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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Definition von IUGR und SGA

Bei Kindern, die wéahrend der Fetalperiode nicht ihrem genetischen Potential entsprechend
wachsen, spricht man von intrauteriner Wachstumsverzégerung (IUGR) [152]. Diese
funktionelle Definition dient dazu, Feten mit einem erhohten Morbiditits- und
Mortalitétsrisiko zu identifizieren. Postnatal wird das Gewicht eines Neugeborenen mit
Hilfe von Gewichtsperzentilen in Verhiltnis zu der normalen Verteilung des
Geburtsgewichts in der Gesamtpopulation mit korrespondierendem Gestationsalter gesetzt.
Kinder, die ein Geburtsgewicht unterhalb der zehnten Perzentile aufweisen, werden als
»small for gestational age* (SGA) klassifiziert. Oberhalb dieser Grenze spricht man von
»appropiate for gestational age” (AGA).

TUGR und SGA konnen dabei nicht gleichgesetzt werden. Nicht alle Kinder, die als SGA
eingestuft werden, sind gleichzeitig pathologisch wachstumsverzogert, sondern koénnen
auch familidfr von kleiner Konstitution sein [112]. Gleichzeitig konnen auch
wachstumsretardierte Kinder intrauterin mit ihrem geschétzten Gewicht oberhalb der 10.
Perzentile liegen. Der SGA-Status kann deshalb nur ein Indiz fiir das Vorliegen einer
pathologischen intrauterinen Wachstumsverzogerung sein. Die pridnatale Diagnostik muss
solche Feten identifizieren, deren geringe Grof3e keinen Krankheitswert hat und somit von

der Definition IUGR ausschlie3t [194].
1.2 Das Risikoprofil von SGA-Kindern

Frithgeborene sind nach Definition der WHO Kinder, die vor der vollendeten 37.
Schwangerschaftswoche post menstruationem zur Welt kommen. Anhand des
Geburtsgewichts wird zudem eine Einteilung in low birth weight (LBW = <2500g), very
low birth weight (VLBW = <1500g) und extremely low birth weight (ELBW = <1000g)
vorgenommen. Innerhalb der Gruppe der Frithgeborenen stellen SGA-Kinder eine
gesonderte Risikogruppe dar.

Dabei ging man vor einigen Jahrzehnten noch davon aus, dass der SGA-Status eine
physiologische Anpassungsreaktion des Organismus auf intrauterine Mangelzustinde

darstellt und fur den Fetus so letztendlich von Vorteil ist. In den 1970er und 1980er Jahren
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Einleitung

fanden Forscher bei SGA-Kindern ein verringertes Risiko fiir intrakranielle Himorrhagien
(ICH) [134] und das akute Atemnotsyndrom (ANS). Ursédchlich sollte unter anderem eine
beschleunigte Lungenreifung in Folge einer intrauterinen Stressreaktion des Feten bei
Risikoschwangerschaften sein [28].

Erst spdter erkannte man, welche perinatalen Faktoren zusitzlich Einfluss auf das Outcome
von VLBW-Friihgeborenen haben. So zeigen aktuellere Studien, die fiir diese Variablen
korrigiert wurden, eine entgegengesetzte Tendenz: das Morbiditdts- und Mortalitétsrisiko
fiir SGA-Friihgeborene scheint im Vergleich zu nicht-wachstumsretardierten Kindern eher
erhoht zu sein.

Eine Studie des Vermont Oxford Network zeigte im Jahr 2000 unter VLBW-
Frithgeborenen mit IUGR (definiert als Geburtsgewicht <10. Perzentile des
entsprechenden Gestationsalters) eine signifikante Erh6hung des Mortalitdtsrisikos sowie
des Risikos fiir eine nekrotisierende Enterokolitiden (NEC) und ANS [15].

Zeitlin et al. stratifizierten 2010 die Daten aus ihrer multizentrisch rekrutierten Kohorte
von 4525 sehr kleinen Frithgeborenen (Gestationsalter zwischen der 24 und 31
Schwangerschaftswoche) in Gruppen nach Gewichtsperzentilen, um einen geeigneten
Cutoff-Wert zur Identifizierung von Risiko-Frithgeborenen zu finden. Sie zeigten, dass
bereits fiir Kinder unterhalb der 25. Gewichtsperzentile ein erhohtes Mortalitétsrisiko
besteht und das Risiko fiir eine bronchopulmonale Dysplasie (BPD) kontinuierlich mit
abnehmendem Geburtsgewicht wéchst [193].

Bis heute konnten weitere Studien diese Beobachtungen bestétigen, sodass der SGA-Status
mit relativer Sicherheit als Risikofaktor fiir eine erhohte Mortalitit sowie hohere Raten an
BPD, Friihgeborenenretinopathie (ROP) und NEC angesehen werden kann [55, 62, 107,
139, 175, 188].

Widerspriichliche Daten existieren beziiglich des Outcomes einer intraventrikuléren
Hamorrhagie (IVH) bzw. einer periventrikuldren Leukomalazie (PVL), da einige Studien
hier ein erhohtes Risiko unter SGA-Kindern berichteten [15] und andere nicht [48, 193].
Beziiglich eines mit SGA assoziierten erhdhten Sepsisrisikos existieren bislang keine
ausreichenden Daten. Mehrere zumeist unizentrische Studien kamen zu unterschiedlichen
Ergebnissen. Eine multizentrische Studie aus den USA von De Jesus et al. konnte kiirzlich
in einer groen Kohorte mit einem Gestationsalter von < 27 Wochen keinen Unterschied
zwischen SGA- und AGA-Kindern beziiglich des Infektionsrisikos feststellen [36]. Auch

eine norwegische unizentrisch rekrutierte Kohorte ELBW-Frithgeborener wies kein
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signifikant erhohtes Sepsisrisiko unter den SGA-Kindern auf [188].

Auf der anderen Seite zeigten Bardin et al. 1997 in einer Kohorte mit einem
Gestationsalter < 27 Wochen einen signifikanten Zusammenhang zwischen einem erhéhten
Sepsisrisiko und SGA [12]. Gleiches konnten Simchen et al. 2000 bei Kindern mit einem
Gestationsalter zwischen der 27. und 35. Woche nachweisen [159]. Eine Studie des
German national surveillance system for nosocomial infections (NEO-KISS) stellte
ebenfalls ein mit SGA assoziiertes erhdhtes Sepsisrisiko fest, wobei in dieser Studie nur
Kinder mit einem Gestationsalter zwischen 24 und 28 Wochen eingeschlossen wurden
[13].

Grundsitzlich existieren verschiedene pathogenetische Erkldrungsansitze beziiglich des
schlechteren klinischen Outcomes von SGA-Friihgeborenen.

Allgemein leiden wachstumsretardierte Kinder hédufiger unter chronischer intrauteriner
Hypoxie, perinataler Asphyxie, Hypoglykdmie und Polyglobulie. Diese Faktoren haben
eine schlechtere Sauerstoff- bzw. Energieversorgung der Organsysteme des Kindes zur
Folge, was kurz- und langfristig zu einer hoheren Komplikationsrate fiihrt. Beispielsweise
konnte gezeigt werden, dass Azidose und Hypoxie die Surfactantproduktion bzw. -
freisetzung beeintrachtigen [124]. Auch der miitterliche Lebensstil wéhrend der
Schwangerschaft hat einen groflen Einfluss auf die Entwicklung des Fetus, sodass z.B. eine
mangelhafte Erndhrung Auswirkungen auf die Lungenentwicklung des Kindes im Sinne
einer verdnderten Zusammensetzung der extrazelluliren pulmonalen Matrix haben kann.
Dies kann bei [UGR-Kindern das pulmonale Langzeit-Outcome verschlechtern [77, 143].
Zudem ist bekannt, dass fetales Wachstum zu groBen Anteilen durch das Insulin-like
growth factor (IGF) -System beeinflusst wird [38, 109] und dabei IGF-II und der Typ I
IGF-Rezeptor eine besonders wichtige Rolle spielen [10, 105]. IGF-II hat einen positiven
Effekt auf Geburtsgewicht und Korperldnge, wéahrend sich ein hoher Insulin-like growth
factor binding protein 2 (IGFBP-2) -Spiegel negativ auf diese Parameter auswirkt.
Smerieri et al. konnten zeigen, dass bei SGA-Kindern bei Geburt die IGF-1I-Konzentration

im Nabelschnurblut erniedrigt und die IGFBP-2-Konzentration erhoht ist [160].

1.3 Late-Onset-Sepsis

Bei einer Sepsis kommt es durch das Eindringen von Pathogenen in die Blutbahn zu einer

systemischen Entzlindungsreaktion. Eine Neugeborenensepsis ist definiert als das
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Auftreten einer solchen generalisierten Infektion innerhalb der ersten 28 Lebenstage.
Infektionswege und Erregerspektrum des Krankheitsbildes unterscheiden sich abhingig
von dem zeitlichen Abstand der Infektion zur Geburt, weshalb zwischen einer ,Early-
Onset-Sepsis“ (EOS) innerhalb der ersten 72 Lebensstunden und einer ,,Late-Onset-
Sepsis“ (LOS), die im Zeitraum zwischen der 72. Lebensstunde und dem Ende des
postnatalen Klinikaufenthaltes auftritt, unterschieden wird. Gerade bei sehr kleinen
Frithgeborenen kann sich dieser Zeitraum iiber mehrere Monate erstrecken [47], sodass
zusétzlich eine Very-Late-Onset-Sepsis (VLOS) mit einem Auftreten nach dem 60.
Lebenstag sowie eine Late-Late-Onset-Sepsis (LLOS), die nach dem 90. Lebenstag
auftritt, unterschieden werden [82].

Bei der Early-Onset-Sepsis erfolgt die Infektion des Kindes intrauterin bzw. peripartal,
meist im Rahmen eines Amnioninfektionssyndromes der Mutter [163]. Streptokokken der
Gruppe B und E.coli stellen die hdufigsten Erreger dieser frithen Form der Sepsis dar [87].
In dieser Arbeit soll das Krankheitsbild der Late-Onset-Sepsis bei SGA-Kindern im
Zusammenhang mit Risikofaktoren und Immunmechanismen im Fokus der Betrachtungen
stehen.

Unter Frithgeborenen steigt das Risiko einer bakteriellen Infektion aufgrund der fehlenden
Immunkompetenz im Vergleich zu reifgeborenen Kindern stark an. Unter VLBW-
Frithgeborenen liegt die Inzidenz der Late-Onset-Sepsis je nach Studienzentrum zwischen
10% und 30% [110, 168]. Die Mortalitit betrdgt zwischen 5 und 21% [46, 111].

Die Ubertragung nosokomialer Erreger auf das Neugeborene erfolgt hiufig postnatal im
Rahmen des Aufenthaltes auf einer neonatologischen Intensivstation. Auch die perinatale
Besiedlung und spétere Infektion mit miitterlichen Keimen spielt eine Rolle.

Studien unterschiedlicher Zentren haben gezeigt, dass Koagulase-negative Staphylokokken
(KNS) mit etwa 50% die hédufigsten Erreger Blutkultur-positiver Late-Onset-Septitiden
sind [111, 168]. Dabei sind die Sepsisepisoden, die durch KNS hervorgerufen werden, nur
mit einer vergleichsweise geringen Akutmortalitidt verbunden [111, 167]. Hingegen sind
solche mit Nachweis gramnegativer Erreger, wie Pseudomonas oder Klebsiella Spezies,
mit einer sehr hohen Mortalitit vergesellschaftet [80, 97, 111, 168]. Als Erregerreservoir
fiir die gramnegativen Keime ist der Gastrointestinaltrakt von groBer Bedeutung [63].
Neben der Pathogenitéit der Erreger wurden viele weitere Faktoren diskutiert, die einen
Einfluss auf die Mortalitdt oder auch das allgemeine Risiko einer Sepsis unter VLBW-

Frithgeborenen haben konnten. Von herausragender Bedeutung sind dabei Geburtsgewicht
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und Gestationsalter, die in vielen Studien eine deutliche negative Korrelation im Bezug auf
das Sepsisrisiko bzw. die -mortalitét zeigten [47, 52, 111, 168].

Weniger eindeutige Daten existieren beziiglich des Zusammenhangs zwischen Late-Onset-
Sepsisrisiko und einem fiir das Gestationsalter zu geringen Geburtsgewicht (SGA). Eine
Zusammenfassung des derzeitigen Forschungsstandes diesbeziiglich findet sich in
Abschnitt 1.2.

Zusitzlich zu diesen angeborenen, endogenen (patienteneigenen) Faktoren beeinflussen
auch behandlungsassoziierte Parameter das Risiko fiir LOS. So sind sowohl eine invasive
Beatmung als auch eine steigende Beatmungsdauer mit einem erhohten Sepsisrisiko
vergesellschaftet [110, 168]. Auch die Verweildauer von vendsen und arteriellen
Nabelschnurkathetern bzw. zentralvenosen Kathetern [140, 162, 168] und die Lénge des
stationdren Aufenthaltes [30, 52, 168] gelten als unabhédngige Prédiktoren.

AuBlerdem hat der Erndhrungsaufbau wihrend der Neonatalperiode Auswirkungen auf das
Sepsisrisiko: Je frither mit dem enteralen Erndhrungsaufbau begonnen wird bzw. je
schneller dieser abgeschlossen ist, desto geringer ist das Risiko einer LOS [46, 52, 68, 95,
162].

Bis heute existieren keine verldsslichen Laborparameter, die eine Sepsis ohne klinischen
Verdacht mit hoher Sicherheit im Friihstadium detektieren kdnnen. Auch gibt es keinen
Index, anhand dessen sich das individuelle Sepsisrisiko eines Neugeborenen ableiten ldsst.
Dies bedingt, dass weiterhin klinische Sepsiszeichen entscheidend fiir die (Verdachts-)
diagnose bleiben. Hierzu zdhlen unter anderem Lethargie, eine verminderte periphere
Kapillardurchblutung, ein erhdhter Sauerstoffbedarf sowie arterielle Hypotension oder
reduzierte Nahrungsvertriglichkeit [46]. Da diese Symptome allesamt eher unspezifisch
sind, haben Laborparameter wie CrP, IL-6, Leukozytenzahl oder der I/T-Quotient im
Blutbild ebenfalls entscheidenden Anteil an der Diagnosefindung [47].

Eine weitere Schwierigkeit ist die Tatsache, dass trotz bestehenden Infektionsverdachts
Blutkulturen hiufig negativ sind, was unter anderem an falsch negativen Ergebnissen oder
abakteriellen Entziindungen liegen kann. Auch geringe Blutvolumina bei der
Blutentnahme sowie vorangegangene antibiotische Therapien von Mutter oder Kind
konnen die Aussagekraft der Blutkultur einschrianken [47, 85].

Das oben angesprochene NEO-KISS versucht in seiner Definition der Frith- und
Neugeborenensepsis diese verschiedenen Diagnosebausteine und ihre Besonderheiten zu

berticksichtigen, indem es zwischen einer klinischen und einer mikrobiologisch bestétigten
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Form der Sepsis unterscheidet. Zusétzlich miissen Septitiden durch KNS und solche durch
andere Erreger unterschiedliche Diagnosekriterien erfiillen. Hiermit versucht man der
Tatsache Rechnung zu tragen, dass bei KNS-positiven Blutkulturen héufig nicht sicher

eine Kontamination ausgeschlossen werden kann (sieche Tabelle 9 im Anhang).

1.4 Grundlagen des Immunsystems und seine Besonderheiten bei Neu- und
Frithgeborenen

Die Geburt bedeutet eine dramatische Verdnderung der Anforderungen an das
friihkindliche Immunsystem. Der Ubergang vom sterilen intrauterinen Umfeld in eine
AuBenwelt, die das Neugeborene stetig mit Pathogenen und anderen korperfremden
Antigenen konfrontiert, setzt einen komplexen Adaptationsvorgang voraus. Dieser muss
eine effiziente Abwehr und Eliminierung schédlicher Pathogene gewihrleisten und
gleichzeitig die primére Besiedlung der Haut und des Gastrointestinaltraktes tolerieren.
Innerhalb des Immunsystems unterschiedet man zwischen einer angeborenen
unspezifischen Immunitét und einer adaptiven spezifischen Immunitét. Beide Systeme sind
funktionell eng miteinander verbunden und kommunizieren iiber ein komplexes System
humoraler und zelluldrer Faktoren. Der angeborene Teil des Immunsystems ist
verantwortlich flir die initiale Abwehr von Mikroorganismen und setzt sich aus mehreren
Komponenten zusammen.

