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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Frdhgeburtlichkeit und deren Ursachen

Eine Schwangerschaft dauert normalerweise 40 Schwangerschaftswochen. Ein
reifes Neugeborenes ist ein Kind, das ein Gestationsalter von 260 bis 293
Tagen hat, also zwischen der vollendeten 37. Schwangerschaftswoche und
dem Ende der 41. Schwangerschaftswoche geboren wird. Als Friihgeborene
werden Kinder bezeichnet, die vor Vollendung der 37. Schwangerschaftswoche
zur Welt kommen. Sie sind in ihrer korperlichen und geistigen Entwicklung
unreif und wiegen meist weniger als 2500g. Als Neugeborene mit extrem
niedrigem Geburtsgewicht werden Kinder bezeichnet, die unter 1000g wiegen.
Neugeborene mit einem Gewicht zwischen 1000g und 1500g haben ein sehr
niedriges Geburtsgewicht und ab einem Gewicht von 1500g wird von einem
niedrigen Geburtsgewicht gesprochen. In Deutschland kommen trotz
verbesserter Betreuung von Schwangeren noch acht Prozent der Kinder zu frih
zur Welt. Die Ursachen fur eine Frihgeburt sind zahlreich. Als Risikofaktoren
fur eine Fruhgeburt gelten Mehrlingsschwangerschaften, ein geringes oder
fortgeschrittenes Alter der Mutter (unter 18 und tber 40 Jahre), Alkohol-,Nikotin-
und Drogenabhangigkeit, Infektionen, Bluthochdruck und Diabetes, aber auch
die Pranataldiagnostik und die allgemeine gesundheitliche Verfassung sowie
Lebensumstande wie Stress, Bildungsgrad und niedriger soziobkonomischer
Status (Berger et al., 1999), (Goldenberg et al., 2008).

Auch Erkrankungen des Feten konnen eine Fruhgeburt auslosen oder dafir
verantwortlich sein, dass eine Frihgeburt medizinisch notwendig wird, um
weiteren Schaden von der Mutter und/ oder dem Kind abzuwenden. Intrauterine
Infektionen, ein vorzeitiger Blasensprung, eine Pra-Eklampsie mit Odemen,
Bluthochdruck und Eiweil3ausscheidung oder das HELLP-Syndrom, welches
durch eine hamolytische Anamie, erhohte Leberwerte und eine
Thrombozytopenie gekennzeichnet ist, sind neben genetischen Faktoren eine
Pradisposition fur eine Frihgeburt (Goldenberg et al., 2008) (Menon, 2008).
Hauptverursacher einer intrauterinen Infektion sind gering virulente Bakterien

wie Ureaplasmen (Goldenberg et al., 2000) (Faye-Petersen, 2008). Sie
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aszendieren Uber den Genitaltrakt und konnen eine Chorioamnionitis
verursachen. Eine Chorioamnionitis ist daher eine meist bakterielle Infektion der
Eih&ute und des Fruchtwassers (Goldenberg et al., 2000) (Redline 2006).
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1.2 Pathogenese und Inzidenz der Chorioamnionitis

Eine Chorioamnionitis ist eine bakterielle Infektion der Eih&ute und des
Fruchtwassers (Goldenberg et al., 2000) (Redline, 2006).

In Kklinischen und epidemiologischen Studien wird beschrieben, dass die
Inzidenz einer Chorioamnionitis bei vor der 24. Schwangerschaftswoche
geborenen Kindern etwa 60% betragt und mit zunehmendem Gestationsalter
sinkt. In der 34. Schwangerschaftswoche betragt sie nur noch knapp 20%
(Goldenberg et al., 2000).

70 A Choricamnionitis [ % ]
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30
40
30
20

10 +

“2024 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34
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Abbildung 1-1: Inzidenz der Chorioamnionitis bei Frihgeborenen (University of Sydney,
Australien). Plazentagewebe wurde histologisch untersucht. Angabe der
Inzidenz mit Anzahl der untersuchten Proben nach Gestationsalter (Lahra et
al., 2004).

Die Pathogenese einer Fruchtwasserinfektion oder einer Infektion der Eihdute
ist bisher nur unzureichend geklart (Kramer, 2005). Durch Amniozentesen, die
vor der 22. Schwangerschaftswoche zu genetischen Untersuchungen
durchgeftihrt wurden, konnten in 15% der Falle positive Bakterienkulturen
nachgewiesen werden. Die bakterielle Besiedelung fuhrte nicht zwingend zu
einer vorzeitigen Beendigung der Schwangerschaft (Steel et al., 2005) (Gerber
et al., 2003), (Perni et al., 2004). Die Prognose der Friihgeborenen korrelierte
jedoch mit den in der Amnionflisssigkeit gemessenen Zytokinkonzentrationen
(IL-1B, TNF-a) (Gerber et al., 2003), (Perni et al., 2004) (Yoon et al, 2000).
Steel und Kollegen zeigten in ihren Untersuchungen, dass der molekulare



Einleitung 4

Nachweis von Bakterien in der Plazenta auch madglich ist, ohne dass eine
Entzindungsreaktion auftritt (Steel et al., 2005). Den Beginn einer bakteriellen
Infektion daher sicher zu bestimmen ist ein Problem aller klinischen
Untersuchungen in diesem Gebiet. Auch in den Eihauten von durch
Kaiserschnitt  termingerecht entbundenen Kinder konnten Bakterien
nachgewiesen werden (Kramer et al., 2005). Ob die Bakterien in diesen Fallen
aktiv das Immunsystem des Feten hemmten oder die Entziindungsreaktion
aufgrund der Unreife des fetalen Immunsystems unterblieb ist noch unklar
(Kramer et al, 2005).

Eine Chorioamnionitis kann akut oder chronisch verlaufen. Meist verlauft sie
chronisch ohne klinische Symptome und bleibt unbemerkt. Schreitet die
Infektion fort entsteht eine fetale systemische Inflammationsreaktion, die
histologisch als Omphalovaskulitis oder biochemisch durch einen Anstieg von
Entzindungsparametern im fetalen Serum nachgewiesen werden kann (Kramer
et al. 2007). Bei der Mutter kann die Chorioamnionitis eine systemische
Entzindungsreaktion  mit  Fieber, Leukozytose und Anstieg der
Entzindungsproteine induzieren. Die systemische Entziindung der Mutter wird
als Amnioninfektionssyndrom bezeichnet. Der Fetus wird bei Auftreten eines
Amnioninfektionssyndroms friihzeitig geboren (Goldenberg et al., 2000). Aber
auch die Omphalovaskulitis ist bedeutsam, da sie im Vergleich zu einer
alleinigen Chorioamnionitis die fetale beziehungsweise neonatale Morbiditat
dramatisch  erhoht (D'Alquen et al., 2005). Die entstandene
Entzindungsreaktion bei der Mutter und dem Feten sowie dadurch ausgeldste
langfristige ~ Veranderungen im  Abwehrsystem sind sowohl aus
wissenschaftlicher Sicht fir Neonatologen und Gynakologen als auch aus
praktischer Sicht fir die klinische Therapie Frihgeborener von Interesse.
Inwieweit ein Zusammenhang zwischen Frihgeburtlichkeit, Chorioamnionitis
und der Entwicklung von chronischen Erkrankungen besteht wird derzeit in
einer prospektiven Studie anhand von zum Beispiel Asthma untersucht (Kumar
et al., 2008).
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1.3  Chorioamnionitis als ,,Multiorganerkrankung*

Die Veranderungen, die durch eine Chorioamnionitis induziert werden, sind
komplex. Da viele Organe durch die vorgeburtliche Entzindung angegriffen
werden kdnnen, kann die Chorioamnionitis auch als ,Multiorganerkrankung des
Feten" bezeichnet werden (Kramer, 2008) (Bashiri et al., 2006) (Damann et al.,
2000) (Damann et al., 2006) (Wolfs et al., 2009).

Abbildung 1-2: Darstellung des Feten im Uterus und der moglicherweise beteiligten
Strukturen einer Infektion von vaginal Gber das Chorioamnion bis zur
Entziindung verschiedener Organe (modifiziert nach Goldenberg et al.,
2000).

1.3.1 Organveranderungen durch Chorioamnionitis
Klinische und experimentelle Daten zeigen, dass die vorgeburtliche
Auseinandersetzung mit einer Entzindung Vor- und Nachteile fir den Feten
haben kann. Auf der einen Seite werden Verdnderungen eingeleitet, die nach
der Geburt die Anpassung des Frihgeborenen verbessern und die
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Uberlebenschancen erhéhen. Die Lunge reagiert unter anderem mit einer
erhohten Produktion von Surfactant auf eine Chorioamnionitis, was das
Entstehen eines Atemnotsyndroms nach der Geburt verhindern kann, wie im
folgenden weiter diskutiert wird. Auf der anderen Seite wird die
Organentwicklung, vor allem die Entwicklung der Lunge beeintrachtigt (Shim et
al., 2004). Auch perinatale Hirnschaden, die im Kinder- und Erwachsenenalter
zu chronischen neurologischen Stérungen fuihren, kénnen auf eine antenatale
Infektion des Chorioamnions zurtickgefuhrt werden (Berger et al., 1999)
(Garnier, 2004) (Garnier et al., 2004). Mentale Retardierung aber auch
Sprachentwicklungsstérungen und Horschadigungen werden als Folge einer
Chorioamnionitis beschrieben (Berger et al., 1999).Die genaue Rolle der
Chorioamnionitis bei einer Schadigung in der Entwicklung des Gehirns wird
kontrovers dargestellt. Ein Zusammenhang mit der Entwicklung einer infantilen
Zerebralparese wird jedoch beschrieben (Bersani et al., 2012). Dabei stellt die
Chorioamnionitis einen Faktor dar, der die Anfalligkeit des noch unreifen

Gehirns gegenuber intrauterinem Sauerstoffmangel erhéht (Sarkar et al., 2005).

