histolo-
gischen Chorioamnionitis. Die Konzentrationen der beiden anderen durch diese Ar-
beitsgruppe untersuchten inflammatorischen Zytokine IL-8 und G-CSF waren nicht sig-
nifikant erhoht. Salafia et al. (1997) wiesen im Nabelschnurblut 32 Frihgeborener, die
zwischen 20 und 36 SSW geboren wurden, ebenfalls eine signifikante Erhéhung der
IL-1B8- und IL-6-Konzentrationen nach, wenn in der histologischen Untersuchung ein
Vollbild einer Chorioamnionitis gefunden wurde, verglichen mit einem Minimal- oder
Teilbild und nahmen einen vorwiegend plazentaren Ursprung der Zytokine an. Sie fan-
den keine Korrelation der mutterlichen Serum-Zytokin-Konzentrationen mit dem Vorlie-

gen einer histologischen Chorioamnionitis.

D’Alquen et al. (2005) wiesen signifikant erhohte Konzentrationen von IL-1f3, IL-6 sowie
zusatzlich IL-8 im Nabelschnurblut Frihgeborener (25 - 28 vollendete SSW) nach, de-
ren Plazenten das Vollbild einer Chorioamnionitis zeigten, gegenuber solchen, die nur
ein Minimal- oder Teilbild entwickelten. Auch Sorensen et al. (2007) fanden neben IL-6
eine signifikant erhohte IL-8-Konzentration im Nabelschnurblut Frahgeborener zwischen
28 und 34 SSW, bei denen eine histologische Chorioamnionitis nachgewiesen wurde.
Abrams et al. (2004) fanden im Nabelschnurblut Frihgeborener, deren Plazenten eine

histologische Chorioamnionitis zeigte, gegenuber solchen mit normalem Plazentabe-
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fund signifikant erhéhte Konzentrationen von IL-6, aber auch von IL-8, wahrend die
Konzentrationen von TNF-a und TGF-B1 nicht signifikant unterschiedlich waren. Dgllner
et al. (2002) untersuchten Nabelschnurblut von Schwangeren mit normalen Geburten
(n = 82) und durch Amnioninfektionssyndrom, vorzeitige Wehen oder vorzeitigen Bla-
sensprung beeintrachtigte Geburten (n = 139) sowie die dazugehdrigen Plazenten. Sie
fanden signifikant erhohte Konzentrationen von IL-1(3, IL-6, IL-8 sowie TNF-a im Nabel-
schnurblut der Schwangeren, in deren Plazenten das Vollbild einer Chorioamnionitis
(n = 63) gefunden wurde, gegenuber den Schwangeren, deren Plazenten nicht infiziert
waren (n = 74). In der ersten Gruppe befanden sich allerdings mehr Frihgeburten
<37+ 0 SSW (39,6 % vs. 32,4 %). Zwischen nicht infizierten Plazenten (n = 74) und
Minimal- oder Teilbild einer Chorioamnionitis (n = 84) zeigte sich kein Unterschied der

Zytokin-Konzentrationen im Nabelschnurblut.