Granulozyten, Makrophagen, Monozyten und Killerzellen stellen die zellulédre
Komponente der angeborenen Immunitét dar. Thre Funktion besteht in der Phagozytose
von korperfremden Antigenen, aber auch in der Antigenprisentation sowie der Produktion
von Zytokinen. Damit spielen diese Zellen neben der Eliminierung schédlicher Erreger
auch eine wichtige Rolle als Schnittstelle zum adaptiven Immunsystem. Néheres zur
Funktion der Leukozyten findet sich in Abschnitt 1.4.1.

Das Komplementsystem, Akute-Phase-Proteine, Anti-Mikrobielle-Peptide sowie die von
den zelluldren Bestandteilen gebildeten Zytokine bilden die humorale Komponente.

Das Komplementsystem besteht aus etwa 40 Faktoren, die zum Teil eine zytolytische
Aktivitdt zeigen, aber auch fiir die Opsonierung von Bakterien und die Aktivierung der
adaptiven Immunantwort zustdndig sind. Die Proteine besitzen katalytische Aktivitdt und
sind in Form einer Kaskade hintereinandergeschaltet, sodass ein Faktor den néchsten
aktiviert. Man unterscheidet einen klassischen Weg der Aktivierung iiber spezifische, an

ein Antigen gebundene Antikorper und einen alternativen Weg, der iiber den spontanen
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Zerfall von Komplementfaktor C3 ausgelost wird. Letzterer spielt besonders bei
Frithgeborenen eine Rolle, da bei dieser Gruppe ein Defizit sowohl an eigenen als auch an
miitterlichen Antikorpern vorliegt.

Als weiterer Teil des angeborenen Immunsystems seien die physiko-chemischen Haut- und
Schleimhaut-Barrieren erwéhnt.

T- und B-Zellen sind die Effektorzellen des adaptiven Immunsystems. Die Immunantwort
dieser Zellen wird auch als spezifisch bezeichnet, da sie in der Lage sind, eine nahezu
unbegrenzte Vielzahl von Antigenepitopen zu erkennen und nach erfolgtem
Antigenkontakt durch klonale Selektion ein immunologisches Gedéichtnis zu bilden.
Dieses gewihrleistet bei erneuter Infektion eine schnellere und zielgerichtetere
Immunreaktion. B-Zellen sind in der Lage, nach Aktivierung Immunglobuline der Klassen
IgA, IgG, IgD, und IgM zu produzieren und diese entweder als Antigenrezeptoren auf der
Zelloberfldche zu exprimieren oder in Form von Plasmazellen in den Extrazellularraum zu
sezernieren, wo sie vorwiegend extrazelluldre Antigene binden. T-Zellen binden Antigene
iiber ihren T-Zell-Rezeptor, der jedoch nur bereits prozessierte Antigene erkennt, die ihm
von antigenprédsentierenden Zellen (Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen, B-
Zellen) prisentiert werden. Abhingig von dem Major Histocompability Complex Molekiil
(MHC), das die antigenprisentierende Zelle zusammen mit dem Antigen auf ihrer
Oberfliche exprimiert, werden entweder CD4-positive T-Helferzellen (MHC II) oder
CDS8-positive zytotoxische T-Zellen (MHC 1) aktiviert. Dieses Aktivierungsmuster
pradestiniert T-Zellen fiir die Bekdmpfung intrazelluldrer Erreger. CD4-positive T-Zellen
konnen sich nach ihrer Aktivierung zu zwei Arten von T-Effektorzellen ausdifferenzieren,
die man als THI- bzw. TH2-Zellen bezeichnet. TH1-Zellen sind durch die Produktion
proinflammatorischer Zytokine (IFN-y, TNF-a, IL-2) sowie durch ihre eigene Zytotoxizitit
wichtig fiir die zellvermittelte Immunitidt. TH2-Zellen hingegen spielen iiber die
Produktion der Zytokine IL-4, IL-5 und IL-10 eine groBe Rolle bei der Stimulierung der
humoralen Immunabwehr.

Sowohl der Fetus als auch das Neugeborene zeigen in der Funktionsweise des
Immunsystems Besonderheiten. Grundlegend dominiert die TH2-Immunantwort bei einer
erhohten CD4/CD8-Ratio [58, 101]. Das damit einhergehende TH2-wendige
antiinflammatorische Zytokinmuster verhindert eine alloimmune Reaktion der Mutter
gegen den Fetus, die sonst durch eine iiberschieBende proinflammatorische TH1-Reaktion

drohen wiirde. Diese physiologische Unterdriickung der zellvermittelten angeborenen
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Immunitit gewdhrleistet den Schutz des Kindes wihrend der Schwangerschaft und
ermoglicht die postnatale Besiedlung von Haut und Schleimhéduten. Andererseits geht mit
der TH2-Polarisierung auch ein erhohtes Infektionsrisiko sowie eine verringerte
Empfindlichkeit gegeniiber den meisten Impfstoffen einher [101].

Sowohl das adaptive als auch das angeborene Immunsystem sind zum Zeitpunkt der
Geburt noch nicht voll ausgereift bzw. unterliegen ontogenetischen Besonderheiten, die
eine fetomaternale Toleranz ermdglichen. Dies erklért die erhdhte infektiose Morbiditat
und Mortalitdt unter Neu- und Frithgeborenen im Vergleich zu élteren Kindern und
Erwachsenen. Insbesondere die Funktion des adaptiven Immunsystems, dessen
Effektorzellen mangels intrauterinem Antigenkontakt noch kein immunologisches
Gedidchtnis besitzen und eine verringerte Antikorperproduktion zeigen, ist postnatal noch
sehr eingeschrinkt [2, 166]. Kann dieser Mangel bei reifgeborenen Kindern noch durch die
diaplazentare Ubertragung miitterlicher spezifischer IgG-Antikédrper teilweise kompensiert
werden, besteht bei Frithgeborenen hidufig zusidtzlich ein Mangel an diesen passiv
gewonnen Antikdrpern, da der Grofteil der Ubertragung erst nach der 32.
Schwangerschaftswoche erfolgt [178].

Auch das angeborene Immunsystem zeigt in der Postnatalperiode eine im Vergleich zum
Erwachsenenalter verdnderte Immunkompetenz. In Kombination mit der Unreife der
spezifischen Immunantwort kommt ihm eine kritische Bedeutung zu, da es nicht nur fiir
den Schutz des frithkindlichen Organismus, sondern auch fiir die Ausbildung des adaptiven

Immunsystems verantwortlich ist [78].

1.4.1 Neutrophile Granulozyten

Viele Studien beschiftigen sich mit der quantitativen und qualitativen Unreife der
leukozytéren Zellreihe, ihrem Zusammenhang mit prd- und perinatalen Komplikationen
sowie ihrer Auswirkung auf das Outcome von Frithgeborenen bzw. SGA-Kindern.
Neugeborene besitzen eine verringerte Reserve an inaktiven granulozytiren und
monozytdren Progenitorzellen, was in Stresssituationen, wie etwa im Rahmen einer Sepsis,
zu einem quantitativen Defizit fithren kann [101].

Die qualitative Unreife manifestiert sich in einer gestorten Chemotaxis, Adhésion,
Transmigration und Lamellipodienausbildung neonataler neutrophiler Zellen [26, 74, 177].
Verglichen mit Erwachsenen weisen Neugeborene im peripheren Blut einen groferen

Anteil unreifer neutrophiler Zellen auf. Diese zeigen eine verminderte Expression des
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Komplementrezeptors CR3, bestehend aus den Integrinen CD11b und CD18 [142]. Er ist
als pattern recognition receptor (PRR) verantwortlich fiir die Erkennung von Strukturen
auf der Oberfldche von Bakterien oder von Komplementfaktor iC3b, wenn dieser an ein
Pathogen gebunden hat. Bindung an den Rezeptor fiihrt in beiden Fillen zur Phagozytose
und Destruktion des Erregers. McEvoy et al. konnten zeigen, dass diese Unreife der
Chemotaxis neutrophiler Zellen bei Frithgeborenen im Vergleich zu Reifgeborenen noch
deutlicher ausgepridgt ist und die Menge des von den Zellen exprimierten CR3 mit
steigendem Gestationsalter zunimmt [122].

Neonatale neutrophile Granulozyten zeigen auch Defekte im Bereich mikrobizider
Mechanismen. Eine wichtige Rolle spielt dabei das Bacterial/Permeability-Increasing
Protein (BPI), welches eine Bindung mit der Lipid-A-Region in der Lipopolysaccharid-
Zellmembran gram-negativer Bakterien eingeht. Es wirkt bakterizid iiber Porenbildung in
der duleren Membran der Bakterien und spielt auerdem eine Rolle bei der Opsonierung
von Bakterien sowie der Neutralisierung von proinflammatorischen LPS. BPI wird von
neonatalen Granulozyten vermindert exprimiert, was in Stimulationsversuchen mit einer
herabgesetzten Potenz neutrophiler Extrakte gegen gramnegative Erreger einherging [100].
Ebenso wurde eine reduzierte Expression des antimikrobiell wirksamen Proteins
Lactoferrin in neonatalen Neutrophilen nachgewiesen [4, 54], wihrend Defensine bei
Neonaten und Erwachsenen in vergleichbarer Menge produziert werden [100].

Bei Frithgeborenen konnte zudem eine verringerte Oxidase-Aktivitét unter Stimulation mit
Staphylokokken nachgewiesen werden [17].

Auch das Priming des fiir die Pathogenerkennung wichtigen CD14-Rezeptors, der neben
den Neutrophilen vor allem auf Monozyten exprimiert wird, ist bei Neugeborenen weniger
ausgeprigt. Normalerweise flihrt ein wiederholter LPS-Stimulus iiber eine Hochregulation
der CD14-Expression zu einer verstirkten Oxidase-Aktivitdt der Neutrophilen. Eine
geringere Produktion von CDI14 oder die Unfdhigkeit der Hochregulation der CD14-
Expression nach LPS-Kontakt sind bei Neugeborenen folglich die Ursache der Unreife

dieses Priming-Mechanismus [138].

1.4.2 Zytokine

Zytokine sind kleine Signalproteine mit einem Molekulargewicht zwischen 8 und 40 kDa.
Abhéngig von ihrer molekularen Struktur lassen sich innerhalb der Gruppe der Zytokine

verschiedene Subgruppen abgrenzen. Dazu zédhlen Interferone, Interleukine, Chemokine,
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Wachstumsfaktoren und die TNF-Gruppe.

Sie werden als Reaktion auf einen spezifischen Reiz von einer Vielzahl verschiedener
Zellen sezerniert und entfalten ihre Wirkung iiber Bindung an spezifische Zytokin-
Rezeptoren. Diese Bindung setzt eine Signaltransduktionskette in Gang, bei der zunichst
sogenannte Janus-Kinasen aktiviert werden, die wiederum STAT-Proteine aktivieren.
Letztere fungieren als Transkriptionsfaktoren von Genen, die das Wachstum, die
funktionelle Differenzierung sowie die Aktivitét ihrer Zelle beeinflussen [98, 99].

Zytokine besitzen ein grofles biologisches Wirkungsspektrum und sind bei einer Vielzahl
physiologischer und pathophysiologischer Prozesse beteiligt. In dieser Arbeit wird vor
allem ihre Bedeutung im Zusammenhang mit der Entstehung der neonatalen Sepsis
untersucht.

Im Falle einer Infektion des Organismus kommt es zur Expression eines Netzwerkes
verschiedener Zytokine, das sowohl pro- als auch antiinflammatorische Mediatoren
beinhaltet [44].

Bei der Erkennung eines Erregers spielen Rezeptoren eine Rolle, die bestimmte
molekulare Muster in Bestandteilen von pathogenen Mikroorganismen erkennen. Diese
Rezeptoren werden als Pattern Recognition Receptors (PRRs) bezeichnet. Zu den
wichtigsten PRRs zdhlt die Familie der Toll-like-Rezeptoren (TLR), aus der einige als
Zelloberflachenrezeptoren auf immunkompetenten Zellen sitzen. Einer der am besten
erforschten Stimuli fiir TLRs ist Lipopolysaccharid (LPS), ein Zellwandbestandteil
gramnegativer Bakterien, der iiber die Bindung an TLR-4 die Bildung verschiedener
Zytokine induziert [76]. LPS bildet dazu zunichst einen Komplex mit LPS-bindendem
Protein (LBP), der anschlieBend mit einem Co-Rezeptor von TLR-4, dem CD14-Rezeptor,
interagiert. Dieser bindet schlieBlich den TLR-4-MD-2-Rezeptorkomplex. Nur durch
Vermittlung von LBP, CD14 und dem myeloiden Differenzierungsfaktor 2 (MD-2) ist
TLR-4 in der Lage, LPS zu binden [156, 171]. Nach Aktivierung durch LPS bindet TLR-4
den myeloiden Differenzierungsfaktor 88 (MyD88), ein Adapterprotein, welches
anschliefend verschiedene Serin-Threonin-Kinasen, sogenannte IL-1-Rezeptor-assoziierte
Kinasen (IRAKSs) aktiviert. Diese vermitteln iiber weitere Zwischenschritte schlussendlich
die Aktivierung von NF-kB [73]. Nach Translokation in den Zellkern induziert dieser
Transkriptionsfaktor schlielich die Expression proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a
[18]. Die Aktivierung von NF-«kB kann auch durch TLR-2 vermittelt werden, welcher

durch Lipoteichonsdure (LTA) grampositiver Bakterien bzw. Proteoglykane aktiviert wird
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[171]. Seit Entdeckung der TLRs werden fortwdhrend neue Liganden entdeckt, sodass die
hier genannten Beispiele nur einen Teil des Spektrums zeigen, welches auch Viren, Pilze
und verschiedene Protozoen umfasst [176]. Alle diese pathogenen Mikroorganismen
konnen iiber die Bindung an TLRs die Produktion von Zytokinen induzieren, die in der
Folge eine Entziindungsreaktion koordinieren, die die Abtdtung des Erregers zum Ziel hat.
Im Folgenden soll ndher auf die Funktion einzelner Zytokine eingegangen werden, die im

Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden.

1.4.3 Interleukin 6

Interleukin 6 wird unter anderem von T- und B-Lymphozten sowie einer Vielzahl nicht-
lymphozytirer Zellen wie Monozyten und Makrophagen, aber auch Endothel- und
Epithelzellen freigesetzt. Es hat sowohl eine pro- als auch antiinflammatorische
Komponente und spielt als Lymphozyten-stimulierender Faktor eine wichtige Rolle beim
Ubergang von der unspezifischen zur spezifischen Immunantwort. 1L-6 regt zudem die
hepatische Produktion von Akute-Phase-Proteinen wie CrP und LPB an und beeinflusst die
Hamatopoese [5, 21]. Als Pyrogen besitzt es die Fahigkeit, die Blut-Hirn-Schranke zu
iiberwinden, um dort die Produktion von Prostaglandin E, im Hypothalamus anzuregen,
was zu einer Erhohung der Kdorpertemperatur fiihrt [11, 43]. Zudem aktiviert IL-6 unter
Endotoxinwirkung das Koagulationssystem [180].

In der Entziindungskaskade ist es der Wirkung von TNF-o nachgeschaltet. So wird der
maximale IL-6 Spiegel im Blut nach Endotoxin-Applikation erst mit einer Latenz von 3-4
Stunden erreicht [32, 91]. IL-6 und die proinflammatorischen Zytokine TNF-o und IL-1
beeinflussen dabei gegenseitig ihre Expression: Wihrend IL-6 die Produktion von TNF-a
und IL-1 supprimiert, verstirken diese ihrerseits diese Expression von IL-6 [1, 147, 154].
Trotz des Wissens um diese Effekte ist die genaue Rolle von IL-6 in der Pathophysiologie
der Sepsis weiterhin unklar. Experimentelle Studien, in denen Antikdrper gegen IL-6 oder
den IL-6 Rezeptor eingesetzt wurden, zeigten keinen protektiven Effekt, der nicht durch
eine Erhohung der TNF-a Dosen aufgehoben werden konnte [103].

Besondere Bedeutung kommt IL-6 in seiner Funktion als Indikator fiir die Schwere einer
Sepsis und deren Outcome zu. Besser als bei anderen Zytokinen korreliert die
Serumkonzentration von IL-6 mit dem Aktivierungsgrad der Zytokinkaskade und damit
mit der Schwere einer Infektion [18, 66].

Bei Friih- und Neugeborenen wird es in Kombination mit anderen Laborparametern (CrP)
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als diagnostischer Biomarker fiir eine bakterielle Infektion eingesetzt.

1.4.4 Interleukin 8 (CXCL8)

Interleukin 8 gehdrt zu der Familie der Chemokine und wird nach der neueren
Nomenklatur auch als CXCLS8 (fiir CXC-Motiv-Chemokin 8) bezeichnet [9]. Sowohl
Monozyten, neutrophile Granulozyten, Endothelzellen als auch Epithelzellen besitzen die
Fahigkeit zur Produktion von IL-8. Zu seiner Freisetzung kommt es unter anderem durch
die Wirkung von Endotoxin, aber auch die proinflammatorischen Zytokine IL-1 und TNF-
a erhohen die IL-8 Konzentration im Blut. IL-8 selbst erhoht dabei nicht die Produktion
von IL-1, TNF-a oder IL-6 [181]. Die Kinetik von IL-8 &hnelt der von IL-6; der maximale
IL-8-Spiegel nach Endotoxin-Injektion wird mit einer Latenz von 2,5-3 Stunden erreicht
[91, 181].