1.3.2 Reduktion des Atemnotsyndroms durch Chorioamnionitis
Auf die Lungenreifung hat die Entzindung einen positiven Effekt. Sie wirkt als
Stimulus in utero auf die fetale Lunge, deren Surfactantsystem insbesondere in
Kombination mit midtterlicher Glukokortikoidgabe schneller reift (Speer CP,
2011). Eine Chorioamnionitis kann durch Induktion der Synthese der
grenzflachenaktiven Substanz Surfactant (Jobe et al., 2000) und durch
Verschmaélerung der fetalen Alveolarsepten und damit Verringerung der
Diffusionsbarriere einen erleichterten Gasaustausch bewirken und zur
Reduktion des lebensbedrohlichen Atemnotsyndroms beitragen (Kramer et al.,
2007). Das Atemnotsyndrom beruht auf der Unreife der Lunge und dem
Surfactantmangel. Die Mortalitdt ~ Fruhgeborener  aufgrund eines
Atemnotsyndroms wird auf etwa 60% geschatzt und war bis zur Einfihrung der
Surfactanttherapie und der miutterlichen Gabe von Glukokortikoiden die
haufigste Todesursache (Halliday, 2005) (Zimmermann et al., 2005). Bei

drohender Frithgeburt wird die fetale Lungenreifung derzeit durch Therapie der
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Mutter mit Glukokortikoiden induziert. Hierdurch findet innerhalb von 48
Stunden eine Lungenreifung statt. Als Lungenreifung werden ein erhohter
Metabolismus und die vermehrte Freisetzung von Surfactant in die Alveolen
verstanden (Bunt et al, 1999) (Cogo et al., 2003) (Willet et al., 2000). Nach der
Geburt erhélt das Frihgeborene moglicherweise eine Surfactanttherapie (Speer
et al., 1994).Da vor allem sehr unreife Neugeborene ein geringeres Ansprechen
auf die Surfactanttherapie zeigen, wird diese gegebenenfalls in héherer Dosis
oder wiederholt angewendet (Speer 2011). Dabei scheint die Surfactanttherapie
bei vielen Kindern die Oxygenierung und die Lungenfunktion bei
Atemnotsyndrom zu verbessern ohne dass ersichtliche Nebenwirkungen
auftreten (Wirbelauer et al.,, 2009). Durch die Surfactantgabe konnte die
Mortalitat Frigeborener um etwa 40% und das Auftreten eines Pneumothorax
um 50-70% gesenkt werden (Speer et al., 1994).

Frihgeborene wurden in den letzten zehn Jahren zunehmend durch continous
positive airway pressure (CPAP) unterstitzt. Dadurch konnte die
Intubationsrate und Surfactantgabe reduziert werden (Stevens et al., 2004). Der
hohe endexpiratorische Druck des CPAP wirkt sich positiv auf die Aktivitat des
Surfactant aus (Michna et al., 1999). Eine klinische Studie zeigt, dass das
Risiko an einem Atemnotsysdrom zu erkranken bei Vorliegen einer
Chorioamnionitis fur Frihgeborene erniedrigt ist (Watterberg et al., 1996). Einen
kurzfristigen positiven Effekt hat eine histologisch nachweisbare aber nicht
klinisch imponierende Chorioamnionitis auf Inzidenz und Schwere eines
Atemnotsyndroms (Thomas et al., 2011). Dass eine Chorioamnionitis
bedeutende Auswirkungen auf die Mortalitdt und Morbiditat von Frihgeborenen
hat, wurde auch durch die EPICure Studie verdeutlicht, die in Grol3britannien
und Irland durchgefuhrt wurde. Es wurden Kinder, die zwischen der 20. und der
25. +6 Schwangerschaftswoche geboren wurden im Alter von 24 Monaten
nachuntersucht (Costeloe et al., 2000) (Wood et al., 2000), (Wood et al., 2003)
(Wood et al., 2005). Als unabhéangiger Risikofaktor fuir das Versterben von 61%
der untersuchten Frihgeborenen galt das Fehlen einer Chorioamnionitis.

Andere Faktoren, wie mannliches Geschlecht, fehlende Steroidtherapie der

Mutter antenatal zur Induktion der Lungenreifung und ein hoher Punktwert bei
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der Erfassung des klinischen Zustandes des Kindes (englisch: clinical risk index
for babies) stellten ebenfalls unabhangige Risikofaktoren fiir das Versterben

dar.

Dass Fruhgeborene, die einer Chorioamnionitis ausgesetzt waren, seltener ein
Atemnotsyndrom entwickeln als Frihgeborene, bei deren Miittern histologisch
keine Chorioamnionitis festgestellt wurde, postulieren auch Watterberg
und Kollegen (Watterberg et al., 1996). Andererseits fihrt das Vorliegen
einer Chorioamnionitis zu einem schlechteren Ansprechen auf eine
Surfactanttherapie, falls eine alleinige Versorgung des Babys mit CPAP nicht
ausreicht (Been et al., 2010).

1.3.3 Zusammenhang von Chorioamnionitis und bronchopulmonaler
Dysplasie

Als bronchopulmonale Dysplasie wird eine Erkrankung Frihgeborener
bezeichnet, die mit radiologischen Verdnderungen der Lunge und einem
erhohten Sauerstoffbedarf einhergeht (Jobe et al., 2001). Es wird davon
ausgegangen, dass die bronchopulmonale Dysplasie durch eine chronische
Entzindungsreaktion in den Atemwegen Friuhgeborener zustande kommt
(Speer 2006). Eine multifaktorielle Genese durch Volu- oder Barotrauma der
Lunge, durch Reanimation, mechanische Beatmung oder Sauerstofftoxizitat
wird neben der Chorioamnionitis als Ursache diskutiert (Schmidt et al., 2001)
(Groneck et al,. 1994) (Speer, 2001). Watterberg und Kollegen postulierten
neben einer verminderten Inzidenz eines Atemnotsyndroms bei vorliegender
Chorioamnionitis ein vermehrtes Auftreten einer bronchopulmonalen Dysplasie
(Watterberg et al., 1996). Die von Watterberg und Kollegen untersuchten Babys
wurden beatmet und erhielten weder eine Surfactanttherapie noch wurden die
Mutter mit Steroiden zur Lungenreifung behandelt (Been et al., 2010). In
darauffolgenden Kohortenstudien konnte kein direkter Zusammenhang
zwischen einer Chorioamnionitis und einer bronchopulmonalen Dysplasie

hergestellt werden (Been et al., 2010).
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1.3.4 Immunsystem als Verbindungsglied der Inflammationsreaktionen in
den Organen

Die genauen Effekte, die eine intrauterine Entzindungsreaktion auf die
Entwicklung des Immunsystems des Feten und damit langfristig auf die
Abwehrleistung des Kindes haben kann, sind bisher nur unvollstindig
untersucht. Wirbelauer und Kollegen beschreiben bei vorhandener
Omphalovaskulitis  eine  erhdohte  Interleukin-10  Genexpression  in
Nabelschnurblutmonozyten bei Kindern, die vor der 32
Schwangerschaftswoche geboren wurden. Diese kann zu einer Modulation der
postnatalen Immunreaktion fuhren (Wirbelauer et al., 2011). So kdnnte das
fetale Immunsystem als Verbindungsglied zwischen den bei einer

Chorioamnionitis betroffenen Organen fungieren (Kramer 2008).
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1.4 Thymus

1.4.1 Thymusaufbau
Der Thymus spielt in der Entwicklung des Immunsystems eines Kindes nach
der Geburt eine grol3e Rolle und ist deshalb schon bei der Geburt als wichtiges

Abwehrorgan voll ausgebildet.

medulla

Abbildung 1-3: Der Thymus wird in Rinde (cortex) und Mark (medulla) unterteilt. Die Rinde
wird von einer Kapsel (capsule) umgeben, die aus kollagenem Bindegewebe
besteht. Von der Kapsel gehen Bindegewebssepten (septa) aus, die die
Rinde unterteilen. Diese Septen sind Ein- und Austrittsort von GefaRen und
Nerven. (Welsch, Lehrbuch fir Histologie, Urban und Fischer Verlag)

Abbildung 1-4: VergroRerte Darstellung des Thymus. Ein Lappchen (lobule) besteht aus
einer aulReren Rindenzone (cortex) und einer Markzone (medulla). (nach
Welsch, Lehrbuch fir Histologie, Urban und Fischer Verlag).
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Das Thymusparenchym besteht aus einem Netzwerk von Epithelzellen und
Lymphozyten und wird in eine Rinden- und eine Markregion unterteilt. Das
Grundgerust der Thymusrinde besteht aus Epithelzellen. Unter der Kapsel und
an den Innenseiten der Septen sowie Uber den eintretenden Blutgefal3en bilden
die Epithelzellen eine lickenlose einschichtige Blut-Thymus-Schranke. Die von
den Epithelzellen abgegebenen Hormone bewirken die Proliferation und
Pragung der T-Zellen. Die Blut-Thymus-Schranke fungiert dabei als Barriere fur
Antigene. In der Rinde gehen durch negative Selektion potentiell autoreaktive
Lymphozyten zugrunde. Sie werden von Makrophagen aufgenommen, die
einen Wall an der Rinden-Mark-Grenze bilden. Im Markraum sind die
Lymphozyten weniger dicht gelagert. Dadurch entsteht das Bild der helleren
Farbung. Im Mark werden auch Hasall'sche Kérperchen gefunden, deren
Funktion bisher ungeklart ist (Hahn et al., 2000).