In der Frage nach der Korrelation von histomorphologischem Plazentabefund und Infek-
tionsmanifestation beim Neugeborenen zeigte sich in der vorliegenden Arbeit ein signi-
fikanter Zusammenhang, der entsprechende Korrelationskoeffizient lag bei 0,43. Von
den 5 Neugeborenen mit neonataler early-onset Infektion, davon 2 Frihgeborene
(<37 + 0 SSW), zeigte die Plazentauntersuchung in allen Fallen eine histologische
Chorioamnionitis, in 3 Fallen war sogar ein Vollbild nachweisbar. Hochgradige Chorio-
amnionitiden bei Frihgeborenen scheinen starker mit dem Auftreten einer neonatalen
Infektion assoziiert zu sein als bei Reifgeborenen. In der schon erwahnten Studie von
Dalliner et al. (2002) waren signifikant hohere Konzentrationen von IL-6, IL-8 und
TNF-a, nicht aber IL-1B im Nabelschnurblut von Schwangeren, deren Plazenten das
Vollbild einer Chorioamnionitis aufwiesen und deren Neugeborene eine early-onset
Sepsis entwickelten, gegenuber Schwangeren, deren Plazenten ebenfalls das Vollbild
einer Chorioamnionitis zeigten, aber deren Neugeborene gesund waren, nachweisbar.
Die Daten lassen vermuten, dass die histologische Entzindungsreaktion als atiologi-
scher Faktor fir das Entstehen einer early-onset Sepsis anzusehen ist, wie dies auch
von Yoon et al. (2000) und Buscher et al. (2000) postuliert wird. In der Literatur gibt es
nur wenige Untersuchungen, die sich mit der Korrelation von histomorphologischem
Plazentabefund und infektiosen Komplikationen der Neugeborenen befassen. In einigen
Untersuchungen wurden kindliche Infektionsparameter hinsichtlich ihrer Assoziation mit

entzundlichen Veranderungen der Plazenten geprift (Dong et al., 1987, de Araujo et al.,
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1994). Dabei konnte eine deutliche Korrelation von entzindlichen Veranderungen der

Plazenten mit early-onset Infektionen der Neugeborenen nachgewiesen werden.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich bei der histologischen Untersuchung der Plazen-
ten in der Kontroll- und der Risikogruppe eine Diskrepanz zwischen dem Nachweis ei-
ner Chorioamnionitis und der relativ geringen Pravalenz infizierter Neugeborener. Auch
dies wurde in verschiedenen friheren Studien beschrieben (Hillier et al, 1991, Seo et
al., 1992). Yoon et al. (2000) diagnostizierten 7-mal haufiger und Buscher et al. (2000)
3-mal haufiger eine histologische Chorioamnionitis als eine early-onset Infektion. Dies

deckt sich mit den vorliegenden Untersuchungsergebnissen.
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5 Zusammenfassung

Das Amnioninfektionssyndrom bedeutet eine Gefahr fir Schwangere und Mutter, Fet
und Neugeborenes. Die daraus resultierende early-onset Infektion des Neugeborenen
ist neben der Frihgeburtlichkeit die haufigste Ursache fur neonatale Morbiditat und
Mortalitat. Die fruihe Diagnose und Therapie dieser Infektionen stellen die behandelnden
Arzte vor eine groRe Herausforderung, da deren klinische Symptome auch bei unspezi-
fischen Infektionen oder anderen pathologischen Zustanden auftreten. Feten sind je-
doch in der Lage, spezifisch auf eine intraamniale Infektion durch Freisetzung von Zyto-
kinen zu reagieren. Das Verstehen der Mechanismen und Regulationen der fetalen Im-
munantwort wahrend eines Amnioninfektionssyndroms und nachfolgend der neonatalen
Immunantwort ist wichtig fir die adaquate postpartale Therapie. Durch die Etablierung
frGher und zuverlassiger Marker fur die Diagnose eines Amnioninfektionssyndroms bzw.
einer early-onset Infektion kdnnten die unnétige Anwendung von Anti-biotika und die
Gefahr der Entstehung von Resistenzen reduziert werden. Diesem Ziel versuchte sich

die vorliegende Arbeit zu nahern.

Dazu wurden prospektiv 30 Schwangere mit den klinischen Zeichen eines Amnioninfek-
tionssyndroms (Risikogruppe) und 30 Schwangere ohne Infektionszeichen (Kontroll-
gruppe) in die Studie eingeschlossen. Nach Abnablung der Neugeborenen wurde Na-
belschnurvenenblut entnommen und in den mononuklearen Zellen die relativen mRNA-
Mengen inflammatorischer (IL-1p3, IL-6, IL-8, G-CSF, TNF-a) und anti-inflammatorischer
(IL-10, TGF-B1) Zytokine erstmals mittels real-time TagMan RT-PCR bestimmt. Der kli-
nische postpartale Verlauf der Neugeborenen, v. a. die mogliche Entwicklung einer ear-
ly-onset Infektion wurde beobachtet und dokumentiert. Die Plazenten wurden histolo-
gisch untersucht und das Vorliegen einer histologisch gesicherten Chorioamnionitis er-

fasst.