Interleukin 8 besitzt zwei Hauptfunktionen: Es dient der chemotaktischen Rekrutierung
von neutrophilen Granulozyten hin zum Ort der Inflammation und stimuliert zusétzlich die
Phagozytoseaktivitdt dieser Zellen. Damit spielt es eine wichtige Rolle fiir die friihe Phase
der angeborenen Immunantwort. Hinzu kommt seine Funktion als Angiogenesefaktor an
Endothelzellen, was wiederum Wundheilung und Menstruation, aber auch ein potentielles
Tumorwachstum beeinflusst [88, 187].

Sepsispatienten zeigen erhohte IL-8-Spiegel und dhnlich wie bei IL-6 korreliert auch hier
die Serumkonzentration mit der Mortalititsrate [66, 119]. Auch IL-8 ist als frither

Infektionsmarker in der Diagnostik etabliert.

1.4.5 Interleukin 10

Zusammen mit TGF-f stellt Interleukin 10 den antiinflammatorisch wirksamen Teil des
Zytokinsystems dar. Es ist von grofler Bedeutung fiir die Begrenzung von
inflammatorischen Prozessen und damit fiir die Verhinderung einer iiberschieenden
Immunantwort. AuBBerdem spielt es eine Rolle bei der Regulation autoimmuner Prozesse.

Erste experimentelle Studien zeigten, dass TH2-Lymphozyten IL-10 produzieren und
damit die Funktion von TH1-Zellen supprimieren [49]. Erst spiter kam die Erkenntnis
hinzu, dass auch die TH2-vermittelte Immunantwort durch IL-10 unterdriickt werden kann
[40]. Mittlerweile ist bekannt, dass Interleukin 10 von einer Vielzahl unterschiedlicher

Zellen sowohl des angeborenen als auch des adaptiven Immunsystems produziert wird,
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darunter verschiedene T-Zell-Subpopulationen, B-Zellen, Granulozyten, Makrophagen,
dendritische Zellen, Mastzellen und natiirliche Killerzellen [130].

Die Unterdriickung der T-Zell-Aktivierung durch IL-10 wird vor allem indirekt iiber eine
Inhibition antigenprédsentierender Zellen (APCs) vermittelt [51]. Durch IL-10 wird die
Aktivierung von Makrophagen und Monozyten iiber die Erkennung von PAMPs
herunterreguliert [19, 37]. In der Folge werden weniger proinflammatorische Mediatoren
wie IL-1, TNF-a, IL-6 und IL-8 produziert [50]. Das gilt auch fiir die Zytokine IL-12 und
IL-18, welche normalerweise die TH1-Immunantwort stimulieren [65, 113].

Die Funktion der APCs wird dabei jedoch nicht global unterdriickt; einzelne Funktionen
werden unter Endotoxinstimulation durch IL-10 auch verstérkt. So stimuliert das Zytokin
parallel zur Suppression von IL-1 auch die Induktion des IL-1-Rezeptor-Antagonisten (IL-
1Ra) [79].

Auch die Phagozytosefdhigkeit von Monozyten wird unter IL-10-Wirkung hochreguliert
[25, 165]. Gleichzeitig wird jedoch die Antigenprisentation eingeschrinkt, indem
antigenbeladene MHC II-Molekiile in intrazelluldren Endosomen zuriickgehalten werden
[90].

AuBlerdem wird die Expression der ko-stimulatorischen Molekiile CD80 und CD86
herabreguliert [189]. Die beiden letztgenannten Effekte fithren dazu, dass die erhdhte
Phagozytoseaktivitit nicht zu einer konsekutiven Stimulation der Immunantwort tiber
Antigenprésentation fiihrt, sondern eher eine Entfernung des Antigens vom Ort der
Inflammation zur Folge hat. Passend dazu fordert IL-10 die Differenzierung von
Monozyten zu einem Typ von Makrophagen, der vor allem auf die Beseitigung von Debris
spezialisiert ist, aber kaum Zytokine produziert [65].

Zusitzlich zur Modulation der APCs und der T-Zell-Antwort beeinflusst IL-10 noch
weitere Immunfunktionen: Es induziert die Proliferation von Mastzellen, wobei es
gleichzeitig die Zytokinproduktion dieser Zellpopulation als Reaktion auf IgE-cross-
linking supprimiert, die Histaminfreisetzung dabei aber nicht beeinflusst [7, 118, 173].
AuBlerdem fordert IL-10 die Proliferation von B-Zellen und deren Differenzierung zu
Plasmazellen [39, 60, 146].

Bei der Vermeidung autoimmuner Prozesse spielt IL-10 eine Rolle im Rahmen der

Modulierung der Funktion regulatorischer T-Zellen [65].
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1.4.6 TNF-a

TNF-a stellt zusammen mit Interleukin-1B eines der zentralen proinflammatorischen
Zytokine dar und ist von essentieller Bedeutung fiir eine effiziente Immunantwort. TNF-a
defiziente Méuse zeigten beispielsweise eine schlechtere Immunantwort auf Listeria
Monozytogenes [69, 81, 128].

Studien zur Kinetik von TNF-a konnten zeigen, dass die maximale Serumkonzentration
nach Endotoxininjektion bereits nach 60-90 Minuten erreicht wird, was verdeutlicht, dass
das Zytokin eine wichtige Rolle bei der initialen Aktivierung der Zytokinkaskade spielt
[24, 75, 169]. TNF-a induziert die Produktion weiterer proinflammatorischer Mediatoren
wie IL-1pB, IL-6 und IL-8.

Es wird von einer Reihe immunkompetenter Zellen sezerniert, Hauptproduzent sind jedoch
Makrophagen. Neben der Induktion der Zytokinantwort hat TNF-a viele weitere
biologische Effekte: Es aktiviert phagozytierende Zellen wie etwa Monozyten,
Makrophagen und neutrophile Granulozyten, induziert Fieber und die Produktion von
Akute-Phase-Proteinen in der Leber. Diese grole immunologische Potenz erkldrt, warum
eine unkontrollierte TNF-Antwort schnell zur Gefahr fiir das Organsystem des Korpers
werden kann. So kann im Rahmen systemischer Infektionen die massive Freisetzung von
TNF-a die Entstehung eines Systemic Inflammatory Response Syndromes (SIRS)
befordern, was bis zum septischen Schock mit Kreislaufversagen fithren kann. Viele der
dem SIRS zugrunde liegenden inflammatorischen Effekte von TNF-o konnen durch seine
Wirkung am GefiBendothel erklirt werden. Uber eine Induktion der Expression von
Cyclo-Oxygenase 2 kommt es zu einer verstirkten Produktion von vasodilatatorischem
Prostaglandin 12 (PGI,), was zu einem gesteigerten Blutfluss im Entziindungsgebiet fiihrt
[116]. AuBerdem erhoht es die Kapillarpermeabilitit und Koagulabilitdt des Blutes [16].
Eigentlich dienen alle diese Mechanismen zusammen mit einer Stimulation der Expression
von Adhisionsmolekiilen der Bekdmpfung der Infektion durch eine Verbesserung der
Migrationsbedingungen fiir die Effektorzellen des Immunsystems. Bei einer
iiberschiefenden proinflammatorischen Reaktion kann es aber auch schnell zu schweren
Organschdden mit hdmodynamischer Dekompensation, Leukozytopenie, erhdhten
Leberenzymen und Koagulopathie kommen [153, 155, 179].

Paviane, die mit anti-TNF-Antikorpern passiv immunisiert wurden, zeigten nach Injektion

letaler Dosen Endotoxins eine geringere Morbiditét und Mortalitit [174].
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1.4.7 sCD14-Rezeptor

Wie bereits erwihnt, spielt der CD14-Rezeptor eine wichtige Rolle bei der Erkennung von
bakteriellem LPS. Neben einer membranstindigen Form (mCD14) existiert auch eine
l6sliche Form (sCD14). Diese entsteht entweder durch Abtrennung eines
membranstindigen CDI14-Rezeptors oder wird direkt aus intrazelluliren Vesikeln
freigesetzt [86]. Studien haben gezeigt, dass insbesondere Hepatozyten die Fahigkeit zur
Sekretion von sCD14 besitzen und diese durch IL-6 stimuliert werden kann [14, 106, 131].
Diese Attribute sind charakteristisch fiir die Gruppe der Akute-Phase-Proteine, was zu der
Annahme fiihrte, dass es sich bei sCD14 ebenfalls um ein solches Protein handelt [14].
Passend dazu =zeigen auch Patienten im septischen Schock signifikant erhdhte
Plasmakonzentrationen von sCD14 [170].

Die eigentliche Bedeutung von sCD14 fiir physiologische oder pathologische Prozesse ist
nicht ausreichend geklért. Einige Studien zeigten, dass der 16sliche Rezeptor mit mCD14
um freies LPS konkurriert und auf diese Weise einen protektiven Effekt durch Inhibition
LPS-induzierter Ereignisse hat [70, 71, 149, 150]. Weitere Studien zeigten, dass sCD14 die
LPS-induzierte Aktivierung von Zellen vermittelt, die selbst keine CDI14-Rezeptoren
besitzen [53, 72, 108, 136, 141]. Neben seiner Funktion als Mediator LPS-induzierter
Ereignisse beeinflusst sSCD14 auch direkt die B- und T-Zell-Aktivitét [6, 144].

1.4.8 TGF-B

Von den drei existierenden Isoformen von Transforming growth factor (TGF) beta (betal,
beta2 und beta3) besitzt insbesondere TGF-B1 eine groe Bedeutung fiir die Regulation
immunologischer Prozesse. Die biologische Wirkung der drei Isoformen wird iiber die
Rezeptoren TGF-f Typ 1 und Typ 2 vermittelt. Nahezu alle Zellen des Korpers
produzieren und reagieren auf TGF-B; als Mediator spielt er bei einer Vielzahl
verschiedener Prozesse eine wichtige Rolle und beeinflusst Zellproliferation, -
differenzierung und -migration [120, 145]. Er ist an der Regulation inflammatorischer
Prozesse beteiligt, fordert die Wundheilung und spielt eine Rolle bei der Verhinderung
autoimmuner Prozesse [29, 186].

TGF-p wirkt dabei vor allem antiinflammatorisch auf das angeborene Immunsystem. So
entwickelten TGF-f1 Knockout-Miuse eine multifokale inflammatorische Reaktion mit

vermehrter proinflammatorischer Zytokinproduktion und frither Sterblichkeit [92, 157].

24



Einleitung

Seine antiinflammatorische Wirkung wird zu einem grof3en Teil iiber eine Regulation der
T-Zell-Antwort vermittelt. Demnach hat TGF-B eine antiproliferative Wirkung auf T-
Zellen iiber eine Unterdriickung der Produktion von IL-2 [84]. AuBlerdem inhibiert er die
Differenzierung aktivierter T-Zellen in Thl- und Th2-Effektorzellen [61]. Neben CD4-
positiven T-Zellen beeinflusst TGF-f auch CD8-positive T-Zellen durch Unterdriickung
der Expression von proinflammatorischen Effektormolekiilen wie INF-gamma oder
Perforin [3, 20, 161].

Neben diesen und vielen weiteren antiinflammatorischen Effekten sorgt TGF-B jedoch
unter bestimmten Umstédnden auch fiir eine Aktivierung des Immunsystems. So konnte in
Studien gezeigt werden, dass CD8-positive T-Zellen unter bestimmten Bedingungen durch
TGF-B zur Proliferation angeregt werden und die TNF-a-Sekretion sowohl in CD4- als
auch in CD8-positiven Zellen stimuliert wird [64, 96].

25



Fragestellung

2 Fragestellung

Infektiose Komplikationen sind im Friihgeborenenalter und in besonderem Mafle unter
VLBW-Friihgeborenen eine der Hauptursachen fiir Langzeitmorbiditit und Mortalitét.
Insbesondere die Late-Onset-Sepsis ist trotz vieler Fortschritte in der Supportivtherapie
weiterhin ein gefiirchtetes Krankheitsbild in der Neonatologie. Die Herausforderung
zukiinftiger Forschungsansitze besteht darin, die zugrundeliegenden Pathomechanismen
zu untersuchen und aus den gewonnenen Erkenntnissen priadiktive Marker und
Risikoprofile fiir dieses Krankheitsbild abzuleiten.

Diese Arbeit widmet sich der Frage, auf welche Weise sich der SGA-Status auf das
Risikoprofil Frithgeborener auswirkt, zum einen auf der Ebene der quantitativen
Immunantwort, zum anderen hinsichtlich des klinischen Risikos fiir eine Late-Onset-
Sepsis.

Vor diesem Hintergrund wurden folgende Arbeitshypothesen formuliert:

1. SGA-Kinder zeigen im Vergleich mit AGA-Kindern eine temporire quantitative
Defizienz der Immunzellen.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese soll die Auswertung von Blutbildern einer
unizentrisch rekrutierten Kohorte von Frithgeborenen mit einem Gestationsalter von <
32 Wochen jeweils zum Geburtszeitpunkt sowie am 3. und 7. Lebenstag erfolgen.

2. SGA-Kinder weisen im Vergleich mit AGA-Kindern eine funktionelle Immundefizienz
im Sinne eingeschrinkter Zytokinexpression als Reaktion auf infektidse Stimuli auf.
Mit Hilfe eines in-vitro-Modells soll die Zytokinexpression der Kinder aus der o.g.
Kohorte verglichen werden. Hierzu werden Vollblutproben mit LPS stimuliert und
anschlieBend per ELISA die Produktion verschiedener pro- und antiinflammatorischer
Zytokine gemessen.

3. Kinder mit SGA-Status besitzen ein hoheres Risiko als AGA-Kinder an einer Late-
Onset-Sepsis zu erkranken.

Diese Hypothese soll anhand der klinischen Daten einer im Rahmen des German
Neonatal Network (GNN) rekrutierten groBen multizentrischen Kohorte iiberpriift

werden.
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3

Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Verwendete Reagenzien

Human IL 6, Human CXCLS8/IL8 , Human IL 10, Human TNF-a, Human TGF-81,
Human sCD14, ELISA Kit, R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA
Lipopolysaccarid von E. coli, SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim
RPMI 1640 mit 2,0 g/ NaHCO3 ohne L-Glutamin mit Phenolrot, PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

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

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

PBS pH 7,2, Invitrogen, Auckland, New Zealand

3.1.2 Verwendete Materialien

6 Well-Platte, Nunc A/S, Roskilde, Ddanemark

Blutentnahmerdhrchen, S-Monovette® , SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht
Standard Reaktionsgefal 1,5 ml, Eppendorf AG, Hamburg

Standard Reaktionsgefa3 2 ml, Eppendorf AG, Hamburg

Biosphere Filter Tips, SARSTEDT AG & Co., Niimbrecht

Serologische Pipette Sml, 25ml, Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Combitips plus 2,5 ml, Eppendorf AG, Hamburg

3.1.3 Verwendete Geriate

Analysegerit ABX Micros 60, Axon Lab AG, Stuttgart
Sterilbank mit Abzug, Heraeus, Hanau

Begasungsbrutschrank 6000, Heraeus, Hanau
Sunrise Absorbance Reader, Tecan, Mannedorf, Schweiz

Minishaker MS 2 IKA®, IKA- Werke GmbH & Co. KG, Staufen
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* Centrifuge 5415 C, Eppendorf AG, Hamburg
e Pipetten Multipette® Plus, Eppendorf AG, Hamburg
* Pipetting Aid, Gilson, Middleton, USA

3.1.4 Verwendete Software

* Magellan ™, V5.03, Tecan Trading AG, Mannedorf, Schweiz

e SPSS® 20.0, IBM, Miinchen

e Excel® Version 14.3.4, Microsoft, Seattle, USA

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

3.2. Methoden - Einfluss des SGA-Status auf die angeborene Immunantwort

3.2.1 Studienprotokoll

Blutbilder und Zytokinproduktion wurden im Rahmen einer prospektiven Studie anhand
einer unizentrisch rekrutierten Kohorte von 149 Friihgeborenen untersucht. Diese kamen
im Zeitraum zwischen Januar 2006 und September 2011 in der Klinik fiir Frauenheilkunde
und Geburtshilfe des Universitétsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Liibeck zur Welt.
Frithgeborene mit einem Geburtsgewicht < 10. Perzentile wurden als SGA-Frithgeborene
definiert.