1.4.2 Einteilung der T-Lymphozyten
Alle T-Lymphozyten exprimieren Oberflachenmarker anhand derer sie in
Subpopulationen unterteilt werden. Funktionell werden die T-Lymphozyten in
T-Helferzellen (CD4+), die die Immunantwort verstarken, regulatorische T-
Zellen (CD4+, CD25+, CD62+), die die Immunantwort dampfen und
zytotoxische T-Zellen (CD8+) eingeteilt. Letztere wandern an den Ort der
Entzindung und zerstéren dort durch enzymatische Perforation, den Tumor-
Nekrose-Faktor oder einen exprimierten Fas-Liganden extra- und intrazellulare
Bakterien oder entartete Korperzellen. Kommt der fetale Atem- oder Darmtrakt
in Kontakt mit einem Endotoxin fuhrt dies zu einem Anstieg der Zahl der
CD4+CD25+Zellen und zu einer anteilmaRigen Anderung der CD4+ und
CD8+Zellen im Thymus (Wolfs et al., 2009) (Kramer et al., 2010). Nattrliche
regulatorische T-Lymphozyten (Treg Lymphozyten) stellen eine Subgruppe der
CD4+T-Helferzellen dar. Etwa 5-10% des peripheren CD4+T-Zellrepertoires
werden von naturlichen vorkommenden regulatorischen T-Zellen gebildet
(Guckel, 2010). Sie reifen im Thymus, regulieren die Immunantwort indem sie
die T-Zell-Effektorantworten supprimieren und sind aul3erordentlich wichtig um

die periphere Toleranz aufrechtzuerhalten (Sakaguchi et al., 2008).
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Treg Lymphozyten spielen bei der Entwicklung verschiedenster Krankheiten,
wie Infektionen, Autoimmunerkrankungen, Allergien und Asthma eine Rolle
(Piccirillo, 2008) (Allan et al.,, 2008). Es wird angenommen, dass Treg
Lymphozyten sowohl nitzliche als auch schadliche Effekte haben kdnnen.
Deshalb ist es von groRem Interesse die genauen Wirkungsmechanismen der
Treg Lymphozyten zu verstehen. Ein grof3er Fortschritt in der Analyse von Treg
Lymphozyten gelang mit der Identifizierung des Transkriptionsfaktors forkhead
box P3. Er gehort zu den forkhead Proteinen, die mit der Fox-Familie eine
eigenstandige Familie von Transkriptionsfaktoren bildet, die viele zelluléare
Differenzierungsprozesse steuert (Lehmann et al., 2003): Er wird fur die
Entwicklung, Erhaltung und Funktion der Treg Lymphozyten bendtigt. Es wird
postuliert, dass FoxP3 der Hauptregulator von Treg Lymphozyten ist (Li B et al.,
2008). Es gibt neben den FoxP3-abhangigen CD4+CD25+-Treg-Zellen jedoch
auch FoxP3 unabhéangige regulatorische CD4+ Zellen (Ocklenburg, 2005).
Zusammenfassend stellt die Entwicklung und Selektion der T-Lymphozyten im
Thymus einen komplexen Prozess dar, der wéhrend der fetalen und
postnatalen Periode von endogenen und exogenen Stimuli beeinflusst wird
(Ciofani et al., 2007).

1.5 Thymusinvolution

1.5.1 Physiologische Thymusinvolution
Bereits in der Pubertat findet die Thymusinvolution statt. Dabei bilden sich
Thymusrinde und Mark zurtick, periseptales und interstitielles Fett- und
Bindegewebe vermehren sich. Die Anzahl an Lymphozyten nimmt ab. Das
Rinden-Mark-Verhaltnis des Thymus verschiebt sich zugunsten des
Markanteils. Bestanden beim Neugeborenen noch 60% des Thymus aus Rinde,
betragt der Rindenanteil eines 70-jahrigen nur noch 30%. Auch eine
Verschiebung des Verhaltnisses zwischen Parenchym und Mesenchym
zugunsten des Mesenchyms findet Uber die Jahre statt. Beim Neugeborenen
betragt das Verhaltnis noch 5:1, beim 20-jahrigen hat es sich schon auf 3:2
verschoben. Beim 40-jahrigen betragt es 1:40 (Otto, 1998). Wie jedoch diese
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physiologische Thymusinvolution in ihren molekularen Mechanismen genau

ablauft wird weitestgehend noch nicht verstanden.

1.5.2 Akzidentelle Thymusinvolution

Neben der physiologischen Thymusinvolution kann es auch zu einer
akzidentellen Thymusinvolution kommen. Diese wird auch als Stref3involution
oder Hyperinvolution bezeichnet und kann akut oder chronisch verlaufen.
Steroide induzieren dabei den Zelltod kortikaler Thymozyten. Im Markbereich
findet die akzidentelle Thymusinvolution nur geringfligig statt, da die dort
vorliegenden reifen B- und T-Lymphozyten gegen Steroide resistent sind (Otto,
1998). Da Steroide in hohem MalRe den Zelltod kortikaler Lymphozyten
induzieren, ist auch die miutterliche Steroidgabe bei drohender Frihgeburt mit
Auswirkungen auf das Immunsystem des Feten verbunden. Aronson hat die
Hypothese aufgestellt, dass Glukokortikoide in unreifen Thymozyten eine
Apoptose induzieren und so zur Thymusinvolution beitragen kénnen (Aronson,
1989). Die Mdglichkeit der Erholung von diesen Prozessen ist wichtig fur die
Funktion des Immunsystems im weiteren Leben (Elmore, 2006).

1.6  Tiermodell fur Chorioamnionitis

Von Jobe und Kollegen wurde mit Schafen ein Tiermodell entwickelt um die
fetale Lungenreifung beziehungsweise die Einflisse einer Chorioamnionitis auf
die Lungenentwicklung in vivo zu studieren (Jobe et al., 2000) (Willet et al.,
2000) (Kallapur et al.,, 2001) (Kramer et al., 2001). Das Schaf zeigt in den
einzelnen Phasen der Lungenentwicklung, bezogen auf das Gestationsalter, die
gleiche Abfolge wie der Mensch. Dies macht es zu einem idealen Tiermodell fir
die Erforschung der Lungenentwicklung (Pringle, 1986). Die einzelnen Phasen
der Proliferation und Differenzierung der Lunge wurden histologisch untersucht
(Burri, 2006). Wahrend beim Menschen die Ausbildung der Alveolen in der
Lunge bereits gegen Ende der Schwangerschaft beginnt, bilden sich zum
Beispiel bei Nagetieren die ersten Alveolen erst nach der Geburt aus (Pringle,
1986). Daher eignen sich Nagetiere, im Gegensatz zum Schaf, nicht als

Tiermodell zur Untersuchung der Lungenentwicklung nach intrauteriner
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Inflammationsreaktion oder nach Friihgeburt. In dem fiur die vorliegende Arbeit
verwendeten Modell wurde eine Chorioamnionitis mittels intraamniotischer
Injektion des Endotoxins von Escherichia coli ausgeldst (Jobe et al., 2000)
(Willet et al., 2000) (Kallapur et al., 2001). Im Chorioamnion konnte bereits funf
Stunden nach Injektion des Endotoxins eine Erh6hung der messenger
Ribonukleinsdure (MRNS) und der proinflammatorischen Zytokine Interleukin-
13, IL-6 und IL-8 festgestellt werden (Kallapur et al., 2001). Bereits sieben Tage
nach der Injektion des Endotoxins war die Lungenfunktion der durch
Kaiserschnitt geborenen Lammer verbessert. Dies konnte durch
lungenphysiologische Parameter, die Grol3e des Surfactantpools und die
Beatmungseffizienz gezeigt werden (Jobe et al., 2000). Nach der Injektion des
Endotoxins kam es zu einer Abfolge pulmonaler Verdnderungen, wie in
Abbildung 1-5 dargestelit.