Die mRNA-Expression aller untersuchten Zytokine war bei den Schwangeren der Risi-
kogruppe gegenuber denen der Kontrollgruppe signifikant erhoht. Eine early-onset In-
fektion wurde bei 5 von 30 Neugeborenen von Schwangeren der Risikogruppe diagnos-
tiziert, kam hingegen in der Kontrollgruppe nicht vor. Im Nabelschnurblut der infizierten

Neugeborenen zeigte sich eine signifikante Erhdhung der mRNA-Expression der Zyto-
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kine IL-6, TNF-a und IL-10. Eine Chorioamnionitis lie3 sich histologisch in 14 Plazenten,
davon in 7 ein Vollbild, von Schwangeren der Risikogruppe und in 5 Plazenten, davon
in 2 ein Vollbild, von Schwangeren der Kontrollgruppe nachweisen. Eine signifikante
Erhdhung der mRNA-Expression der Zytokine IL-1B, IL-6 und TNF-a war im Nabel-
schnurblut der Schwangeren der Risikogruppe mit einem histologisch diagnostizierten

Vollbild einer Chorioamnionitis nachweisbar.

Die signifikant erhohte mMRNA-Expression der untersuchten inflammatorischen und anti-
inflammatorischen Zytokine bei Schwangeren der Risikogruppe zeigt die Auslésung der
Reaktionskaskade der fetalen und neonatalen Immunantwort auf eine intraamniale In-
fektion und ihr Zusammenwirken innerhalb des Zytokinnetzwerks. Die Bestimmung der
Zytokin-Expression auf mRNA-Ebene fuhrt dabei zur frihestmdglichen Erfassung des
Beginns einer intrauterinen fetalen Reaktion auf eine intraamniale Infektion, gefolgt von

der Freisetzung der Zytokine auf Proteinebene.

Eine Konsequenz dieser Arbeit konnte der Einsatz der real-time TagMan RT-PCR zur
unmittelbar postpartalen Bestimmung der Zytokin-mRNA-Expression im Nabelschnur-
blut bei einem Risikokollektiv sein, die schneller verfiugbar ware als die Ergebnisse der

CrP-Bestimmung oder der histologischen Untersuchung der Plazenta.

In naher Zukunft kdnnte die Quantifizierung der mRNA-Expression der Zytokine IL-6,
TNF-a und IL-10 als wertvolles diagnostisches Hilfsmittel zur frihen Vorhersage einer
early-onset Infektion infolge eines maternalen Amnioninfektionssyndroms dienen. Eine
besondere Rolle kdnnte dabei das Zytokin IL-10 spielen, da die zu einer Immundepres-
sion des Neugeborenen fiihrende IL-10-Uberexpression stark mit dem Auftreten einer
early-onset Infektion korreliert. Unter Beurteilung der Gesamtsituation kénnten sich so
einer fruhen Diagnose der Infektion ein rascher Therapiebeginn anschliefen bzw. bei
Ausschluss des Verdachts unnotige Verlegungen und Antibiotikagaben vermieden wer-
den. Weitere Studien an groReren Kollektiven werden zeigen muissen, ob die Hoffnun-
gen auf den bisher vielversprechenden Einsatz der Zytokine als frihe Entzindungs-
marker berechtigt sind und dieser in Zukunft dazu fuhren wird, dass nur noch die wirk-

lich behandlungsbedurftigen Neugeborenen frihzeitig eine Therapie erhalten.
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