Die Blutproben fiir die Blutbilder der Frithgeborenen wurden durch vendse Punktion in der
ersten Stunde nach der Geburt sowie am 3. bzw. 7. Tag postnatal jeweils im Rahmen von
Routineblutentnahmen gewonnen. Die Differenzierung zwischen Leukozyten und
kernhaltigen roten Blutzellen (Normoblasten) wurde mikroskopisch durchgefiihrt und als
Verhéltnis Normoblasten/100 Leukozyten sowie in absoluten Zahlen/ul angegeben.

Fiir die Zytokinbestimmung wurde den Frithgeborenen direkt nach Geburt Blut aus der
Nabelschnurvene entnommen. Das Blut wurde in Lithium-Heparin-Réhrchen bei

Raumtemperatur gelagert und innerhalb von 24 Stunden weiterverarbeitet.

3.2.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Eingeschlossen wurden Frithgeborene mit einem Gestationsalter zwischen 24+0 und <
32+0 Wochen. Ausgeschlossen wurden Kinder, bei denen ein Amnioninfektionssyndrom

(AIS) Ursache der Frithgeburtlichkeit war.
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Als Zeichen fiir ein AIS wurden eine miitterliche oder fetale Tachykardie, ein
schmerzhafter Uterus, iibelriechende Amnionfliissigkeit, eine miitterliche Leukozytose
bzw. erhohtes C-reaktives Protein oder eine histologisch gesicherte Chorioamnionitis
gewertet.

Auch eine Early-Onset-Sepsis oder letale Fehlbildungen waren Ausschlusskriterien.

Eine Early-Onset-Sepsis wurde dann beim Kind diagnostiziert, wenn zwei
Infektionszeichen (erhohtes C-reaktives Protein, metabolische Azidose, Hyperglykémie,
Fieber oder Temperaturinstabilitdit, Tachy- oder Bradykardie, beeintrichtigte
Mikrozirkulation, erhohte Apnoerate, erhohter Sauerstoffbedarf) sowie zusétzlich eine
positive Blutkultur aus den ersten 72 Lebensstunden vorlagen. Bei fehlender Blutkultur
oder negativer Blutkultur wurde eine Early-Onset-Sepsis diagnostiziert, wenn kein anderer
Infektionsfokus gefunden wurde und neben dem Vorliegen von zwei der o.a.
Infektionszeichen eine mindestens flinftdgige Antibiotikatherapie durchgefiihrt wurde

(Definition der klinischen Sepsis nach den NEO-KISS-Kriterien) [59, 195].

3.2.3 Zytokinmessung

3.2.3.1 Herstellung der Mediumlésung

Fiir die Zytokinmessung wurde RPMI 1640 Medium ohne Glutamin verwendet. Dieses
wurde zu gleichen Teilen mit den Zusétzen Penicillin/Streptomycin, N-Acetyl-L-Glutamin,
nicht-essentiellen Aminosduren und Natriumpyruvat versetzt.

Zur Herstellung wurden bei Bedarf 4 ml einer Mischung dieser Zusatzstoffe, die bei -20°C
gelagert wurden, zu 96 ml RPMI 1640 in eine sterile Flasche iiberfithrt und gemischt.
Dieses Medium wurde bei 4°C gelagert und solange verwendet, bis der enthaltene

Indikator Phenolrot einen Umschlag in den sauren pH-Bereich anzeigte.

3.2.3.2 Herstellung der Lipopolysaccharid-Stockl6sung

Zur Herstellung einer LPS-Losung, die im Folgenden als Stimulanz diente, wurde zunichst
eine LPS-Stocklosung hergestellt. Dazu wurden 10 mg LPS in 10 ml PBS gegeben. 100 ul
Aliquots dieser Losung wurden bei -20°C aufbewahrt und bei Bedarf bei Raumtemperatur
aufgetaut. Zur Verwendung als Stimulanz wurden 2 ul dieser Losung zu 1998 ul des
Mediums (siehe Abschnitt 2.1.2) pipettiert und gemischt. Die LPS-Konzentration in dieser

Losung betrug 0,1 ug/ml oder 0,1%.
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3.2.3.3 Vollblutkulturansatz

Das den Friihgeborenen im Kreiflsaal entnommene Nabelschnurblut wurde unter
Raumtemperatur in Lithium-Heparin-R6hrchen aufbewahrt und innerhalb von 24 Stunden
weiterverarbeitet.

Mit einem vollautomatischen ABX Micros 60 wurde zunichst die Leukozytenzahl in den
Vollblutproben maschinell bestimmt.

AnschlieBend wurde das Blut zu Volumina in 6-Well-Platten eingesetzt, die jeweils 5x10°
Leukozyten enthielten. Das Blut wurde in dem unter 3.2.3.1 beschriebenen Medium
suspendiert und anschlieBend mit 167 ul der in 3.2.3.2 beschriebenen LPS-Stocklosung
beimpft. Dabei wurde so viel Medium eingesetzt, dass das Endvolumen 5 ml pro Well
betrug. Die LPS-Konzentration in der Suspension betrug schlielich 30 ng/ml. Fiir alle
Probanden wurde zusitzlich eine Negativkontrolle angesetzt, die kein Stimulanz, aber
ersatzweise ein entsprechendes Volumen an Medium enthielt; auch hier betrug das
Endvolumen 5 ml pro Well. Alle Ansdtze wurden anschlieBend bei 37°C und 5% CO,-
Konzentration fiir 24 Stunden in einem Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubation wurden
2 ml des entstandenen Uberstandes in ein Eppendorfgef4B iiberfiihrt und bei -20°C fiir die

spétere Bestimmung der Zytokinkonzentation eingefroren.

3.2.3.4 ELISA-Messung

Zur Messung der Zytokinkonzentrationen in den Uberstinden der Vollblutansitze wurden
diese nach dem Auftauen zunichst kurz zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zytokine
IL- 6, IL-8, IL-10 sowie TNF-a, TGF- und sCD14 mittels kommerzieller ELISA-Kits
nach Herstellerprotokoll bestimmt. Die optische Dichte wurde photometrisch mit Hilfe des
ELISA reader Spectra Classic bei 450 nm bestimmt. Diese wurde gegen eine
Standardkurve aufgetragen.

Fiir die Messung von IL-6 wurden die unstimulierten Proben unverdiinnt eingesetzt. Die
LPS-stimulierten Proben wurden mit RPMI-Medium im Verhéltnis von 1/100 vorverdiinnt,
da die mit dem Quantikine ELISA Kit maximal detektierbare Dosis von 300 pg/ml sonst
iiberschritten worden wiére.

Auch IL-8 wurde in den unstimulierten Ansitzen im unverdiinntem Zustand gemessen und
fiir die Proben nach Stimulation mit LPS in einem Verhéltnis von 1/10 mit Kalibrator
Diluent verdiinnt; hier betrug die maximal messbare Dosis 2000 pg/ml.

IL-10 (maximal messbare Dosis 500 pg/ml) sowie TGF-f (maximal messbare Dosis 2000
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pg/ml) wurden sowohl in den unstimulierten als auch in den mit LPS stimulierten Proben
unverdiinnt bestimmt.

Zur Bestimmung von TNF-o wurden die Proben unverdiinnt gemessen, nach der LPS-
Stimulation aber in einer Losung mit Kalibrator Diluent im Verhéltnis 1/10 verdiinnt, da
die maximal messbare Dosis 1000 pg/ ml betrug.

Die Messung von sCD14 erfolgte in den unstimulierten Ansitzen unverdiinnt, die Ansétze
mit LPS-Zusatz wurden mit Kalibrator-Diluent im Verhéltnis 1/10 vorverdiinnt, da die

maximal messbare Dosis 16000 pg/ml betrug.

3.3 Methoden - Einfluss des SGA-Status auf das Late-Onset-Sepsisrisiko

3.3.1 Studienprotokoll

Zur Untersuchung der Auswirkungen des SGA-Status auf das Risikoprofil Friihgeborener
mit dem Schwerpunkt der Late-Onset-Sepsis wurde eine prospektive, multizentrische
Studie im Rahmen des German Neonatal Network (GNN) durchgefiihrt.

Dieses ist ein gut etabliertes Studiennetzwerk, bestehend aus 50 deutschen
neonatologischen Intensivstationen. Das Netzwerk ermdglicht es, Unterschiede in den
Behandlungsmodalititen einzelner Studienzentren zu vergleichen, Interventionsstudien mit
groflen Kohorten durchzufiihren und genetische sowie klinische Risikoprofile von VLBW-
Frithgeborenen zu analysieren. Nach Einwilligung der Patienteneltern wird fiir jedes Kind
ein festgelegtes Set aus 220 Parametern mit Hilfe eines klinischen Protokolls erfasst. Die
Datenqualitit wird durch jdhrliches Monitoring vor Ort durch einen ausgebildeten
Neonatologen sichergestellt.

Nach Entlassung der Kinder werden die Protokolle der teilnehmenden Kliniken an das
Biiro des GNN-Studienzentrums in Liibeck gesandt. Dort werden sie in eine Access-
Datenbank eingegeben. Es erfolgt eine Pseudonymisierung der Daten.

Die Outcomes wurden zwischen VLBW-Frithgeborenen mit SGA-Status und solchen mit
einem ihrem Gestationsalter entsprechenden Geburtsgewicht (appropiate for gestational
age, AGA) verglichen. SGA wurde definiert als ein Geburtsgewicht, das unter der 10.
Perzentile fiir das entsprechende Gestationsalter liegt, gemessen an den
geschlechtsspezifischen Standards fiir das Geburtsgewicht in Deutschland [182]. Das
Gestationsalter wurde abhingig vom Auftreten der letzten Menstruationsblutung bestimmt

(gynidkologische Einschétzung).
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3.3.2 Einschluss- und Ausschlusskriterien

Die Einschlusskriterien des GNN sind: Ein Geburtsgewicht < 1500g und ein
Gestationsalter von < 36+6 Wochen. Um den statistischen Fehler zu minimieren, der durch
Uberreprisentation von SGA-Kindern unter dlteren VLBW-Kindern entsteht, fiihrten wir
fiir diese Studie Grenzen fiir das Gestationsalter ein: Eingeschlossen wurden nur Kinder
mit einem Gestationsalter zwischen der 23+0 Woche und < 32+0 Woche. AufBlerdem
erstreckte sich die Analyse nur auf Kinder, die zwischen 2003 und 2011 geboren wurden
und von denen komplette Datensets bezliglich Sepsis inklusive Erregerspektrum vorlagen.

Kinder, die mit letalen Fehlbildungen zur Welt kamen sowie solche mit Early-Onset-

Sepsis, wurden in dieser Studie nicht beriicksichtigt.
3.4 Methoden - Klinische Outcomes

In beiden Studienteilen dieser Arbeit (siehe 3.2. und 3.3) wurden die klinischen Outcomes
unter Verwendung der gleichen Definitionen analysiert.

Die Mortalitdt wurde definiert als Tod, der nach der Aufnahme auf die neonatologische
Intensivstation und vor Entlassung in das hdusliche Umfeld eingetreten ist. BPD war
definiert als Notwendigkeit einer Sauerstoffsubstitution oder einer assistierten Ventilation
zum Zeitpunkt eines post-menstrualen Alters von 36 Wochen. Intraventrikulire
Héamorrhagien (IVH) wurden entsprechend den Ultraschallkriterien von Papile
(Studienteil: Einfluss des SGA-Status auf die angeborene Immunantwort) [132] bzw.
Volpe (Studienteil: Einfluss des SGA-Status auf das Late-Onset-Sepsisrisiko) [183]
diagnostiziert, und eine zystische periventrikuldre Leukomalazie (PVL) entsprach einer
periventrikuldren Lasion. Zur Diagnose einer nekrotisierenden Enterokolitis (NEC) musste
die Notwendigkeit einer chirurgischen Intervention bestehen [185]. Eine hohergradige
Retinopathia praematurorum wurde dann diagnostiziert, wenn eine Behandlung
erforderlich wurde [57].

Die Diagnose einer Blutkultur-positiven klinischen Late-Onset-Sepsis bzw. die Diagnose
einer Blutkultur-positiven KNS-Sepsis wurde anhand der NEO-KISS-Kriterien gestellt
(siche Tabelle 9 im Anhang) [59, 151].

Als Ursachen der Friihgeburtlichkeit wurden eine vorzeitige Wehentétigkeit, Praeklampsie,
ein pathologischer Doppler- oder CTG-Befund, vorzeitige Plazentaldsung und andere

registriert. Praeklampsie wurde bei schwangeren Frauen mit einem Blutdruck von >
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140/90 mmHg nach der 20. SSW. und einer signifikanten Proteinurie von > 300 mg/24h
diagnostiziert [23].

AufBlerdem wurde in der groen multizentrischen Kohorte (sieche 3.3) die Zeit, die ein Kind
fir die vollstindige Umstellung auf eine enterale Erndhrung (150ml/kg/d) benotigt,

erhoben und der Gebrauch von antenatalen Steroiden notiert.
3.5 Ethikvotum

Die Ethikkomission Liibeck &uflerte keine Einwdnde gegen die fiir diese Arbeit
durchgefiihrten Versuche (08-022; 13-073), die Ethikkommisssionen der Studienzentren
hatten ebenfalls keine Bedenken gegen die Teilnahme an der multizentrischen Studie.
Nach Aufkldrung der Eltern gaben diese im Namen ihrer Kinder ihre schriftliche

Zustimmung zur Partizipation an der Studie ab.

3.6 Statistik

Fiir die Datenauswertung wurde das Programm SPSS 20.0 verwendet. Der -\'z-Test, der
exakte Test nach Fisher bzw. der Mann-Whitney U Test wurden zur statistischen Analyse
von Unterschieden zwischen Gruppen verwendet. Fiir die Analyse von Korrelationen in
dem Teil der Arbeit, der die Blutbilder bzw. die Zytokinproduktion untersucht, wurde der
Spearman-Rho-Test benutzt. Zur Untersuchung von Effekten des SGA-Status, die
unabhingig vom Gestationsalter und anderen Confounding-Variablen sind (inklusive
Geschlecht,  Lungenreifebehandlung, = Mehrlingsstatus, = Herkunft, = Geburt in
Perinatalzentrum (,,Inborn*), Kaiserschnittentbindung, Ursache der Friihgeburtlichkeit,
stationdre Aufenthaltsdauer, Dauer der parenteralen Erndhrung, Dauer der invasiven
Beatmung und prophylaktische Behandlung mit Glycopeptid-Antibiotika), wurde eine
multivariable logistische Regressionsanalyse mit schrittweiser konditionaler Exklusion von
nichtsignifikanten Parametern durchgefiihrt. Das Signifikanzlevel wurde mit P < 0,05 fiir
einzelne Vergleiche definiert. Das Hosmer-Lemeshow-Modell wurde benutzt, um zu
beweisen, dass das Modell fiir die Daten addquat ist. Kinder mit unvollstindigen

Datensitzen wurden von der Regressionsanalyse ausgeschlossen.
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4 Ergebnisse

4.1 Zusammenhang des SGA-Status mit der angeborenen Immunantwort von
Frithgeborenen mit einem Gestationsalter von < 32 Wochen

4.1.1 Klinische Charakteristika der Kohorte und Outcome

Von urspriinglich 149 Frithgeborenen mit einem Gestationsalter von < 32 Wochen, deren
Eltern die Einwilligung unterschrieben, wurden 144 in die Studie eingeschlossen. Fiinf
Patienten =~ wurden  ausgeschlossen, davon zwei Kinder aufgrund eines
Amnioninfektionssyndroms (AIS, n=2) und drei Kinder wegen einer Early-Onset-Sepsis
(EOS, n=3). Die Charakteristika der Studienkohorte sind in Tabelle 1 zusammengefasst. 20
Kinder lagen mit ihrem Geburtsgewicht unterhalb der 10. Perzentile und erfiillten damit
das Kriterium fiir die Definition SGA.

Die Abstammung der Miitter der Studienpatienten setzte sich folgendermaflen zusammen:
131 Kinder hatten Miitter mit europdischer Herkunft, darunter 123 Kinder von Miittern
deutscher Herkunft. Die Miitter von zwo6lf Kindern wurden in der Tiirkei bzw. dem
mittleren Osten geboren, eine Mutter stammte aus Afrika.

SGA- und AGA-Kinder unterschieden sich weder in der Geschlechtsverteilung noch in der
Anzahl der Mehrlingsschwangerschaften. Auch der Anteil der Kinder, die per
Kaiserschnitt zur Welt kamen sowie der pH-Wert des aus der Nabelschnurarterie
entnommenen Blutes unterschieden sich nicht signifikant. Blutproben, die den Probanden
wihrend der ersten Lebensstunde entnommen wurden, zeigten keine Unterschiede
zwischen beiden Gruppen beziiglich des Blutglucose- oder CrP-Wertes.