Intraamniotische Endotoxininjektion

ﬂ H,O, Produktion

Lungenverletzung
Pulmonale Entziindung
Systemische Entziindung
Apoptose

Proliferation

Surfactant Pool

Wachstumsstopp d.
Alveolen

0 5 24 3 4 7
Stunden Tage

Abbildung 1-5: Zeitliche Abfolge der pulmonalen Veranderungen nach intraamniotischer
Injektion einer einzelnen Dosis des Escherichia coli Endotoxins
(zusammengefasst nach Kramer et al., 2001, Kramer et al., 2002 und
Kramer 2008).

Bei den frihgeborenen Lammern war sieben Tage nach Injektion des
Endotoxins in die Amnionfllissigkeit ein Stopp des Wachstums der Alveolen zu
verzeichnen (Willet et al., 2000). Der in Abbildung 1-5 dargestellte Ablauf, der

durch die Chorioamnionitis induzierten pulmonalen Inflammation, &hnelt dem
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einer Lungenverletzung in erwachsenen Tiermodellen. Aktivierte Monozyten
und neutrophile Granulozyten produzierten nach der intraamniotischen Injektion
von Endotoxin in den Luftwegen Sauerstoffradikale, die zur Bildung von
nachweisbarem Wasserstoffperoxid fuhrten. Das produzierte
Wasserstoffperoxid kann insbesondere bei Frihgeborenen, bei denen die
antioxidativen Schutzmechanismen beeintrachtigt sind eine Lungenverletzung
einleiten. Mittels Nachweis von PCNA konnte eine erhohte Zellproliferation in
der fetalen Lunge nach drei Tagen, und somit vor dem Einsetzen der
Lungenreifung nachgewiesen werden. Ein erhdhter Surfactantpool konnte
sieben Tage nach der Endotoxinapplikation festgestellt werden. Innerhalb einer
Woche nach einer Chorioamnionitis, ausgel6st durch eine einzige Injektion von
Escherichia coli Endotoxin, lag eine pulmonale Entziindungsreaktion mit einer
veranderten Lungenstruktur entsprechend einer bronchopulmonalen Dysplasie
vor. Eine systemische Entzindungsreaktion wurde induziert. Die Effekte der
Entzindung auf den Thymus sind unklar. Dieses Tiermodell erfillt den
Anspruch klinische Beobachtungen, wie zum Beispiel die Lungenreifung nach
Chorioamnionitis,  immunohistochemisch  beziehungsweise  histologisch
nachzuvollziehen. Auch die Reduktion der Anzahl der Alveolen nach langerer
Exposition gegenuber inflammatorischer Stimuli wird in diesem Modell
abgebildet (Willet et al., 2000). Daher eignet sich das Tiermodell um den Effekt
einer, durch das Endotoxin von Escherichia coli induzierten, Chorioamnionitis

auf den fetalen Thymus zu untersuchen.

1.7 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob eine durch das Endotoxin von
Escherichia coli induzierte Chorioamnionitis bei frihgeborenen Lammern
Veréanderungen des fetalen Thymus verursacht. Dabei wurden neben dem
Thymusgewicht und feingeweblicher Analyse des Thymus die Anzahl der
zirkulierenden Lymphozyten und die Kortisolkonzentration im Nabelschnurblut
der Tiere bestimmt. Bei der feingeweblichen Untersuchung des Thymus wurden
apoptotische Zellen, proliferierende Zellen und der Transkriptionsfaktor FoxP3

untersucht. Apoptotische Zellen wurden durch aktivierte Caspase-3 detektiert;
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Zellen, die sich in der Proliferation befanden mit Ki-67 beziehungsweise PCNA
markiert. Die Apoptoserate, die Zellproliferation und die Expression von NF-kB,
FoxP3 sowie der Glukokortikoidrezeptoren im fetalen Thymus wurde ge-

messen.

Es wurde die Hypothese untersucht, dass durch eine Chorioamnionitis
Apoptose in  Thymozyten induziert wird. Durch die Messung der
Lymphozytenanzahl im Blut wurde untersucht, ob eine Ausschwemmung der
Lymphozyten in die Blutbahn stattfindet. Eine Zellproliferation nach
vorausgegangener  Verletzung kann zur  Wiederherstellung des
Thymusgewichts beitragen, was durch Farbung fur Proliferationsmarker
untersucht wurde. Die Anzahl regulatorischer T-Zellen wurde durch FoxP3
eruiert. Durch die Abnahme von regulatorischen T-Lymphozyten, die durch den
Transkriptionsfaktor FoxP3 gekennzeichnet sind, &anderte sich die

Zusammensetzung der im Thymus vorhandenen Zellen.
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2 Methoden

2.1 Tierexperimentelles Studiendesign

Die Tierversuche wurden in Perth, Australien durchgefihrt. Sie wurden vom
Department of Agriculture in  Western Australia, genehmigt. Die
Versuchsprotokolle wurden dem Tierschutzbeauftragten der Universitat

Wirzburg vorgelegt.

Secti
Zeitintervall von der Behandlung ogae
bis zur Sectio
5d 2d 1d 5h | Geburt
| | [ ] | |
—
118d 121d 122d 122d 41234 150d

Gestationsalter zum
Behandlungszeitpunkt

Abbildung 2-1: Studiendesign des Tierexperimentes. Die normale Tragezeit betragt 150
Tage. Die Sectio caesarea wurde bei allen Tieren im Alter von 123 Tagen
durchgefuhrt.

Die Tiere waren mit einem Feten trachtig. Das Gestationsalter war zum
Zeitpunkt der Sectio caesarea gleich. Die trachtigen Schafe wurden in vier
Gruppen mit vier bis sieben Versuchstieren unterteilt. Funf Tage, zwei Tage,
einen Tag beziehungsweise fiunf Stunden vor der Entbindung wurde den
Muttertieren 10mg Endotoxin (Escherichia coli 055:B5, Sigma, St Louis, MO)
intraamniotisch verabreicht. Die Gruppe, die funf Stunden vor der Entbindung
die Injektion erhielt bestand aus sieben Tieren; sechs Tiere erhielten die
Injektion einen Tag vor der Sectio caesarea. Weitere vier Tiere erhielten die

Injektion zwei Tage und sechs Tiere fuinf Tage vor der Entbindung.

Die Kontrollgruppen bestanden aus insgesamt acht Tieren, von denen jeweils
zwei Tieren entweder finf Stunden, einen Tag, zwei Tage oder finf Tage vor
der Entbindung 10 mg einer Kochsalzlosung (NaCl 0,9%) in die
Amnionflissigkeit gespritzt wurden. Da es zwischen den Kontrolltieren, die die

Kochsalzinjektionen zu verschiedenen Zeitpunkten erhielten keine Unterschiede
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gab, wurden alle Tiere zu einer Kontrollgruppe zusammengefasst. Diese Daten
werden hier nicht aufgefihrt. Vor dem Ausldsen einer Chorioamnionitis durch
die Endotoxininjektion wurde den Mutterschafen Betamethason intramuskular
injiziert. Damit wurde die Situation Frihgeborener nachgebildet, die in der
Regel einer pranatalen Steroidtherapie der Mutter ausgesetzt waren
(Goldenberg et al., 2000) (Lahra et al.,, 2004) (Goldenberg et al., 2001). In
unserer Studie wurde das Endotoxin von gramnegativen E. coli (Escherichia
coli, Serotyp 055:B5) zur Auslésung einer Entziindungsreaktion verwendet. Das
Endotoxin, das auch als Lipopolysaccharid bezeichnet wird, ist Bestandteil der
Zellwand gramnegativer Bakterien. Uber einen Lipidanteil wird es in der
aulBeren Zellmembran verankert. Der Kernpolysaccharidanteil besteht aus
verschiedenen Zuckern und die O-spezifische Polysaccharidkette aus Einheiten
von drei bis acht Zuckern. Fur die toxische Wirkung des Bakteriums ist das
Lipid A verantwortlich. Es stimuliert Uber Makrophagen die Bildung und
Ausschittung von Zytokinen, die zu Fieber, Gerinnungsaktivierung, Stimulation
der Granulopoese und Blutdruckabfall fihren. Die Entziindungsreaktion
verursacht das Endotoxin in vielen Zellen, indem es Uber Toll-like-Rezeptoren
den Proteinkomplex NF-kB aktiviert und so die Kaskade der
Entzindungsreaktion in Gang bringt (Kramer 2008).

Alle Injektionen in die Amnionflissigkeit wurden an den Schafen
ultraschallgesteuert (Aloka SSD 500; Aloka Co, Ltd) durchgefuhrt. Zusatzlich
wurden die Elektrolytwerte in aspirierter Amnionfllissigkeit gemessen, um
sicherzustellen, dass die Amnionhdhle und nicht die Allantoishdhle punktiert
wurde (Jobe et al.,, 2000) (Willet et al., 2000) (Kallapur et al., 2001). Die
induzierte Chorioamnionitis wurde Uber gestiegene IL-1, IL-6 und IL-8 mMRNS
in Zellen der Amnionfliussigkeit, die erh6hte Zahl an Entzindungszellen und
eine histologische Entzindungsreaktion des Chorioamnions nachgewiesen
(Kramer et al., 2001).