Unterschiede zeigten sich sowohl in Bezug auf Gestationsalter als auch auf Ursachen der
Frithgeburtlichkeit: SGA-Kinder hatten ein signifikant geringeres Gestationsalter und
kamen hidufiger in Folge eines pathologischen Doppler- bzw. CTG-Befundes auf die Welt,

wihrend bei AGA-Frithgeborenen meist eine unhemmbare Wehentétigkeit ursachlich war.
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Tabelle 1: Klinische Charakteristika, Geburtsmodus und Ursachen der Friihgeburtlichkeit in
der Friihgeborenenkohorte mit einem Gestationsalter von <32 Wochen (n = 144)

Voigt Perzentile Geburtsgewicht

P<10 P>10 p#
Anzahl Kinder 20 124
Gestationsalter 26,9/26,0 28,6/29,0 0,004 *
(MW/Median, SD) +/-2,8 +/-2,3
Geburtsgewicht 625/525 1212/1155 <0,001 *
(MW/median, SD) +/- 249 +/- 380
Geschlecht 55,0 52,4 0,99
(ménnlich, %)
Mehrlinge (%) 10,0 24,2 0,25
Geburt per Kaiserschnitt (%) 100 86,1 0,13
Ursachen der Friihgeburtlichkeit (%) <0,001
Unhemmbare Wehentétigkeit 20,0 56,4
Praeklampsie 20,0 4,8
Pathologisches CTG/Doppler 55,0 12,1
Plazentalosung 0 2.4
Andere 5,0 242
Nabelschurblut-pH 7,25/7,23 7,18/7,20 0,28 *
(MW/median, SD) +/- 0,12 +/- 0,08
C-reaktives Protein 0,2/0,1 0,8/0,1 0,69 *
(MW/median mg/1, SD) +/-0,2 +/- 3,4
Blutzucker-Level 1. Stunde 64,5/60 76,7/68 0,28 *
(MW/median mg/dl, SD) +/- 25,6 +/- 33,8

P-Werte wurden mit dem exakten Test nach Fisher bestimmt wenn nicht anders angezeigt

* Mann-Whitney U Test
MW = Mittelwert
SD = Standardabweichung
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In Tabelle 2 ist die Haufigkeit des Auftretens der zuvor definierten Endpunkte aufgelistet.

In der univariaten Analyse schiitzte Normalgewichtigkeit im Vergleich zu SGA vor
Mortalitdt, BPD, Mortalitit oder BPD oder NEC. In der multivariablen Analyse
einschlieBlich Gestationsalter als Risikofaktor bestétigte sich eine unabhingige
Empfindlichkeit von SGA-Kindern gegeniiber dem kombinierten Endpunkt Mortalitdt oder

BPD.

Tabelle 2: Mortalitit und Morbiditiit der Friihgeborenen mit einem Gestationsalter von < 32
Wochen, stratifiziert nach Geburtsgewichtsperzentilen < 10

Voigt Perzentile Geburtsgewicht

P<10 P>10 p# p* / OR (95% Cl)
Mortalitét (%) 25,0 4,3 0,006 0,26 /0,4 (0,1-2,0)
BPD (%) 40,0 11,9 0,005 0,1/0,4(0,1-1,2)
Mortalitéit oder BPD (%) 55,0 14,5 <0,001 0,01/0,2 (0,1-0,7)
IVH Grad I-1I (%) 15,0 12,8 0,73 0,4/1,8(0,4-7,8)
IVH Grad III-1V (%) 15,0 7,6 0,38 0,7/1,3(0,3-6,7)
IVH Grad III-1V / PVL (%) 25,0 11,1 0,14 0,8/0,8 (0,2 -3)
NEC mit notwendiger OP (%) | 20,0 3.4 0,016 0,15/0,3(0,1-1,5)
ROP, therapiebediirftig (%) 10,0 3.4 0,21 0,8/0,8(0,1-5,3)
# P-Werte wurden mit dem exakten Test nach Fisher bestimmt
* P-Werte nach Regressionsanalyse mit Einschluss des Gestationsalters als Kovariate
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4.1.2 Analyse der Differenzialblutbilder

Fiir die Analyse des Blutbildes wurde den Probanden in der ersten Stunde postnatal sowie
am 3. und am 7. Lebenstag Blut abgenommen. Da die Blutentnahmen nur im Rahmen von
Routinekontrollen erfolgten, konnte nicht allen Kindern zu jedem vorgesehenen Zeitpunkt
Blut entnommen werden.

Sowohl Leukozyten- als auch Neutrophilenzahlen waren zum Zeitpunkt der Geburt, an
Tag 3 und an Tag 7 bei SGA-Kindern signifikant niedriger als bei AGA-Kindern
(Abbildung 1, 2). Dieses Ergebnis konnte auch in der Subgruppe derjenigen Kinder, deren
Miitter keine Praeklampsie hatten, bestdtigt werden.

Der SGA-Status beeinflusste Leukozyten- und Neutrophilenzahlen unabhéngig vom
Gestationsalter beziiglich Tag 1 (Leukozyten: p=<0,001, Neutrophile: p=0,001) und Tag 3
(Leukozyten: p=0,002, Neutrophile: p=<0,001). Dies galt nicht fiir Tag 7 (Leukozyten:
p=0,06, Neutrophile: p=0,05).
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Abbildung 1: Leukozytenzahl in Vollblutproben von SGA- und AGA-Friihgeborenen mit
einem Gestationsalter von < 32 Wochen, bei Geburt, am 3. Lebenstag und am 7. Lebenstag

SGA-Friihgeborene mit einem Gestationsalter von < 32 Wochen (graue Késten) hatten signifikant
niedrigere Leukozytenzahlen bei Geburt, am 3. Lebenstag und am 7. Lebenstag, verglichen mit
AGA-Friihgeborenen (weile Késten). Daten aus Blutbildern lagen fiir Tag 1 und Tag 3 von 20
SGA- und 115 AGA-Kindern vor; fiir Tag 7 von 15 SGA- und 94 AGA-Kindern. Die Daten sind in
Form eines Box-Plot-Diagramms dargestellt. Dieses zeigt den Median, Quartilenabstinde, das
95%-Konfidenzintervall und ,,Ausreiler* als Punkte an. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe
des Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Ein p-Wert von < 0.05 wurde als signifikant gewertet.
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Abbildung 2: Neutrophilenzahl in Vollblutproben von SGA- und AGA-Friihgeborenen mit
einem Gestationsalter von < 32 Wochen, bei Geburt, am 3. Lebenstag und am 7. Lebenstag

SGA-Friihgeborene mit einem Gestationsalter von < 32 Wochen (graue Késten) hatten signifikant
niedrigere Neutrophilenzahlen bei Geburt, am 3. Lebenstag und am 7. Lebenstag, verglichen mit
AGA-Friihgeborenen (weile Késten). Daten aus Blutbildern lagen fiir Tag 1 und Tag 3 von 20
SGA- und 115 AGA-Kindern vor; fiir Tag 7 von 15 SGA- und 94 AGA-Kindern. Die Daten sind in
Form eines Box-Plot-Diagramms dargestellt. Dieses zeigt den Median, Quartilenabstéinde, das
95%-Konfidenzintervall und ,,Ausreiler* als Punkte an. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe
des Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Ein p-Wert von < 0.05 wurde als signifikant gewertet.

Wihrend die Thrombozytenzahlen bei SGA-Kindern signifikant erniedrigt waren, zeigte
sich bei den Normoblasten bei einer Zahlweise von Normoblasten/100 Leukozyten eine
signifikante Erhohung (Abbildung 3 und 4). Nicht-signifikant war hingegen der
Unterschied beziiglich der absoluten Zahlen an Normoblasten zwischen beiden Gruppen;
hier zeigte sich lediglich ein entsprechender Trend (Normoblasten: SGA n=20, Median
4,8/ul, SEM = 3,0/ul, 95% KI: 2,4-15,1/ul vs. AGA n=92, Median 3,3/ul, SEM + 0,7/ul,
95% KI: 4,3-7,0/ul; p=0,1). Hamoglobinkonzentration und Erythrozytenzahlen

unterschieden sich nicht.

38



Ergebnisse

500
450 .
400 -
350
300 -
250 I |
200 - T L |
150 L
100 - .
50

p<0.001 .

Thrombozytenzahl x 10%/ul

AGA SGA

Abbildung 3: Throbozytenzahl in Vollblutproben von SGA- und AGA-Friihgeborenen mit
einem Gestationsalter von < 32 Wochen

Die Thrombozytenzahl bei Geburt war signifikant niedriger bei SGA-Friihgeborenen mit einem
Gestationsalter von < 32 Wochen (graue Késten) als bei AGA-Friihgeborenen (weile Késten).
Daten aus Blutbildern lagen von 20 SGA- und 121 AGA-Kindern vor. Die Daten sind in Form
eines Box-Plot-Diagramms dargestellt. Dieses zeigt den Median, Quartilenabstinde, das 95%-
Konfidenzintervall und ,,Ausreifler* als Punkte an. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe des
Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Ein p-Wert von < 0.05 wurde als signifikant gewertet.
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Abbildung 4: Normoblastenzahl/100 Leukozyten in Vollblutproben von SGA- und AGA-
Friihgeborenen mit einem Gestationsalter von <32 Wochen

Die Normoblastenzahl (Anzahl Normoblasten/100 Leukozyten) bei Geburt war signifikant hoher
bei SGA-Frithgeborenen mit einem Gestationsalter von < 32 Wochen (graue Késten) als bei AGA-
Frithgeborenen (weille Késten). Daten aus Blutbildern lagen von 20 SGA- und 91 AGA-Kindern
vor. Die Daten sind in Form eines Box-Plot-Diagramms dargestellt. Dieses zeigt den Median,
Quartilenabstinde, das 95%-Konfidenzintervall und ,,Ausreiler” als Punkte an. Die statistische
Analyse wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Ein p-Wert von < 0.05 wurde
als signifikant gewertet.

39



Ergebnisse

4.1.3 Zytokinproduktion

Zur Messung der Zytokinkonzentration im Nabelschnurblut von Friihgeborenen mit <
32+0 Wochen wurden Blutvolumina mit einer Leukozytenzahl von 5x10° in RPMI-
Medium suspendiert, anschlieBend mit LPS stimuliert und fiir 24 Stunden bei 37°C und
5% CO,-Konzentration inkubiert. Die Uberstinde wurden abpipettiert und mittels
kommerzieller ELISA-Kits die Konzentrationen von IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, TGF-$ und
l16slichem CD14 gegen eine Standardkurve gemessen. Als Kontrolle lief fiir jeden
Probanden eine unstimulierte Probe mit. Wie in den entsprechenden Grafiken vermerkt,
war nicht von allen Probanden eine ausreichende Menge Nabelschnurblut fiir die
Stimulation vorhanden. In den unstimulierten Proben zeigte sich kein Unterschied in der
Zytokinproduktion zwischen SGA- und AGA-Kindern.

Dagegen lie8 sich bei den SGA-Kindern im Vergleich mit den AGA-Kindern nach
Stimulation mit LPS eine signifikant geringere Expression sowohl proinflammatorischer
als auch anti-inflammatorischer Zytokine nachweisen.

Auf der Seite der proinflammatorischen Zytokine galt dies fiir IL-6, wie in Abbildung 5
veranschaulicht, und IL-8 (SGA n=6, Median 3749 pg/ml, SE + 1608 pg/ml vs. AGA
n=60, Median 16196 pg/ml, SE £ 3669 pg/ml; p=0,005).

Bei den antiinflammatorischen Zytokinen fand sich eine verringerte Expression fiir IL-10,
wie in Abbildung 6 veranschaulicht, bzw. TGF-p (SGA n=6, Median 164,5 pg/ml, SE +
246,5 pg/ml vs. AGA n=60, Median 998 pg/ml, SE + 152,9 pg/ml).

Beziiglich TNF-a und sCD14 fand sich kein Unterschied zwischen beiden Gruppen.
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Abbildung 5: Interleukin 6 Expression nach LPS-Stimulation in Vollblutkulturansiitzen von
SGA- und AGA-Friihgeborenen mit einem Gestationsalter von <32 Wochen

Die Interleukin 6 Expression nach LPS-Stimulation wurde mit Hilfe des ELISA-Verfahrens in
Vollblutproben gemessen. SGA-Frithgeborene mit einem Gestationsalter von < 32 Wochen (graue
Kiasten) zeigten eine signifikant niedrigere IL-6 Expression als AGA-Frithgeborene (weifle
Kasten). Es lagen Datensdtze von 10 SGA- und 100 AGA-Friithgeborenen vor. Die Daten sind in
Form eines Box-Plot-Diagramms dargestellt. Dieses zeigt den Median, Quartilenabstinde, das
95%-Konfidenzintervall und ,,Ausreier* als Punkte an. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe
des Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Ein p-Wert von < 0.05 wurde als signifikant gewertet.
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Abbildung 6: Interleukin 10 Expression nach LPS-Stimulation in Vollblutkulturansitzen von
SGA- und AGA-Friihgeborenen mit einem Gestationsalter von <32 Wochen

Die Interleukin 10 Expression nach LPS-Stimulation wurde mit Hilfe des ELISA-Verfahrens in
Vollblutproben gemessen. SGA-Frithgeborene mit einem Gestationsalter von < 32 Wochen (graue
Kéasten) zeigten eine signifikant niedrigere IL-10 Expression als AGA-Frithgeborene (weille
Kasten). Es lagen Datensdtze von 10 SGA- und 94 AGA-Frithgeborenen vor. Die Daten sind in
Form eines Box-Plot-Diagramms dargestellt. Dieses zeigt den Median, Quartilenabstéinde, das
95%-Konfidenzintervall und ,,Ausreiler* als Punkte an. Die statistische Analyse wurde mit Hilfe
des Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt. Ein p-Wert von < 0.05 wurde als signifikant gewertet.
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Fiir die Expression von IL-6, IL-10 und TGF-B unter LPS-Stimulation fand sich zudem
eine positive Korrelation mit dem Gestationsalter (IL-6: R=0,32, p<0,001; IL-10: R=0,37,
p<0,001; TGF-B: R=0,46, p<0,001). Per Regressionsanalyse wurde deshalb iiberpriift, ob
der Einfluss von SGA auf die Zytokinexpression auch ohne den Effekt des Gestationsalters
Bestand hat. Dazu wurde der Median der Zytokinkonzentration der SGA-Kinder als Cut-
Off fiir die Kategorische Stratifizierung benutzt. Dabei zeigte sich, dass das Gestationsalter
unabhédngig mit der Expression von IL-6 (OR: 1,3, 95% KI: 1,1-1,7, p=0,007) und IL-10
(OR: 1,5, 95% KI: 1,2-1,8, p<0,001) assoziiert war. Dies galt nicht fiir TGF-§ und IL-8.
Passend dazu beeinflusste der SGA-Status unabhingig die IL-6- (OR: 5,3, 95% KI: 1,3-
20,8, p=0,02) und IL-10-Expression (OR: 5,4, 95% KI: 1,2-24, p=0,03). Dies galt hier
ebenfalls nicht fiir TGF- und IL-8.
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4.2 Zusammenhang des SGA-Status mit dem Risiko fiir eine Late-Onset-Sepsis

VLBW-Friihgeborener

4.2.1 Klinische Charakteristika der Kohorte

Insgesamt kamen zwischen Januar 2003 und Dezember 2011 8504 VLBW-Kinder fiir die
Studienteilnahme in Frage. Bei 1747 Kindern wurde den Eltern keine Teilnahme an der
Studie angeboten. In den meisten dieser Félle hatte der behandelnde Arzt die
Studieneignung nicht in Erwdgung gezogen oder vergessen, die Eltern zu fragen.
AuBerdem kam es in vielen Fillen durch frithes Versterben der Kinder zur Nichtteilnahme.
In 90 Fallen lehnten die Eltern die Studienteilnahme ab und in 44 Fillen konnte durch
substantielle Verstdndigungsprobleme mit den Eltern keine Aufkldrung erfolgen. Bei 674
Kindern liegen keine Informationen dariiber vor, warum sie nicht in die Studie
eingeschlossen wurden. Schlussendlich wurden 63 Kinder nicht eingeschlossen, da keine
Informationen beziiglich des Sepsis-Outcomes oder den Ergebnissen von Blutkulturen
dokumentiert waren.

So konnten 5886 Kinder (69%) der urspriinglich in Frage kommenden VLBW-
Frithgeborenen fiir GNN rekrutiert werden. Davon erfiillten 692 Kinder die Kriterien fiir
SGA, wihrend 5194 Kinder nach der verwendeten Definition als AGA galten. Die
klinischen Charakteristika der Kohorte sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Die SGA-Gruppe hatte ein signifikant geringeres Geburtsgewicht und Gestationsalter.
SGA-Kinder kamen signifikant hdufiger per Kaiserschnitt zur Welt und die zur Geburt
filhrenden Schwangerschaftskomplikationen waren signifikant unterschiedlich verteilt:
Wihrend in der SGA-Gruppe héufiger ein pathologischer CTG- bzw. Dopplerbefund die
frithzeitige Geburt bedingte, war bei AGA-Probanden meist eine unhemmbare
Wehentitigkeit bzw. ein AIS ursédchlich. Zusétzlich wies die SGA-Gruppe eine geringere
Wahrscheinlichkeit fiir Mehrlingsschwangerschaften auf und zeigte einen leicht
erniedrigten Nabelschnurblut-pH mit entsprechend negativerem Base Excess. Die Apgar-

Werte nach 5 bzw. 10 Minuten unterschieden sich nicht.
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Tabelle 3: Klinische Charakteristika der VLBW-Kohorte mit einem Gestationsalter von 23+0

bis 31+6 Wochen, stratifiziert nach Geburtsgewichtsperzentilen < 10 (n=5886)

Voigt Perzentile Geburtsgewicht

P<10 P>10 p#
Anzahl Kinder 692 5194
Gestationsalter (Wochen) * 27,7/27,7 28,2/28,3 <0,001
(MW/Median, SD) +/-2,6 +/-2,6
Geburtsgewicht (g) * 647/590 1073/1090 <0,001
(MW/Median, SD) +/- 215 +/- 266
Geschlecht (méannlich, %) 52,0 52,1 0,97
Mehrlinge (%) 19,1 344 <0,001
Miitterliche Herkunft 0,6
Deutschland (%) 72,6 73,6
Europa/Russland (%) 11,1 10,3
Mittlerer Osten/ Tiirkei (%) 10,5 10,6
Asien (%) 2,5 1,7
Afrika (%) 2,3 2,5
Geburt per Kaiserschnitt (%) 91,3 81,0 <0,001
Inborn (%) 97.5 95,3 0,006
Ursachen der Friihgeburtlichkeit (%) #
Unhemmbare Wehentitigkeit 10,4 40,1 <0,001
Praeklampsie 11,3 7.9 0,002
HELLP 16,3 7,2 <0,001
Pathologisches CTG 38,5 18,5 <0,001
Pathologischer Doppler 65,4 12,3 <0,001
Plazentalosung 4,3 7.7 0,002
AIS 7,4 26,7 <0,001

2
P-Werte wurden mit dem X -Test bestimmt wenn nicht anders angezeigt

* Mann-Whitney U Test

# mehr als eine Ursache fiir die Frithgeburtlichkeit mdglich

MW = Mittelwert
SD = Standardabweichung
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4.2.2 Risiko fiir Late-Onset-Sepsis

Sowohl fiir die Late-Onset-Sepsis als auch fiir alle anderen Outcomes wurde eine
Stratifizierung durch Aufteilung der Kohorte in Gruppen nach Gestationsalter durchgefiihrt
(siche Abbildung 7 bzw. Tabellen 6-8). SGA-Kinder zeigten ein signifikant héheres Risiko
fiir eine Blutkultur-positive Late-Onset-Sepsis als AGA-Kinder (20,1% vs. 14,3%, p=
<0,001). In der Folge wurde der Anteil verschiedener Erregergruppen als Verursacher
dieser Septitiden untersucht (siche Tabelle 4). Es zeigte sich, dass das vermehrte Auftreten
vor allem durch eine hdhere Inzidenz von Sepsis-Episoden mit gram-positiven Erregern
bedingt war (16,2% vs. 11,4%, p<0,001), wihrend sich bei den gram-negativen Bakterien
kein Unterschied zwischen SGA- und AGA-Kindern finden lieB3 (4,0% vs. 3,7%, p=0,66).
Unter den gram-positiven Bakterien waren vor allem Koagulase-negative Staphylokokken
fiir die signifikant unterschiedlich verteilten Haufigkeiten zwischen SGA- und AGA-
Kindern verantwortlich (12,8% vs. 8,3%).

Unterschied sich das Sepsisrisiko in der gesamten Kohorte signifikant, so lie sich dieser
Effekt in den fiir das Gestationsalter stratifizierten Gruppen nur im Bereich eines
Gestationsalters von 29 bis < 32 Wochen feststellen.

Zusitzlich wurden die Daten einer Subgruppe der Studienkohorte analysiert, die 5561
VLBW-Friihgeborene mit vollstaindigen Datensdtzen beziiglich multipler Sepsisepisoden
(bis zu einem Maximum von drei Episoden) umfasste. Es zeigte sich, dass bei 6 von 633
SGA-Friihgeborenen (0,9%) eine zweite mit positiver Blutkultur bestétigte Sepsisepisode
auftrat, wahrend dies in der AGA-Gruppe auf 37 von 4928 Kindern (0,8%) zutraf. Drei
Episoden wurden fiir 4 von 633 Kindern (0,4%) in der SGA- und 15 von 4928 (0,3%) in
der AGA-Gruppe dokumentiert.
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Abbildung 7: Inzidenz von Blutkultur-positiven Late-Onset-Septitiden bei SGA-Kindern
verglichen mit AGA-Kindern, stratifiziert nach Gestationsalter
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Tabelle 4: Erregerspektrum der Late-Onset-Sepsis-Episoden

Voigt Perzentile Geburtsgewicht

P<10 P>10 p#
Anzahl Kinder 692 5194
Pathogen in Blutkultur
[Zahl der Episoden, (%)]
KNS 89 (12,8) 426 (8,3) <0,001
Gruppe B Streptokokken 4 (0,6) 28 (0,5) 0,78
Staphylokokkus aureus 17 (2,5) 104 (2,0) 0,39
Enterokokken species 9(1,3) 59 (1,1) 0,70
Andere Streptokokken 1(0,1) 9(0,2) >0,99
Pneumokokken 1(0,1) 0 0,12
Escherichia coli 6(0,9) 71 (1,4) 0,37
Klebsiella species 11 (1,6) 57 (1,1) 0,25
Enterobacter cloacae 10 (1,4) 45 (0,9) 0,14
Serratia 1(0,1) 6 (0,1) 0,58
Proteus mirabilis 0 3(0,1) >0,99
Pseudomonas aeruginosa 0 13 (0,3) 0,39
Listeria monocytogenes 0 3(0,1) >0,99
Candida 9(1,3) 32 (0,6) 0,05
ESBL E.coli 0 3(0,1) >0,99
Andere 25 (3,6) 87 (1,7) 0,002

P-Werte wurden mit dem exakten Test nach Fisher bestimmt

4.2.3 Behandlungsmodalitaten

Um eine Aussage iiber mogliche behandlungsassoziierte Risikofaktoren treffen zu kdnnen,

wurden verschiedene klinische Parameter erfasst. Die Daten hierzu sind in Tabelle 5

zusammengefasst. SGA-Kinder waren vergleichsweise signifikant ldnger hospitalisiert und

invasiv beatmet. Sie bendtigten beim enteralen Nahrungsaufbau mehr Zeit; eine

vollstdndige enterale Nahrungsaufnahme galt ab einer Menge von 150ml/kg/d als erreicht.
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Frithgeborene mit NEC/FIP wurden fiir die Analyse dieses Parameters ausgeschlossen. Des
Weiteren wurden in der SGA-Gruppe hiufiger zentralvendse Katheter verwendet als in der
AGA-Gruppe. Eine antimikrobielle Prophylaxe mit Fluconazol bzw. mit Vancomycin oder
Teicoplanin wurde hdufiger in der SGA-Gruppe verabreicht. Auch bekamen sie Ofter
Reserveantibiotika, wie z.B. Carbapeneme.

Zudem wurden Daten von den VLBW-Friihgeborenen analysiert, die Glykopeptid-
Antibiotika zur Prophylaxe Katheter-assoziierter Septitiden verabreicht bekamen (n=523).
In dieser Subgruppe zeigte sich kein Unterschied beziiglich des Late-Onset-Sepsisrisikos

von SGA- (17/100, 17%) im Vergleich zu AGA-Frithgeborenen (60/423, 14,2%; p=0,48).

Tabelle 5: Behandlungsmodalititen der VLBW-Kohorte mit potentiellem Einfluss auf das
Sepsisrisiko

Voigt Perzentile Geburtsgewicht

P<10 P>10 p#
Anzahl Kinder 692 5194
Dauer der Hospitalisierung (d) 95,8/89/51,8 72,3/66/34,8 <0,001
(MW/Median/SD)
Dauer der parenteralen Ernihrung (d) | 22/17/18 17/14/14 <0,001
(MW/Median/SD) 20/16/13 * 16/13/12 * <0,001
Dauer der invasiven Beatmung (d) 17,5/4/33,5 7,1/1/16,5 <0,001
(MW/Median/SD) 27,7/13/38,6 # | 14,2/6/21 # <0,001
Zentralvenose Katheter (%) 72,7 53,6 <0,001
Einsatz von Reserve-Antibiotika (%) 34,0 17,2 0,012
Prophylaxe mit Fluconazol (%) 19,0 8,4 <0,001
Prophylaxe mit Vancomycin oder 14,5 8,2 <0,001
Teicoplanin (%)

P-Werte mit dem exakten Test nach Fisher bzw. dem Mann-Whitney U Test bestimmt
* 568 vs. 4634 Kinder, VLBW-Kinder mit NEC/FIP ausgeschlossen

# 426 vs. 2628 Kinder, VLBW-Kinder ohne tracheale Beatmung ausgeschlossen

MW = Mittelwert
SD = Standardabweichung
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4.2.4 Unabhangige Risikofaktoren fiir eine Late-Onset-Sepsis bei VLBW-Kindern

In einem weiteren Schritt wurden per Regressionsanalyse potentielle Faktoren analysiert,
die einen FEinfluss auf das Late-Onset-Sepsisrisiko gehabt haben konnten, darunter
Gestationsalter, SGA, Geschlecht, Herkuntft, antenatale Steroidgabe,
Mehrlingsschwangerschaften, Geburt im Perinatalzentrum (,,inborn®), Geburt per
Kaiserschnitt, Ursachen der Friihgeburtlichkeit, prophylaktische Gabe von
Glykopeptidantibiotika oder Fluconazol bzw. Dauer der parenteralen Erndhrung. Der
Hosmer-Lemeshow P-Wert fiir diesen Test betrug 0,58. Dabei zeigte sich, dass ein hdheres
Gestationsalter (pro Woche; OR: 0,75, 95% KI: 0,72-0,78, p=<0,0001), eine prinatale
Behandlung mit Steroiden (OR: 0,7, 95% KI: 0,53-0,92, p=0,01), eine deutsche Herkunft
(OR: 0,76, 95% KI: 0,63-0,91, p=0,003) und die prophylaktische Behandlung mit
Glykopeptidantibiotika (OR: 0,64, 95% KI: 0,47-0,87, p=0,005) jeweils unabhingig
voneinander einen protektiven Effekt auf das Sepsisrisiko hatten.

Zusitzlich zu einer ldngeren Dauer parenteraler Erndhrung (pro Tag; OR: 1,016, 95% KI:
1,011-1,021, p=<0,0001) blieb auch der SGA-Status nach dem Ausschluss anderer
Einflussfaktoren als unabhdngiger Risikofaktor bestehen (OR: 1,31, 95% KI: 1,02-1,68,
p=0,03).

4.2.5 Andere Endpunkte

In der gesamten Kohorte trugen SGA-Kinder auch fiir andere Outomes als die Late-Onset-
Sepsis ein hoheres Risiko. Dies galt fiir Mortalitdt, BPD, NEC, PDA und ROP, wie in den
Tabellen 6-8 dargestellt. Nach Stratifizierung in Gruppen nach Gestationsalter zeigte sich,
dass SGA in allen Gruppen ein erhdhtes Mortalitétsrisiko bzw. ein erhohtes Risiko fiir eine
BPD nach sich zog. Bei der ROP galt dies nur fiir die Gruppen mit einem Gestationsalter <
29 Wochen. Bei den Endpunkten IVH Grad III + IV zeigten dagegen AGA-Kinder mit
einem Gestationsalter von < 27 Wochen ein hoheres Risiko; Dies galt aulerdem fiir das
Risiko einer PVL in der AGA-Gruppe mit einem Gestationsalter zwischen 23+0 und 24+6
Wochen (siehe Tabelle 6).

In einer Subgruppe der Studienkohorte, welche 117 zwischen 2010 und 2011 verstorbene
Kinder umfasst, zeigten die Daten, dass unter den SGA-Kindern 8 von 41 (19,5%) und in
der AGA-Gruppe 17 von 76 (22,4%) an einer Sepsis verstarben. Unter diesen insgesamt 25

Sepsis-bedingten Todesfillen wurde in 14 Féllen eine positive Blutkultur dokumentiert.
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Tabelle 6: Outcome-Daten der Friihgeborenen mit einem Gestationsalter zwischen 23+0 <
26+6 Wochen, stratifiziert nach SGA

23 + 0 bis 24 + 6 Wochen 25 + 0 bis 26 + 6 Wochen
Ja Nein p# Ja Nein p#
(n=132) | (n=455) (n=158) | (n=1045)
Outcome SGA
(Perzentile < 10)
Late-Onset-Sepsis (%) 31,8 343 0,59 26,6 22,3 0,23
Mortalitét (%) 26,2 11,3 <0,001 11,4 5,1 <0,002
BPD (%) 473 39,8 0,13 58,0 27,1 <0,001
Mortalitdt oder BPD (%) | 66,7 49,3 <0,001 65,0 31,2 <0,001
IVH Grad III-IV (%) 9,2 16,3 0,04 6,4 14,9 0,005
PVL (%) 3,1 8,6 0,03 3,2 5,6 0,22
Notwendige OP (%)
PDA 16,7 20,6 0,31 12,0 9,3 0,29
NEC/FIP 18,6 14,9 0,31 12,0 9,3 0,29
ROP 25,0 16,0 0,02 15,9 5,8 <0,001

Tabelle 7: Outcome-Daten der Friihgeborenen mit einem Gestationsalter zwischen 27+0 <
31+6 Wochen, stratifiziert nach SGA

27 + 0 bis 28 + 6 Wochen 29 + 0 bis 31 + 6 Wochen
Ja Nein p# Ja Nein p#
(n=145) | (n=1569) (n=257) | (n=2125)
Outcome SGA
(Perzentile < 10)
Late-Onset-Sepsis (%) 17,9 12,6 0,06 11,3 7.3 0,02
Mortalitét (%) 10,3 1,4 <0,001 1,2 0,3 0,05
BPD (%) 41,4 11,3 <0,001 15,3 4,7 <0,001
Mortalitdt oder BPD (%) | 48,3 12,5 <0,001 16,5 5,0 <0,001
IVH Grad III-IV (%) 4,2 6,0 0,46 2,3 1,6 0,30
PVL (%) 2,8 4,1 0,45 0,8 2,3 0,12
Notwendige OP (%)
PDA 4,2 33 0,55 2,7 0,3 <0,001
NEC/FIP 4,9 3,6 0,46 1,9 1,2 0,33
ROP 6,2 1,1 <0,001 0,8 0,2 0,13
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Tabelle 8: Outcome-Daten der Gesamtkohorte mit einem Gestationsalter zwischen 23+0 <
31+6 Wochen, stratifiziert nach SGA

Alle Kinder
23 + 0 bis 31 + 6 Wochen
Ja Nein p#
(n=692) | (n=5194)
Outcome SGA
(Perzentile < 10)
Late-Onset-Sepsis (%) 20,1 14,3 <0,001
Mortalitét (%) 10,1 2,6 <0,001
BPD (%) 36,6 14,3 <0,001
Mortalitdt oder BPD (%) | 43,7 16,4 <0,001
IVH Grad III-IV (%) 4,9 6,8 0,07
PVL (%) 2,2 4,0 0,01
Notwendige OP (%)
PDA 7,8 4,8 0,001
NEC/FIP 8,1 4,8 <0,001
ROP 9,9 3,0 0,001

bestimmt

P-Werte wurden mit dem exakten Test nach Fischer
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5 Diskussion

Die Forschung im Bereich der Neonatologie konnte im Verlauf der letzten Jahrzehnte
zahlreiche Faktoren identifizieren, die einen Einfluss auf das Outcome von Frithgeborenen
haben. Infektiose Komplikationen zéhlen in dieser Patientengruppe zu den Hauptursachen
fiir die perinatale Morbiditdit und Mortalitit. Das Verstindnis, auf welche Weise
immunologische Prozesse eine systemische Inflammation eindimmen oder verstirken
konnen, ist daher essentiell, um zukiinftig neue Konzepte zur Prévention und Therapie
infektiologischer Komplikationen entwickeln zu kdnnen.