Es wurden Veranderungen des Thymusgewichts zwischen finf Stunden und
funf Tagen nach Applikation eines Endotoxin untersucht. Den Tieren wurde das
Endotoxin funf Tage, zwei Tage, einen Tag oder fiinf Stunden vor der Sectio
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caesarea, wie bereits bei Kallapur und Kollegen beschrieben (Kallapur et al.,
2003), injiziert.

Zur Durchfihrung der Sectio caesarea erhielten die Mutterschafe 20 mg
Ketamin pro kg Korpergewicht und Xylazine (0,1 mg/kg Korpergewicht)
intramuskular. Dann wurde eine spinale Anasthesie mit 3 ml Lidocain 2%
durchgefuhrt. Die Lammer wurden entbunden und gewogen. Nabelschnurblut
wurde gewonnen, um ein komplettes weil3es Blutbild erstellen und die
Kortisolwerte messen zu kdnnen (Kallapur et al., 2003). Den LAmmern wurde
eine letale Dosis von 100 mg Phenobarbital pro Kilogramm Koérpergewicht tber
die Nabelvene verabreicht. Um den Thymus zu entnehmen, wurde der
Brustkorb eroéffnet. Der native Thymus wurde isoliert, gewogen und in Paraffin

eingebettet.

2.2 Immunohistochemie

Die in Paraffin eingebetteten Thymusbiopsien wurden am Microtom 2 pum dinn
geschnitten, in destilliertem Wasser aufgefangen und in einem 55° Celsius
warmen Wasserbad gestreckt. Danach wurden zwei bis vier Schnitte auf einen
sialinisierten  Objekttrager (APES, 3-amino-propyltriethoxy-silane; Roth,
Karlsruhe, Deutschland) aufgezogen und 30 Minuten bei 56° Celsius
getrocknet. Bis zur Farbung wurden die Praparate im Kihlschrank bei 4°
Celsius aufbewahrt.

Vor der Farbung wurden die Schnitte eine Stunde in einem Warmeschrank bei
60° Celsius erwarmt, um das Paraffin zu verflissigen. Nach mindestens
zehnminutigem Abkuhlen bei Raumtemperatur wurden die Schnitte fur 20
Minuten unter dem Abzug in Xylol gebadet, um sie zu deparaffinisieren. Um die
Schnitte an das wassrige Farbemilieu anzupassen, wurde danach eine
Rehydrierung in absteigender Alkoholreihe durchgefuhrt. Dazu wurden die
Schnitte zuerst fir zweimal zwei Minuten in 100%iges Ethanol getaucht. Dann
erfolgten jeweils einminutige Inkubationen in 96%igem, 80%igem und 50%igem

Ethanol. AbschlieRend wurden die Schnitte in destilliertem Wasser geschwenkt.
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Fur die Antigendemaskierung wurden jeweils zehn Schnitte in gleichmalligem
Abstand in Plastikbehalter einsortiert. Die Plastikbehalter und zwei
Standklvetten wurden mit 0,01 M Zitronensduremonohydratlésung (pH 6,0)
aufgefullt und in der Mikrowelle bei 750 Watt, je nach Vorbehandlungsanleitung
des primaren Antikorpers, zwei Minuten oder siebeneinhalb Minuten gekocht
(Tabelle 2.3.1). Vor der erneuten ,Hitzebehandlung” wurde die verdunstete
Menge Zitronensauremonohydratldsung nachgefullt. Die zweite Behandlung in
der Mikrowelle fand bei 360 Watt statt und betrug je nach primérem Antikorper
neun Minuten beziehungsweise zehn Minuten (Tabelle 2-1). Diese
Vorbehandlung diente der Freilegung spezifischer Bindungsstellen fir die

primaren Antikorper.

Antikorper | Inkubationszeit Vorbehandlung

NFkB 1 Std 7,5 Min bei 750 W und 10 Min bei 360 W

GR 2 Std 7,5 Min bei 750 W und 10 Min bei 360 W

Casp- 3 1Std 2 Min bei 750 W und 9 Min bei 360 W

Ki 67 1Std 2 Min bei 750 W und 9 Min bei 360 W

PCNA 1Std 2 Min bei 750 W und 9 Min bei 360 W
Antikérper | Verdiinnung Produkt, Bezugsquelle

NFkB 1:1000 sc-226, Santa Cruz Biotechnologie Inc, Santa Cruz
GR 1: 250 sc-8992,Santa Cruz Biotechnologie Inc, Santa Cruz, CA
Casp 3 1: 100 #9664, Cell Signaling Technology Inc, Danvers, MA
Ki 67 1: 50 Dako M7240, Dako Corp, Glostrup, Denmark
PCNA 1: 400 Dako M0879, Dako Corp

Tabelle 2-1: Auflistung verwendeter priméarer Antikorper, deren Inkubationszeiten,

Verdiinnungen und durchgefuhrte Vorbehandlungszeiten in der Mikrowelle

Die priméaren Antikdrper dienten dazu Uber immunohistochemische Prozesse
Zellen in ihren verschiedenen Phasen der Zellteilung anzufarben. Als primare
Antikérper wurden ein polyklonaler Antikdrper gegen Glukokortikoidrezeptor a
und B , der in Hasen hergestellt wurde, ein monoklonaler Antikorper gegen
aktivierte Caspase-3, der ebenfalls in Hasen hergestellt wurde und ein
monoklonaler Antikorper gegen Ki67, hergestellt in Mausen sowie ein

monoklonaler Antikérper gegen PCNA, ebenfalls in Mausen hergestellt,
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verwendet. Ein polyklonaler Antikorper gegen eine Komponente von NF-kB
wurde verwendet, um die entztindliche Aktivierung zu messen (Verdinnungen
und Bezugsquellen siehe Tabelle 2-1). Der monoklonale Antikérper Proliferating
cell nuclear antigen (anti-PCNA) kann eine Zelle markieren, die sich im
Wachstum befindet. Der Antikbrper gegen PCNA ist in der Synthesephase, der
G2-Phase und der Mitose des Zellzyklus erhoht. Der Antikorper Ki-67 ist
ebenfalls ein Proliferationsmarker. Er farbt Zellen an, die sich in der G1-Phase,
in der Synthesephase, der G2-Phase oder der Mitose befinden (Yu et Filipe,
1993). Der Proteinkomplex NF-kB ist wahrend des gesamten Zellzyklus in
niedriger Konzentration vorhanden und fungiert als Transkriptionsfaktor. In der
Immunantwort kommt ihm eine Schlusselrolle zu. Die Apoptose wurde Uber

aktivierte Caspase-3 nachgewiesen.

Die Caspase-3 gehort zur Familie der Cystein-Proteasen. Sie stellt ein
Schlusselenzym in der Kaskade der Apoptose dar. In der inaktiven Form liegt
sie als Procaspase vor. Nach ihrer Spaltung besteht sie in apoptotischen Zellen
aus zwei Fragmenten. Zur Markierung der aktivierten Caspase-3 wurde ein
Antikérper benutzt, der sich spezifisch mit einem durch die Spaltung neu
entstanden Epitop verbindet. Der Nachweis der aktivierten Caspase-3 eignet
sich zur immunbhistologischen Darstellung der Apoptose, da ihr Vorhandensein
als spezifisch fir apoptotische Zellen gilt. Bei der immunohistochemischen
Darstellung werden Zellen mit aktivierter Caspase-3 durch den Antikdrper

positiv dargestellt.

Nach der Demaskierung der Antigene kihlten die Schnitte 20 Minuten ab und
wurden dann in destiliertem Wasser gewaschen. Zum Entfernen der
endogenen Peroxidaseaktivitat wurden alle Schnitte in einer Lésung aus
dreiprozentigem Wasserstoffperoxid in Methanol fir acht Minuten bei
Raumtemperatur in einer Standkuivette inkubiert. Dann wurden die Schnitte mit
destilliertem Wasser gespult und fur mindestens finf Minuten zur pH-Wert-

Angleichung in isotoner Phosphat gepufferter Salzlésung (PBS) gewaschen.