Einige Risikofaktoren der neonatalen Sepsis, wie etwa ein geringes Gestationsalter oder
ein niedriges Geburtsgewicht, konnten bereits Anfang der neunziger Jahre sicher
identifiziert werden. Der SGA-Status galt dagegen noch in den siebziger und achtziger
Jahren als protektiver Faktor fiir das Outcome von Frithgeborenen. Erst seit einigen Jahren
mehren sich die Anzeichen, dass SGA-Kinder ein hoheres Mortalitdts- und
Morbiditétsrisiko aufweisen als Kinder mit einem ihrem Gestationsalter entsprechenden
Geburtsgewicht. Beziiglich der Late-Onset-Sepsis fehlen jedoch groBe multizentrische
Studien, um einen Zusammenhang zwischen SGA-Status und dem Risiko infektiologischer
Komplikationen aufzuzeigen.

Diese Arbeit beschiftigte sich in zwei Teilabschnitten zundchst mit der quantitativen
Immunantwort SGA-Friihgeborener (unizentrische Liibecker Kohorte), um anschlieend
anhand der Daten eines groBen multizentrischen Kollektivs von VLBW-Friihgeborenen

eine Aussage iiber das SGA-assoziierte Sepsisrisiko zu treffen.
SGA-Status und Leukozytenzahlen im postnatalen Verlauf

Ausgangspunkt zum ersten Teilaspekt der Arbeit bildete die Hypothese, dass SGA-
Frithgeborene im Vergleich zu AGA-Frithgeborenen ein quantitatives Defizit im Bereich
der angeborenen zelluliren Immunantwort zeigen. Zur Uberpriifung dieser Annahme
wurde bei einer Kohorte von 144 Friihgeborenen mit einem Gestationsalter von < 32
Wochen jeweils nach Geburt am 3. sowie am 7. Lebenstag Blut abgenommen und
anschlieBend die Leukozyten- und Neutrophilenzahl sowie die Thrombozyten- und
Normoblastenzahlen bestimmt.

Eine quantitative Defizienz bei den Leukozytenzahlen SGA-Friihgeborener wurde bereits
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2010 in einer Studie nachgewiesen [190], allerdings erfolgten die Blutentnahmen hier nur
in den ersten zwei Stunden postnatal. In der vorliegenden Arbeit konnte fiir jeden der o.g.
Untersuchungszeitpunkte bei den SGA-Kindern eine quantitative Defizienz sowohl fiir die
Gesamtzahl an Leukozyten als auch isoliert fiir die neutrophilen Zellen nachgewiesen
werden.

Dies zeigt, dass die im Vergleich zu AGA-Kindern geringeren Zellzahlen keineswegs nur
ein akutes Phidnomen sind, welches nur direkt nach der Geburt auftritt, sondern dass sie
iiber mehrere Tage des postnatalen Verlaufs nachweisbar bleiben. Einschrinkend sei
erwdhnt, dass nach der Korrektur der Ergebnisse fiir das Gestationsalter dieser Unterschied
nur noch fiir den 3. postnatalen Tag und nicht mehr fiir den 7. Tag nachweisbar war.

Neben dem SGA-Status ist eine postnatale Leukopenie hdufig auch mit einer miitterlichen
Praeklampsie assoziiert [127]. Procianoy et al. zeigten 2010, dass der SGA-Status,
unabhidngig von einer parallel vorliegenden Praeklampsie, mit niedrigen
Neutrophilenzahlen assoziiert ist [135]. Auch die Ergebnisse dieser Arbeit stiitzen diese
Erkenntnis.

Weiterhin unklar bleibt die Bedeutung niedriger postnataler Leukozytenzahlen fiir das
Outcome von Friithgeborenen. Einige Studien postulierten einen Zusammenhang zwischen
einem frithen quantitativen Defizit an Neutrophilen und einem erhdhten Sepsisrisiko [45,
89], andere kamen zu einem gegenteiligen Ergebnis [172]. Es scheint also, dass ein
quantitatives Defizit an Leukozyten nicht sicher ein funktionelles Defizit der angeborenen
Immunantwort nach sich zieht. Dafiir spricht auch die Tatsache, dass man inzwischen,
anders als urspriinglich angenommen, davon ausgeht, dass eine Substitution von
granulozyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) bei Friihgeborenen mit
hohem Risiko fiir eine Neutropenie keinen Nutzen hinsichtlich der Reduktion des Risikos
postnataler Infektionen zeigt. So konnte anhand einer Kohorte Frithgeborener mit einem
Gestationsalter < 32 Wochen und SGA-Status gezeigt werden, dass sowohl das short-term
Outcome [27], als auch das Outcome nach zwei Jahren [117] durch die Applikation von
GM-CSF nicht verbessert werden konnten.

Hinsichtlich Thrombozyten- und Normoblastenzahlen bestétigten die Ergebnisse der
vorliegenden Studie die Beobachtungen fritherer Arbeiten. So waren die
Thrombozytenzahlen in der SGA-Gruppe signifikant niedriger als in der AGA-Gruppe,
was Ausdruck einer defizienten Megakaryopoese infolge einer Hypoxie-bedingten

Knochenmarkssupression  bei ~ SGA-Friihgeborenen sein  konnte [33]. Die
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Normoblastenzahlen zeigten sich bei einer Zdhlweise von Normoblasten/100 Leukozyten
in der SGA-Gruppe signifikant erhoht, was als Kompensationsversuch der chronischen
Hypoxie bei hypotrophen Frithgeborenen gedeutet wurde [8, 133].

Unser Studiendesign unterliegt bestimmten Einschrankungen, die nachfolgend diskutiert
werden. Aufgrund des unvorhersehbaren Geburtstermins (z.B. am Wochenende) lagen
nicht von allen Frithgeborenen Differenzialblutbilder an allen Zeitpunkten vor. Zudem kam
in der AGA-Gruppe ein signifikanter Teil der Kinder nach vorzeitiger Wehentitigkeit zur
Welt, was eine vorzeitige Stimulation der angeborenen Immunantwort zur Folge gehabt
und somit die Daten beeinflusst haben konnte. AuBerdem konnten die verringerten
Leukozytenzahlen in der SGA-Gruppe auch Ausdruck einer vermehrten Migration in
GefiBwinde oder extravasales Gewebe sein. In diesem Fall befinde sich das
Immunsystem zwar in einem aktivierten Zustand, allerdings auf eine Weise, die sich

intravasal nicht quantifizieren lieB3e.

SGA-Status und Zytokinexpressionsmuster

Zusitzlich zu der quantitativen Untersuchung der adaptiven Immunantwort widmete sich
diese Arbeit der Charakterisierung des Zytokinexpressionsmuster SGA-Friihgeborener,
also der Schnittstelle zwischen angeborener und adaptiver Immunantwort. Ausgangspunkt
war die Hypothese, dass in diesem Bereich eine funktionelle Defizienz im Vergleich mit
AGA-Friihgeborenen vorliegt.

Zur Messung der Zytokinexpression verwendeten wir Vollblutkulturansitze mit
normierten Leukozytenzahlen aus Nabelschnurblut von 144 Friihgeborenen mit einem
Gestationsalter von < 32 Wochen. Diese wurden mit LPS stimuliert und inkubiert,
worauthin per ELISA die Konzentrationen von IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, TGF-$ und
16slichem CD14 gemessen wurden.

Der Vorteil dieses in-vitro Verfahrens besteht darin, dass die Zellen wihrend der
Inkubationszeit in ihrem natiirlichen Gefiige verbleiben und so die Wechselwirkungen
zwischen aktivierenden und hemmenden Akteuren des Immunsystems anndhernd dem
Zustand in-vivo entsprechen. Aullerdem ermdglicht das Verfahren die Messung auch bei
sehr kleinen Probenvolumina.

Trotz dieser Vorteile bleibt das in-vitro Verfahren letztendlich nur ein Modell, um Ansitze

fiir zukiinftige in in-vivo Studien zu erarbeiten. Ein Nachteil der ELISA-Messung ist, dass
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hier nur die plasmaassoziierten Zytokine erfasst werden, die zuvor von den Zellen im
Ansatz sezerniert wurden. So ldsst sich weder eine Aussage iliber die zellassoziierten
Zytokine, noch tiber ihren Produktionsort treffen.

Die Tatsache, dass Zytokine in ihrer Funktion als inflammatorische Mediatoren eine
zentrale Rolle bei der Entstehung vieler verschiedener die Neonatalperiode betreffender
Komplikationen spielen, wurde bereits in zahlreichen Studien gezeigt [35, 164, 192].

Die Frage, wie sich der SGA-Status zusétzlich zum niedrigen Gestationsalter als
unabhingiger Faktor auf das Zytokinexpressionsmuster auswirkt, ist dagegen noch nicht

abschlieBend geklart.

Interessanterweise waren in der SGA-Gruppe dieser Arbeit die Spiegel sowohl eher
proinflammatorisch wirksamer Zytokine (IL-6 und IL-8) als auch eher antiinflammatorisch
wirksamer Zytokine (IL-10 und TGF-B) im Vergleich zur AGA-Gruppe erniedrigt. Fiir
TNF-a und sCD14 fanden sich dagegen keine Unterschiede.

Proinflammatorisch wirksame Zytokine sind fiir die Koordination der Immunabwehr
essentiell. So spielt z.B. IL-8 eine zentrale Rolle bei der chemotaktischen Rekrutierung von
neutrophilen Granulozyten und der Regulierung der Phagozytoseaktivitit im Rahmen der
angeborenen Immunabwehr. In vielen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass das
Gestationsalter in positiver Korrelation mit der Produktion proinflammatorischer Zytokine
steht [34, 41]. Darin konnte ein Erkldrungsansatz fiir die erhdhte sepsisbezogene Mortalitét
und Morbiditét Frithgeborener liegen. Die in der vorliegenden Arbeit bei SGA-
Frithgeborenen beobachteten erniedrigten IL-6 und IL-8-Spiegel konnten demnach in
Analogie zu den o.g. Ergebnissen ein Indiz fiir eine defiziente zytokinvermittelte
Immunantwort SGA-Frithgeborener im Vergleich zu AGA-Frithgeborenen sein. Dazu
passen auch die Beobachtungen von Jinrong Li et al.: Sie untersuchten die NK-Zell-
vermittelte Immunantwort auf einen viralen Stimulus mit Influenza Typ A bei SGA-
Kindern im Vergleich zu AGA-Kindern bzw. Erwachsenen und konnten zeigen, dass die
NK-Zellen von SGA-Neugeborenen signifikant weniger antivirale Zytokine wie Perforin,
Interferon-y und TNF-a sezernieren [102]. Lindner et al. verglichen in ihrer Arbeit
Zytokinkonzentrationen im Nabelschnurblut von SGA- und AGA-Friithgeborenen und
untersuchten dabei ein &dhnliches Spektrum wie in der vorliegenden Arbeit. Ihre
Einschlusskriterien unterschieden sich jedoch insofern von dieser Studie, als dass Kinder

bis zu einem Gestationsalter von < 37 Wochen eingeschlossen wurden. Das fiihrte in
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beiden Gruppen zu einem deutlich héheren durchschnittlichen Gestationsalter als in dieser
Arbeit. Die Autoren beobachteten beziiglich IL-8 signifikante Unterschiede, nicht jedoch
hinsichtlich IL-6 und IL-10 [104].

Wie eingangs beschrieben, ergibt sich der Aktivierungsgrad des Zytokinsystems aus dem
Zusammenspiel von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen. Folglich kann ein Mangel
an antiinflammatorischen Zytokinen im Falle einer Infektion ein UberschieBen der
proinflammatorischen Immunantwort und somit das Entstehen von Sepsis und
inflammatorisch-bedingten  Folgeerkrankungen begiinstigen. IL-10 zum Beispiel
supprimiert unter natiirlichen Bedingungen die Produktion proinflammatorischer Zytokine
wie IL-1, TNF-q, IL-6 und IL-8. Die in dieser Studie beobachteten verringerten IL-10- und
TGF-B-Konzentrationen bei SGA-Frithgeborenen konnten folglich einen Hinweis auf ein
erhohtes Sepsisrisiko infolge einer insuffizienten antiinflammatorischen Gegenregulation
geben. Schultz et al. zeigten, dass bei Frith- und Neugeborenen im Vergleich zu
erwachsenen Probanden nicht nur die IL-10-Produktion vermindert ist, sondern auch die
inhibitorische Wirkung von IL-10 auf die Produktion proinflammatorischer Zytokine
geringer ausfallt [148].

Letztendlich bieten die Ergebnisse dieser Arbeit zwei Deutungsansitze, die eine erhdhte
Vulnerabilitit SGA-Frithgeborener begriinden konnten: Auf der einen Seite die
Moglichkeit einer ineffizienten Immunantwort durch eine fehlende proinflammatorische
Abwehrreaktion auf pathogene Erreger. Auf der anderen Seite eine defiziente
antiinflammatorische Immunantwort, die mit einem erhdhten Risiko einer systemischen
iiberschieenden Inflammation bei hypotrophen Neugeborenen vergesellschaftet wére. Auf
jeden Fall bleibt festzuhalten, dass bei SGA-Friihgeborenen eine Imbalance der
Zytokinantwort vorliegt, die als Teil einer komplex regulierten und hoch konservierten
Immunreaktion ein funktionelles Defizit darstellt.

Auch bei diesem Teil der Arbeit wies das Studiendesign einige Einschrinkungen auf: Zwar
wurden Kinder mit Amnioninfektionssyndrom oder Early-Onset-Sepsis ausgeschlossen, es
besteht jedoch auch hier die Moglichkeit, dass die Unterschiede beziiglich der Ursachen
der Frithgeburtlichkeit zwischen beiden Gruppen einen Einfluss auf das Ergebnis hatten.
Auch antenatal verabreichte Antibiotika konnten sich (durch das Wechselspiel zwischen
Mikrobiom und Immunsystem) auf die Beobachtungen ausgewirkt haben [42, 93, 137].
Schlussendlich konnte nicht von allen rekrutierten Probanden ausreichend Probenmaterial

gewonnen werden, um jedes der zu bestimmenden Zytokine zu testen.
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Damit postnatale Leukozytenzahlen und Zytokinkonzentrationen Teil eines Systems von
Parametern zur Einschitzung des individuellen Risikoprofils von Frithgeborenen und
solchen mit SGA-Status werden konnen, bedarf es weiter Forschung in Form von grof3en
multizentrischen Studien. Nur so kdnnen zukiinftig z.B. Antibiotikaregime hinsichtlich
Wirkstoftkombination und Behandlungsdauer bedarfsgerechter kalkuliert werden, um so
das Outcome von hypotrophen Frithgeborenen zu verbessern, aber auch, um

therapiebedingte Folgeschdden und Resistenzen zu vermeiden.
SGA-Status und Late-Onset-Sepsisrisiko

Ankniipfend an die obigen Ergebnisse beschiftigt sich der dritte Teil dieser Arbeit mit der
Hypothese, dass SGA-Friihgeborene ein hoheres Late-Onset-Sepsisrisiko zeigen als Kinder
mit einem ihrem Gestationsalter entsprechenden Geburtsgewicht. Zur Uberpriifung wurden
die Daten einer groBen Kohorte von 5886 multizentrisch rekrutierten VLBW-
Frithgeborenen mit einem Gestationsalter zwischen 23+0 und < 31+6 Wochen ausgewertet.
Die Ergebnisse zeigen, dass der SGA-Status tatsdchlich mit einer héheren sepsisbezogenen
Vulnerabilitdt Frithgeborener assoziiert ist. Diese Beobachtung gilt fiir die Gesamtkohorte
und insbesondere fiir die Gruppe mit einem Alter zwischen 29+0 und 31+6 Wochen. Die
Daten zum Keimspektrum, das den beobachteteten Sepsisepisoden zugrunde lag, zeigen,
dass dieser Unterschied vor allem durch Koagulase-negative Staphylokokken bedingt ist.
Insgesamt wurden in der Gesamtkohorte bei 15% der Kinder Blutkultur-positive Late-
Onset-Septitiden beobachtet. Diese Beobachtung bestétigt ahnliche Ergebnisse von Stoll et
al., die in ihrer groBen multizentrischen Untersuchung VLBW-Friihgeborener eine Rate
von 21% registrierten [168].

Insgesamt existieren wenig vergleichbare Daten beziiglich des SGA-assoziierten
Sepsisrisikos. Eine der wenigen multizentrischen Studien des deutschen Nationalen
Referenzzentrums fiir Surveillance von nosokomialen Infektionen unter VLBW-
Frithgeborenen (NEO-KISS) fand signifikant unterschiedliche Sepsisraten von 42% unter
SGA- und 31% unter AGA-Kindern. Allerdings ist die Aussagekraft dieses Ergebnisses
dadurch limitiert, dass nur Kinder mit einem Gestationsalter zwischen 24 und 28 Wochen
eingeschlossen wurden. Zudem wurden die Probanden nur bis zum Erreichen eines
Gewichtes von 1800 g iliberwacht. Etwaige Outcome-assoziierte Ereignisse im weiteren

klinischen Verlauf wurden somit eventuell nicht erfasst. Weiterhin wurden bei der NEO-
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KISS Studie auch klinisch diagnostizierte Septitiden beriicksichtigt, wihrend in dieser
Studie lediglich Blutkultur-positive Episoden Eingang fanden [13].

Anders als NEO-KISS schloss diese Studie Kinder mit einem Alter von 23+0 bis 31+6
Wochen ein. Dieser Bereich wurde gewihlt, da er einerseits einen groferen Teil der
betroffenen Patientengruppe abbildet, und andererseits den Fehler, der durch
Uberreprisentation SGA-Frithgeborener oberhalb der 32. Woche entsteht, minimiert. Trotz
der Anwendung spezifischer Perzentilen fiir Geschlecht und Gestationsalter war die Rate
an SGA-Frithgeborenen mit 11,6% leicht hoher als die erwarteten 10%. Die Definition von
SGA erlaubt es nicht, zwischen einem konstitutionell bedingten niedrigen Geburtsgewicht
und einer fehlenden Ausschopfung des Wachstumspotentials zu unterscheiden. Es fehlt
nach wie vor eine Methode, die diese Unterscheidung moglich macht. Folglich kann auch
in dieser Arbeit nicht mit Sicherheit gesagt werden, in wie vielen Fillen der SGA-Status
tatsdchlich eine pathologische Hypotrophie des Neugeborenen darstellt.

Da die SGA-Gruppe ein signifikant niedrigeres Geburtsalter aufwies, wurde eine
Regressionsanalyse durchgefiihrt, nach welcher der SGA-Status als unabhéngiger
Risikofakor fiir die Late-Onset-Sepsis bestehen blieb.

Durch die Stratifizierung nach Gestationsalter konnte gezeigt werden, dass bei Kindern mit
einem Gestationsalter < 27 Wochen kein Unterschied mehr beziiglich des Sepsisrisikos
bestand. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass in dieser Gruppe Frithgeborener die
extreme Unreife den Effekt, den der SGA-Status auf das Outcome hat, kompensiert. Diese
Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen von Westby et al., die in einer Kohorte
norwegischer ELBW-Friihgeborener ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen SGA und
dem sepsisassoziierten Outcome feststellen konnten [188]. Auch de Jesus et al. kamen in
ihrer Untersuchung einer Kohorte von 385 SGA- und 2586 AGA-Kindern mit einem
Gestationsalter < 27 Wochen zu diesem Ergebnis [36].

Das hohere Sepsisrisiko in der SGA-Gruppe mit einem Gestationsalter von > 27 Wochen
konnte Folge verdnderter Anforderungen an die Behandlungsmodalititen SGA-
Frithgeborener sein. Es zeigte sich, dass in dieser Gruppe hiufiger zentralvendse Katheter
bzw. Reserveantibiotika zum Einsatz kamen, aber auch mehr Zeit zum Erreichen einer
vollstdndig enteralen Erndhrung benétigt wurde. Passend dazu war das hohere Sepsisrisiko
hauptséchlich auf vermehrte Infektionen mit Koagulase-negativen Staphylokokken
zurlickzufiihren, eine Erregergruppe, die durch ihre Fihigkeit zur Biofilmbildung und

andere Virulenzfaktoren zu den wichtigsten Erregern fremdkorperassoziierter Infektionen
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zahlt [184]. Weiterhin wurden Kinder der SGA-Gruppe hiufiger invasiv beatmet,
benoétigten ldngere Beatmungszeiten und wiesen lidngere Aufenthaltsdauern auf. Nach
Integration ~ dieser ~ behandlungsassoziierten =~ Parameter =~ durch ~ multivariate
Regressionsanalyse erwies sich der SGA-Status nicht mehr als unabhéngiger Risikofaktor
fir die Late-Onset-Sepsis. Dabei ist es jedoch wichtig, dass sowohl die
Behandlungsmodalititen einen Einfluss auf das Sepsisrisiko haben konnen, als auch eine
hohe Sepsisinzidenz zu lingeren Beatmungszeiten und Krankenhausaufenthalten fithrt. Um
aus diesen Erkenntnissen zukiinftig individualisierte Therapiekonzepte fiir die vulnerable
Gruppe der SGA-Friihgeborenen ableiten zu koénnen, ist es wichtig, zunidchst die
Pathophysiologie behandlungsassoziierter Risikofaktoren besser zu verstehen. Gleichzeitig
miissen eventuelle Anderungen von Behandlungsleitlinien stets sorgsam abgewogen
werden, da z.B. Plane zur Vermeidung von zentralvendsen Kathetern oder parenteraler
Erndhrung Neonatologen vor die groBe Herausforderung einer ausreichenden
Nahrungsversorgung stellen wiirden.

Ein weiterer hiufig diskutierter Faktor mit Einfluss auf das Sepsisrisiko ist der Gebrauch
von Glykopeptidantibiotika zur Prophylaxe von septischen Komplikationen bei
Frithgeborenen mit peripheren oder zentralvendsen Zugingen. In der vorliegenden Studie
fand sich kein Unterschied zwischen der SGA- und AGA-Gruppe; eine Aussage, die
allerdings durch geringe Fallzahl in dieser Subgruppe und mangelnde KohortengréB3e in
diesem Punkt eingeschridnkt ist. Andere Studien sahen dagegen einen Nutzen in dem
prophylaktischen Gebrauch von Glykopeptidantibiotika [31, 56, 125, 126]. Dabei gilt es
jedoch zu beachten, dass diese Studien einige methodische Schwachstellen aufweisen, da
z.B. Blutkulturen, die aus zentralvendsen Kathetern entnommen wurden, eventuell
Antibiotikariickstdinde enthalten haben und somit falsch negative Blutkulturen einen
Einfluss auf die beobachteten Sepsisraten hatten. Zudem kann nicht ausgeschlossen
werden, dass die ungeschiitzten Placebo-Manipulationen an den Kathetern in der
Kontrollgruppe hohere Sepsisraten zur Folge hatten. Weiterhin wiirde eine zunehmende
Verbreitung von prophylaktischen Antibiotikagaben zur Sepsisprophylaxe zunehmende
Resistenzen sowie ototoxische und renale Nebenwirkungen mit sich bringen.

Nach dieser Darstellung des bedeutenden Einflusses der Behandlungsmodalititen auf das
Sepsisrisiko SGA-Friihgeborener bleibt die Frage nach Einflussgrofien, die im Organismus
des Kindes selbst, bzw. in dem seiner Mutter, zu finden sind. Die Ergebnisse, die im o.a.

Teil dieser Arbeit ausgefiihrt sind, bieten Erklarungsansitze, die qualitative und
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funktionelle Defizite im Bereich der angeborenen Immunantwort betreffen.

Einen anderen Ansatzpunkt bietet die Tatsache, dass eine fetale Wachstumsretardierung
hiufig bei Miittern mit hypertensiven Schwangerschafterkrankungen auftritt [158] und ein
pathophysiologischer Zusammenhang im Sinne einer unzureichenden Plazentation hinter
dieser Beobachtung vermutet wird [83, 129]. Es konnte gezeigt werden, dass plazentare
Invasion und Entwicklung von stark regulierten inflammatorischen Prozessen abhédngen
[22, 129]. Harmon et al. untersuchten den Zusammenhang zwischen Polymorphismen von
inflammatorischen Genen wie IL6 und KLRDI und dem SGA-Status und fanden
signifikante ~ Assoziationen [67]. Fehlregulationen dieser Gene wéhrend der
Schwangerschaft konnten Ursache einer mangelhaften plazentaren Implantation und damit
einer Wachstumsretardierung sein. Gleichzeitig bieten sie einen Ansatz filir zukiinftige
Studien in Form der Frage, ob solche, das miitterliche Immunsystem betreffende
Veridnderungen, einen Einfluss auf das kindliche Sepsisrisko haben. Gleiches gilt fiir die
Beobachtung, dass Schwangere mit Praeklampsie in der Frithschwangerschaft eine starkere
Expression von TLR-2 und TLR-4 auf der Oberfliche und des Cryopyrin-Inflammasoms

im Cytoplasma von Neutrophilen zeigen [191].

SGA und andere Endpunkte

Parallel zu den Erkenntnissen beziiglich des Late-Onset-Sepsisrisikos von SGA-Kindern
lassen sich anhand der Daten der multizentrisch rekrutierten Kohorte VLBW-
Frithgeborener auch Aussagen beziiglich anderer Endpunkte treffen. Die Hypothese
bestand auch hier in einem Zusammenhang von SGA-Status und einem, verglichen mit
normotrophen Kindern, verdnderten Outcome hinsichtlich BPD, IVH, PVL und Tod.

Dabei bestitigen die Ergebnisse dieser Arbeit andere Studien in der Beobachtung, dass die
Kinder der SGA-Gruppe hdaufiger verstarben und signifikant hiufiger eine BPD
entwickelten. Frithere Arbeiten zeigten, dass Kinder mit einem fiir ihr Gestationsalter
hohen Geburtsgewicht geringere BPD-Raten aufweisen [94], und einen ansteigenden
Trend mit abnehmendem Gestationsalter [123]. Einen Erkldrungsansatz fiir diese lineare
Assoziation bieten Modelle, die Wachstum in Abhingigkeit von der Alveolarisierung der
Lunge untersuchen. FEine Studie, welche am Schafmodell eine intrauterine
Wachstumsverzogerung simulierte, indem {iber umbiliko-plazentare Embolisation eine

plazentare Insuffizienz erzeugt wurde, konnte zeigen, dass diese mit einer verminderten
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Alveolenzahl einhergeht. Letztere ist ein wesentliches Merkmal der BPD und noch
ausgeprigter acht Wochen postnatal zu beobachten [114]. Sie war auch zwei Jahre nach
Geburt noch nachweisbar [115]. In einer anderen Studie konnte auflerdem eine Assoziation
zwischen Wachstumsverzogerung und verminderter Alveolarisierung bei mangelerndhrten
Rattenjungen gezeigt werden [121].

Interessanterweise zeigten in der vorliegenden Studie die Kinder der AGA-Gruppe mit
einem Gestationsalter < 27 Wochen ein hoheres Risiko fiir Hirnblutungen im Sinne einer
IVH III° bzw. IV° und in der Gruppe mit einem Gestationsalter < 25 Wochen auch fiir
periventrikuldre Leukomalazien. Frithere Studien lieferten dazu widerspriichliche

Ergebnisse [15, 48, 193].
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6 Zusammenfassung

Infektiologische Komplikationen sind eine der Hauptursachen fiir die perinatale Morbiditét
und Mortalitit Frithgeborener. Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen des SGA-
Status Frithgeborener auf das individuelle Risikoprofil dieser vulnerablen Patientengruppe
zu erforschen. Vor diesem Hintergrund sollten Besonderheiten in der angeborenen
Immunantwort SGA-Friihgeborener innerhalb einer unizentrischen Liibecker Kohorte
untersucht werden. In einem zweiten Teilschritt sollte die Infektionspriddisposition
hinsichtlich Blutkultur-positiver Late-Onset-Septitiden (LOS) anhand der Daten einer
groflen multizentrischen Kohorte analysiert werden.

Die Untersuchung quantitativer Aspekte der Immunantwort SGA-Friihgeborener erfolgte
einerseits auf zelluldrer Ebene mittels der Auswertung von Differenzialblutbildern jeweils
nach Geburt sowie am 3. und 7. Lebenstag sowie auf funktioneller Ebene durch die
Analyse von Zytokinexpressionsmustern. Hierzu wurden Vollblutkulturanséitze mit
normierten Leukozytenzahlen aus Nabelschnurblut von 144 Friihgeborenen mit einem
Gestationsalter von < 32 Wochen verwendet. Diese wurden mit LPS stimuliert und
anschlieend per ELISA die Konzentrationen von IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, TGF-B und
l16slichem CD14 gemessen. SGA-Frithgeborene zeigten ein quantitatives Defizit im
Bereich der postnatalen Leukozytenzahlen im Vergleich zu AGA-Kindern, welches auch
mehrere Tage nach Geburt noch nachweisbar war. Ob dieses quantitative Defizit
gleichzeitig ein funktionelles Defizit darstellt, muss nachgehend gepriift werden. Die
Analyse der Zytokinexpressionsmuster zeigte, dass bei SGA-Friithgeborenen sowohl ein
quantitatives Defizit im Bereich proinflammatorischer Zytokine (IL-6 und IL-8) als auch
antiinflammatorischer Zytokine (IL-10 und TGF-B) vorliegt. Aus diesen Erkenntnissen
lassen sich zwei Deutungsansétze fiir eine erhdhte Vulnerabilitit SGA-Frithgeborener
ableiten: Einerseits konnte eine fehlende proinflammatorische Abwehrreaktion auf
pathogene Erreger eine erhohte Rate infektiologischer Komplikationen bedingen,
andererseits wiirde ein Defizit an antiinflammatorischen Zytokinen bei hypotrophen
Neugeborenen das Risiko einer iiberschieBenden, unbalancierten inflammatorischen
Reaktion erhéhen, was in der Pathogenese zahlreicher Langzeitkomplikationen (BPD,
ROP, NEC) eine Rolle spielt.

Die Untersuchung des Late-Onset-Sepsisrisikos SGA-Friithgeborener erfolgte anhand der
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Daten einer groBen im Rahmen des German Neonatal Network (GNN) rekrutierten
mutizentrischen Kohorte VLBW-Friihgeborener mit einem Gestationsalter zwischen 23+0
und < 31+6 Wochen. Es zeigte sich, dass SGA-Kinder ein hoheres LOS-Risiko aufweisen
als normotrophe Kinder. Dieser Unterschied konnte neben der Gesamtkohorte vor allem in
der Subgruppe mit einem Alter zwischen 29+0 und 31+6 Wochen beobachtet werden. Das
Ergebnis leistet einen wichtigen Beitrag zur Erforschung des Risikoprofils Friihgeborener,
da zum jetzigen Zeitpunkt nur wenige Studien mit dhnlich groBen Kohorten bzw.
vergleichbarem Studiendesign existieren. Wie bereits in fritheren Studien zeigte sich, dass
die Unterschiede beziiglich der Anzahl der Sepsisepisoden vor allem durch Infektionen mit
Koagulase-negativen Staphylokokken bedingt waren. Einschrinkend sei erwdhnt, dass
SGA-Kinder sich auch hinsichtlich der Behandlungsmodalititen von AGA-Kindern
unterschieden (hdhere Rate an invasiver Therapie), so dass der SGA-Status in der
Regressionsanalyse als unabhingiger Risikofaktor nicht mehr nachvollziehbar war.

AbschlieBend sei erwihnt, dass die vorliegenden Ergebnisse beziiglich anderer Outcome-
Parameter frithere Studienergebnisse bestdtigen. So zeigten auch in dieser Arbeit SGA-
Frithgeborene eine hohere Inzidenz hinsichtlich Mortalitit und BPD verglichen mit
normotrophen Frithgeborenen. Interessanterweise waren dagegen die Raten von IVH und

PVL in der SGA-Gruppe geringer.
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Vi

Anhang

Tabelle 9: Definition einer Sepsis bei Friih und Neugeborenen nach dem Surveillance-
Protokoll NEO-KISS des NRZ (Nationales Referenzzentrum fiir Surveillance von
nosokomialen Infektionen des Robert Koch Institutes) [195]

Sepsis Kriterien
Klinische Sepsis * Betreuender Arzt beginnt geeignete antimikrobielle
(ohne Erregernachweis) Therapie fiir Sepsis fiir mindestens 5 Tage

* Kein Keimwachstum in der Blutkultur oder nicht

getestet

* Keine offensichtliche Infektion an anderer Stelle

e Zwei der klinischen Zeichen und Symptome *
Mikrobiologisch bestitige Sepsis * Erreger aus Blut oder Liquor isoliert und kein KNS
(aber kein KNS) (Keim ist mit Infektion an anderer Stelle nicht

verwandt)

® Zwei der klinischen Zeichen und Symptome *
Mikrobiologisch bestitigte Sepsis ® AusschlieBlich KNS aus Blutkultur oder intravasalem
(nur KNS) Katheter isoliert

® Zwei der klinischen Zeichen und Symptome *

¢ Ein Laborparameter #

* Klinischen Zeichen und Symptome

Fieber (>38 °C) oder Temperaturinstabilitit (hdufiges Nachstellen des Inkubators) oder
Hypothermie (<36.5 °C)

unerklérte metabolische Azidose (BE < -10 mval/l)

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

neu aufgetretene Hyperglykdmie (>140mg/dl)

Rekapillarisierungszeit >2s

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

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

# Ein Laborparameter

CRP >2,0mg/dl oder Interleukin

Thrombozyten < 100/nl

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