Die unspezifischen Bindungsstellen fur Proteine wurden mittels flinfprozentigem

bovinem Serumalbumin (BSA) blockiert. Das BSA wurde nach 15-minutiger
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Inkubationszeit von den Schnitten abgekippt. Dann wurde der primare
Antikérper aufgebracht (Verdinnung der Antikérper Tabelle 2-1). Die
Inkubationszeit betrug bei Raumtemperatur je nach Antikorper eine oder zwei
Stunden (Tabelle 2-1). Nach dieser Inkubationszeit wurden die Schnitte mit
PBS gespilt. Dann wurden sie fur 15 Minuten mit dem sekundéaren Antikérper,
einem aus Ziegen gewonnenen biotinyliertem Brickenantikdrper bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Schnitte erneut mit PBS gesplilt.
Die darauf folgende Inkubation mit Streptavidin-horse-raddish-peroxidase
(HRP; Dako Glostrup, Denmark) dauerte bei Raumtemperatur ebenfalls 15
Minuten. In dieser Zeit band das Streptavidin aufgrund seiner naturlichen
Affinitat zu Biotin an den biotinylierten sekundaren Antikorper. Das an das
Streptavidin gekoppelte Enzym HRP setzte das Substrat zu sichtbarem
Farbstoff um. Anschlieend wurden die Schnitte mit PBS gewaschen. Als
Entwickler fur die Farbung diente der Elektronendonor Diaminobenzidinlésung
(DAB). Ein Tropfen DAB wurde dazu mit PBS auf 1 ml aufgefillt und auf die
Objekttrager pipettiert. Nach einer Einwirkzeit von zehn Minuten wurde das
DAB mit Leitungswasser und dann mit destilliertem Wasser stabilisiert. Als
Endprodukt der enzymatisch katalytischen Reaktion unter Abspaltung von
Wasser entstand eine Braunfarbung der durch den primaren Antikérper
markierten Strukturen. Danach wurden die Schnitte fur zwei Minuten in
Hamalaun gebadet um die Zellkerne anzufarben. Abschlieend wurden die
Objekttrager funf Minuten unter Leitungswasser abgespult, um den Farbstoff zu

fixieren.

Um die Schnitte zu dehydrieren, wurden sie in einer ansteigende Alkoholreihe
bis zum absoluten Alkohol geschwenkt. Die ansteigende Alkoholreihe bestand
dabei aus 70%igem, 96%igem und 100%igem Ethanol. Zuletzt wurden sie flr
zwei Minuten in Xylol getaucht, das als Intermedium diente. Dann wurden die

Schnitte mit Hilfe von Vitro Clud mit Deckglasern versehen.

Bis zur mikroskopischen Auswertung wurden die Schnitte bei 4° Celsius im

Kuhlschrank gelagert.
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2.3 Auswertung der Schnitte

Fur die Auswertung wurden funf reprasentative Felder des Thymusmarks und
der Thymusrinde jeden Schnittes am Fotomikroskop in einer 400-fachen
Vergrolierung abfotografiert. Die Schnitte wurden semiquantitativ anhand einer
dreistufigen Abstufungsskala (keine Farbung (0), schwache Farbung (+1)
mafige Farbung (+2) oder starke Farbung (+3)) ausgewertet, wobei die
Auswertung blind fur die Zuordnung der Schnitte stattfand (Kramer et al., 2002).
Ein Durchschnittswert von jeweils funf willkiirlich ausgewahlten Feldern wurde
errechnet. Fur die absolute Quantifizierung der mit NF-kB und Caspase-3
inkubierten Schnitte wurden Fotografien der Rinde und des Marks am

Farbdrucker ausgedruckt und die angefarbten Zellen von Hand ausgezahlt.

2.4  Statistische Analyse

Die Ergebnisse der Gruppen sind als Mittelwert + Standard Fehler des
Mittelwerts dargestellt. Die Signifikanz der Daten wurde mit dem Mann-Whitney
nichtparametrischen Test geprift. Ein p-Wert von <0,05 wurde als signifikant

gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Thymusgewicht

Der Thymus wurde nach der Sectio caesarea entnommen und getrennt
gewogen. Das Thymusgewicht im Verhéaltnis zum Gesamtgewicht der Lammer
war bei allen Tieren, deren Mutterschafe Endotoxin erhielten, im Vergleich zur

Kontrollgruppe verringert (Abbildung 3-1).

N
I

Thymusgewicht/
Korpergewicht (g/kg)

0

Kontrolle 5 1d 2d  5d
intraamniotisches Endotoxin

Abbildung 3-1: Das Verhaltnis von Thymusgewicht zum Kdrpergewicht der entbundenen
Schafe war nach intraamniotischer Endotoxingabe zu jedem gemessenen
Zeitpunkt geringer als das Verhdltnis bei der Kontrollgruppe. Der Asterius
zeigt p <0.05 zur Kontrollgruppe.

3.2 Lymphozyten im Nabelschnurblut

Bei Geburt wurde auch die Anzahl der Lymphozyten im Nabelschnurblut
bestimmt. Anhand der Anzahl der zirkulierenden Lymphozyten im Blut und
anhand des Thymusgewichts kann eine stressinduzierte Thymusinvolution
nachgewiesen werden (Glavina-Durdov et al., 2003). Wurde den Mutterschafen
einen Tag vor Entbindung der LA&mmer intraamniotisch Endotoxin verabreicht,
war die Anzahl der im Nabelschnurblut zirkulierenden Lymphozyten um 40%
geringer als bei der Kontrollgruppe. Wurde das Endotoxin bereits funf Tage vor

der Sectio caesarea appliziert, konnte ein signifikanter Anstieg der
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Blutlymphozyten gegenuber der Kontrollgruppe verzeichnet werden (Abbildung
3-2).

4.5
4.0 -

3.0 -
2.5 o —
2.0 -
1.5 -
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0.5
0.0

Lymphozyten x1 /L

|
Kontrolle 5h 1d 2d 5d
intraamniotisches Endotoxin

Abbildung 3-2: Anzahl der Lymphozyten im Nabelschnurblut zum Zeitpunkt der Sectio
caesarea. Der Asterius zeigt p-Wert von <0.05 gegeniber der
Kontrollgruppe.

3.3 Kortisolkonzentration im fetalen Plasma

Zwei Tage nach Endotoxingabe war die gemessene
Plasmakortisolkonzentration mit 1.3 + 0.3 ug/ml hoher als die der
Kontrollgruppe, die 0.5 £ 0.1 ug/ml betrug. Der Variationskoeffizient zwischen
den untersuchten Tieren betrug 0,159. Der Variationskoeffizient innerhalb der
untersuchten Tiere betrug 0,112. Funf Tage nach Endotoxingabe war der
Plasmakortisolspiegel bei Sectio caesarea dem Wert der Kontrollgruppe
angenéhert (Abbildung 3-3).
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Abbildung 3-3: Es wird die Menge des Kortisols im Blutplasma gezeigt. Der Asterius zeigt
p< 0.05 zur Kontrollgruppe.

3.4  Expression von Kortikosteroidrezeptoren im Thym us

Um herauszufinden, ob der Anstieg der Kortisolkonzentration mit einer
vermehrten  Expression an  Glukokortikoidrezeptoren  im  Thymus
zusammenhing, wurde der Kortikosteroidrezeptor immunohistochemisch
nachgewiesen. Es konnte kein Unterschied in der Expression an
Glukokortikoidrezeptoren, weder in der Thymusrinde (Abbildung 3-4) noch im
Thymusmark (die Ergebnisse werden nicht aufgefuhrt), zwischen der
Kontrollgruppe und der Gruppe, die mit Endotoxin in Berthrung kam,
festgestellt werden. Auch im Verteilungsmuster der Zellen, die
immunohistochemisch angefarbt wurden, gab es zwischen Thymusrinde und

Thymusmark keine Veréanderungen zur Kontrollgruppe.
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Abbildung 3-4: Die Quantitat des Glukokortikoidrezeptors bei Immunfarbung in der fetalen
Thymusrinde wird dargestellt.

3.5 Apoptose im fetalen Thymus

Um zu testen, ob die Gewichtsabnahme des fetalen Thymus durch Apoptose
zustande kommt, wurden apoptotische Thymozyten immunohistochemisch
durch aktivierte Caspase-3 detektiert. Bei der immunohistochemischen
Untersuchung auf aktivierte Caspase-3 im Thymus konnte zwischen der
Kontrollgruppe und den Gruppen, die dem Endotoxin ausgesetzt waren zu
keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden
(Abbildung 3-5).
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Abbildung 3-5: Anzahl der Caspase-3 positiven Thymozyten nach immunohistochemischer

Abbildung 3-6

Abbildung 3-6

Abbildung 3-7

Farbung.

Abbildung 3-7

Reprasentativer Ausschnitt der Caspase-3 Expression in Thymusmark
(oberer Bildanteil) und Thymusrinde (unterer Bildanteil) der
Kontrollgruppe. Originalvergrof3erung, x200.

Caspase-3 Expression in der Gruppe, die einen Tag zuvor Endotoxin
verabreicht bekam. Originalvergréf3erung, x200.
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3.6 Proliferation im fetalen Thymus

Beim Anteil der proliferierenden Zellen im Thymus, dargestellt durch Ki67 oder
PCNA gab es ebenfalls keinen Unterschied zwischen den untersuchten
Gruppen. Auch hier wurden die Thymusrinde und das Thymusmark getrennt
untersucht. Es zeigten sich auch zwischen Thymusrinde und Mark keine
Unterschiede. Die statistischen Daten hierzu zeigen fir PCNA Abbildung 3-8
und fur Ki-67 Abbildung 3-9.
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Abbildung 3-8: Anteil der PCNA positiven Thymozyten nach immunohistochemischer
Farbung der Thymusschnitte.
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Abbildung 3-9 Anteil der Ki-67 positiven Thymozyten nach immunohistochemischer
Farbung der Thymusschnitte.

Abbildung 3-10 Abbildung 3-11

Abbildung 3-10 Reprasentativer Thymusschnitt zur Darstellung der Ki-67 Expression in der
Kontrollgruppe. Originalvergrof3erung, x200

Abbildung 3-11 Reprasentativer Thymusausschnitt der Gruppe, die Endotoxin zwei Tage vor
Sectio caesarea intraamniotisch verabreicht bekam. Originalvergré3erung,
x200.
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3.7 NF-kB Farbung im fetalen Thymus

In der Gruppe der Tiere, die einen Tag vor der Entbindung der Lammer
Endotoxin appliziert bekam, waren in der Thymusrinde doppelt so viele NF-kB
positive Zellkerne zu finden wie in der Kontrollgruppe. Die statistische
Erfassung zeigt Abbildung 3-12. Einen reprasentativen Ausschnitt der
Kontrollgruppe zeigt die Abbildung 3-13. Ein reprasentativer Ausschnitt NF-kB
positiver Zellen der Thymusrinde einen Tag nach Endotoxingabe ist in
Abbildung 3-14 dargestellt. Im Thymusmark konnte kein Unterschied an NF-kB
positiven Zellen nach Endotoxoingabe im Vergleich zur Kontrollgruppe

festgestellt werden. Diese Daten werden daher nicht abgebildet.
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Abbildung 3-12  Anteil der NF-kB positiven Zellen der Thymusrinde zum jeweils untersuchten
Zeitpunkt. Der Asterius zeigt p<0.05 gegeniiber der Kontrollgruppe.
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Abbildung 3-13 Abbildung 3-14

Abbildung 3-13 NF-kB positive Thymozyten (braun dargestellt) in der Thymusrinde der
Kontrollgruppe. Originalvergréf3erung, x200.

Abbildung 3-14  Reprasentativer Thymusschnitt aus der Thymusrinde der Gruppe, die
Endotoxin einen Tag vor der Sectio caesarea intraamniotisch verabreicht
bekam. OriginalvergréfRerung, x200.

3.8 Verminderte FoxP3 Expression im Thymus nach int ~ raamniotischer
Endotoxingabe

Der Anteil des Transkriptionsfaktors FoxP3 in Zellen der Thymusrinde war in
der Gruppe, die einen Tag nach Endotoxinapplikation entbunden wurden
geringer als in der Kontrollgruppe. Die Abbildung 3-15 zeigt die statistische
Aufarbeitung der Ergebnisse. In Abbildung 3-16 wird ein reprasentativer
Ausschnitt der Thymusrinde der Kontrollgruppe abgebildet. Ein Ausschnitt der
Thymusrinde aus der Gruppe, die einen Tag vor Sectio caesarea Endotoxin
erhielt wird in Abbildung 3-17 dargestellt.
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Abbildung 3-15

Abbildung 3-16

Abbildung 3-16

Abbildung 3-17

Statistische Darstellung des Anteils FoxP3 positiver Thymozyten in den
untersuchten Thymusschnitten. Der Asterius zeigt p <0.05 gegeniber der
Kontrollgruppe.

Abbildung 3-17

FoxP3 positive Zellen (braun) der Thymusrinde der Kontrollgruppe.
OriginalvergréfRerung, x200

FoxP3 positive Zellen in der Thymusrinde der Gruppe, die Endotoxin
intraamniotisch einen Tag vor der Sectio caesarea erhielt.
Originalvergré3erung, x200
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4  Diskussion

Die Mehrzahl Frihgeborener, die vor der 30. Schwangerschaftswoche zur Welt
kommt, war pathogenen Organismen und histologisch einer Chorioamnionitis
ausgesetzt (Goldenberg et al.,, 2000), (Lahra et al.,, 2004). Derzeit kann die
Dauer und die Starke der fetalen Belastung durch eine Entziindung nicht
beurteilt werden (Kramer et al., 2005). In wie weit der Fetus die Mdglichkeit
besitzt, auf diese Einflisse mit dem ihm zur Verfigung stehenden
Immunsystem zu reagieren, ist weitestgehend unerforscht (Kramer et al., 2005).
Bezuglich der Immunfunktion des Feten herrscht die Meinung vor, dass diese
unreif ist und nur gering auf Antigene reagiert (Marshall-Clarke et al., 2000). In
den letzten Jahren wurde durch experimentelle Studien am Schafmodell jedoch
herausgefunden, dass der Fetus eine Entziindung kontrollieren und regulieren
kann und damit aus einer Infektion nicht zwingend eine progrediente

Entzindung mit Frihgeburt des Feten resultieren muss (Stoll et al., 2002).

Die systemische fetale Entziindungsreaktion hat einen Effekt auf den Thymus.
Eine Studie mit Kindern mit sehr niedrigem Geburtsgewicht weist auf den
Zusammenhang zwischen einer signifikanten Thymusgewichtsabnahme und
einer subklinischen Chorioamnionitis hin (De Felice et al., 1999). De Felice und
Kollegen haben in ihrer Studie die Thymusgrof3e anhand von radiologischen
Aufnahmen des kindlichen Thorax vermessen. Die Studien von Di Naro und
Kollegen und Yinon und Kollegen zeigen den Zusammenhang zwischen der
sonographisch bestimmten ThymusgréRe und dem Vorhandensein einer
intrauterinen Infektion (Di Naro et al., 2006), (Yinon et al., 2007). Durch
Jeppesen und Kollegen wurde bei der Untersuchung von 80 Frihgeborenen
eine Korrelation zwischen der Abnahme des Thymusgewichts und dem
Auftreten einer postnatalen Infektion, innerhalb der ersten drei Wochen nach
Geburt, hergestellt (Jeppesen et al., 2003). Diese klinischen Studien
verwendeten radiologische Methoden um die Thymusgro3e zu bestimmen. Es
gibt nur wenige Studienergebnisse mit einer genauen morphologischen
Untersuchung des Thymus. Diese beruhen auf Untersuchungen an Thymi
verstorbener Feten. Toti und Kollegen schlossen in ihre Studie 20 Feten ein, die

zwischen der 16. und 36. Gestationswoche tot geboren wurden. Die
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Todesursache der Feten war eine Chorioamnionitis. Bei der Untersuchung der
verstorbenen Feten fiel ein geringes Thymusgewicht auf. Das Verhaltnis von
Thymusrinde zu Thymusmark war reduziert. Das Verhdltnis von
Thymusparenchym zu interstitiellem Thymusgewebe verschob sich. Eine
deutliche Veranderung im Aufbau des Thymus mit Reduktion der Zahl der
Thymozyten wurde festgestellt (Toti et al., 2000). In der Studie von Toti und
Kollegen wurde die maximale Form einer fetalen Entziindungsreaktion, die im

Tod des Feten endet, untersucht.

Die in der vorliegenden Arbeit gefundenen Veranderungen des Thymus waren
nicht so ausgepragt wie in den vorangegangenen Studien beschrieben. Die
histologischen Veranderungen, die Toti und Kollegen an verstorbenen Kindern
beschrieben (Toti et al., 2000) konnten in dem dargestellten Schafmodell nicht
beobachtet werden. In den vorliegenden Untersuchungen fand weder ein
andauernder architektonischer Umbau des Thymus im Sinne einer
Thymozytenabnahme statt, noch waren Verdnderungen im Verhaltnis

Thymusmark zu Thymusrinde zu verzeichnen.

Eine Chorioamnionitis induziert eine fetale Thymusinvolution. Darauf deuten die
Aktivierung von NF-kB im fetalen Thymus, das reduzierte Thymusgewicht, die
verminderte Anzahl zirkulierender Lymphozyten und FoxP3 positiver
Lymphozyten in der durchgefuhrten Studie hin. Die Thymusinvolution kann
durch eine Lymphozytenausschwemmung in die Blutbahn und in entziindete
Organe, wie zum Beispiel die Lunge zustande kommen. Eine
Lymphozytenausschwemmung, beziehungsweise Umverteilung wird
angenommen, da ein vermehrter Zelltod der Thymozyten nicht beobachtet

werden konnte.

Eine Verminderung der im Blut zirkulierenden Lymphozyten kann eine Folge
von akutem Stress sein und als frihes Zeichen einer Thymusinvolution
imponieren (Glavina-Durdov et al., 2003). Glavina-Durdov und Kollegen
untersuchten die akute Thymusinvolution bei kleinen Frilhgeborenen. Der Anteil
an Lymphozyten im Blutbild hing vom Grad der Thymusinvolution ab. In unserer
Studie war der Anteil an Lymphozyten im Nabelschnurblut nach Endotoxingabe
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zu verschiedenen Zeitpunkten signifikant unterschiedlich. Bei der
Endotoxingabe einen Tag vor Sectio caesarea verzeichneten wir eine
Lymphozytenabnahme gegeniber der Kontrollgruppe im Nabelschnurblut. Ein
Lymphozytenanstieg gegentuber der Kontrollgruppe war bei einer Applikation
des Endotoxins funf Tage vor Sectio caesarea zu verzeichnen. Eine mdgliche
Erklarung fur den kurzzeitigen Abfall der Lymphozytenzahl im Nabelschnurblut
ist, dass Lymphozyten, die Stress ausgesetzt sind in die Peripherie zirkulieren,
beziehungsweise in die Areale abgezogen werden in denen die Entziindung
vorherrscht (Hennig et al., 2000), (Kramer et al., 2001). Die grol3ten
Veranderungen in der NF-kB Aktivierung und der Expression des
Transkriptionsfaktors FoxP3 wurden in der Gruppe gefunden, die einen Tag vor
Sectio caesarea das Endotoxin intraamniotisch erhielt. Die Normalisierung der
FoxP3 Expression und der NF-kB Aktivierung zusammen mit der Zunahme der
Anzahl an Lymphozyten im Nabelschnurblut in der Gruppe, die fiinf Tage nach
Endotoxingabe untersucht wurde, kann eine Erholung der Thymusinvolution
bedeuten. Ein Zusammenhang zwischen der Anzahl zirkulierender
Blutlymphozyten und einer Thymusinvolution wurde bereits beschrieben (Juretic
et al., 2001) (van Baarlen et al., 1989) (van Baarlen et al., 1988) (Fukunaga et
al., 1992).

In unserer Studie wurde ein Anstieg des Plasmakortisolspiegels gegeniber der
Kontrollgruppe, in der Gruppe festgestellt, die zwei Tage nach intraamniotischer
Endotoxingabe entbunden wurde. Eine Zunahme an apoptotischen
Lymphozyten im Thymus wurde zu keinem der untersuchten Zeitpunkte
beobachtet. In unserer Studie wurden apoptotische Thymozyten
immunohistochemisch durch aktivierte Caspase-3 detektiert. Das Enzym
Caspase-3 wird in der aktivierten Form nur in Zellen gefunden, die durch einen
programmierten Zelltod zugrunde gehen, und wird daher als spezifischer

Nachweis einer Apoptose verwendet.

Studien, die sich verschiedener Mausmodelle mit genetisch modifizierten
Glukokortikoidrezeptoren bedienten, lieferten unterschiedliche Ergebnisse
hinsichtlich des Hormoneffekts auf Thymozyten. Glukokortikoide konnten

demnach nicht nur die Zahl der Thymozyten durch Induktion von Apoptose
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limitieren, sondern auch das Uberleben und die Proliferation von Thymozyten in
jungen Mausen férdern (Jondal et al., 2004). Trotz der Verwendung zweier
verschiedener Proliferationsmarker (PCNA und Ki-67) konnte in unserer Studie
keine Auswirkung der Endotoxingabe auf die Thymusproliferation beobachtet
werden. Dies legt nahe, dass die Ruckkehr zum normalen Thymusgewicht
einige Tage nach Endotoxingabe wahrscheinlich durch eine Zellrekrutierung
und nicht durch eine Zellproliferation zustande kam. In der vorliegenden Studie

bestand jedoch nicht die Méglichkeit dies experimentell weiter zu testen.

Eine Thymusinvolution, ausgeldst durch fetalen Stress, wurde mit der
Entwicklung der bronchopulmonalen Dysplasie bei Frihgeborenen in
Zusammenhang gebracht (Rosen et al., 2006). Rosen und Kollegen zeigten,
dass der architektonische Aufbau des Thymus und die Funktion der
Lymphozyten bei einer bronchopulmonalen Dysplasie verandert sind. Sie
wiesen darauf hin, dass autoreaktive T-Lymphozyten an einer
Lungenschadigung beteiligt sein kénnten (Rosen et al., 2006). Die verminderte
Anzahl FoxP3 positiver Zellen kdnnte Uber eine ineffektive oder unterdriickte
chronische Entziindung bei der Pathogenese der bronchopulmonalen Dysplasie
mitwirken (Kunzmann et al., 2007) (Kotecha et al., 1996). Wurde bei der
radiologischen Untersuchung der Lunge bei Frihgeborenen mit geringem
Geburtsgewicht ein kleiner Thymus gefunden, sprach dies prognostisch flir die
Entwicklung einer bronchopulmonalen Dysplasie (De Felice et al., 2002). Dies
weist darauf hin, dass immunologische Mechanismen, die zu einer
Lungenverletzung und zur Entwicklung einer bronchopulmonalen Dysplasie

fuhren, bereits vor der Geburt beginnen kdnnen (Speer, 2006)

Die vorliegende Arbeit ist limitiert durch die geringe Anzahl an Tieren pro
Gruppe und die nur einmalige Applikation des Endotoxins. Die Interpretation der
Ergebnisse bezuglich FoxP3 wird dadurch limitiert, dass die Expression im
Thymus nur immunohistochemisch untersucht wurde. Die Entwicklung der
Thymozyten, insbesondere die Differenzierung und Aktivierung der Treg
Lymphozyten kann durch die Aktivierung von NF-kB im Thymus beeinflusst
werden (Yang, 2008) (Lu et al., 2005). Die Abnahme der Treg Lymphozyten

kann auf die Aktivierung von NF-kB zuriickzufuihren sein (Yang, 2008) (Lu et al.,
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2005). Eine immunohistochemische Doppelfarbung fur FoxP3 und NF-kB
gelang in dieser Studie nicht (Daten nicht gezeigt).

Im Gegensatz zu den untersuchten Schafen waren kindliche Feten, die einer
Chorioamnionitis ausgesetzt waren, auch proinflammatorischen Substanzen
permanent ausgesetzt. In den menschlichen Feten liegt eine anhaltende
Entzindung vor (Van Baarlen et al., 1989) (Van Baarlen et al., 1988). Es gibt in
vitro Untersuchungen, in denen die Monozytenfunktion frihgeborener Lammer,
die einer Chorioamnionitis ausgesetzt waren, mit der von erwachsenen
Kontrolltieren verglichen wurde (Kramer et al., 2005). Dabei fiel auf, dass die
Lammer, die einer Chorioamnionitis ausgesetzt waren, nach drei Tagen
weniger und nach 14 Tagen mehr Interleukin-6 produzierten als ihre
Altersgenossen ohne Chorioamnionitis. Die Funktion der Monozyten entsprach
nach Chorioamnionitis in etwa der von erwachsenen Schafen. Es fand somit
eine Reifung der Zellen statt. Wurde jedoch durch eine erneute Endotoxingabe
eine chronische Chorioamnionitis nachgestellt, war dieser Reifungsprozess
nicht mehr vorhanden. Die Immunzellen entwickelten eine Endotoxintoleranz
(Kramer 2005). Diese Toleranz wurde nicht nur durch dasselbe Endotoxin
ausgelost sondern auch durch andere Substanzen, die andere Toll-like
Rezeptoren besetzten und damit tGber die gleichen intrazellularen Signalwege
die Toleranzentwicklung beeinflussen konnten (Kramer et al., 2009) (Kramer et
al., 2005).

In welchem Zeitraum der Schwangerschaft eine Interaktion von Bakterien mit
dem fetalen Immunsystem zustande kommen kann, ist noch unzureichend
untersucht (Kramer et al., 2005). Die hier dargestellten Ergebnisse, die auf der
einmaligen Gabe eines einzigen Lipopolysaccharides von Escherichia coli
beruhen, unterscheiden sich wahrscheinlich von der Situation des Feten, der
einer Fullle an verschiedenen Bakterien im Chorioamnion ausgesetzt ist
(Onderdonk, 2008). Am haufigsten lI6sen Ureaplasmen eine Chorioamnionitis
aus (Goldenberg et al., 2000) (Faye-Petersen, 2008). Ureaplasmen gehéren zur
Gruppe der Mycoplasmen und besitzen im Gegensatz zu gramnegativen
Stabchen keine Zellwand. Sie kdnnen daher auch kein Endotoxin produzieren

(Newham et al., 2003). In unserem Studiendesign wurde mit dem Endotoxin
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von Escherichia coli gearbeitet, so dass es sich bei der von uns am Modell
induzierten Chorioamnionitis um eine durch ein Lipopolysaccharid induzierte
Chorioamnionitis handelt und nicht um eine durch Mycoplasmen oder ein

breites Keimspektrum verursachte Entziindung.

Ein Vorteil dieses Studiendesigns ist, dass der zeitliche Verlauf der
Thymusinvolution betrachtet werden kann. Die Thymusinvolution war im
untersuchten Zeitraum von finf Tagen reversibel. Der frihkindliche Thymus
beziehungsweise das frihkindliche Immunsystem besitzt also die Mdglichkeit
sich von intrauterinem Stress oder einer intrauterinen Entziindungssituation zu
erholen. Welche mdglichen Konsequenzen diese zeitlich beschrankten
Veranderungen auf das Immunsystem im weiteren Leben haben kénnen, muss
untersucht werden. Es haufen sich Anhaltspunkte, die einer vorgeburtlichen
Entzindung eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung chronischer
Erkrankungen einrdumen (Gluckman et al., 2008) (Been et al., 2008).

Durch  Tierexperimente und epidemiologische Studien wurde ein
Zusammenhang zwischen einem erniedrigten Geburtsgewicht beziehungsweise
Untererndhrung in der frihen Kindheit und dem Auftreten chronischer
Erkrankungen, wie zum Beispiel dem metabolischen Syndrom, im
Erwachsenenalter hergestellt (Gluckmann et al., 2008). Dass Frihgeborene,
unabhangig von ihrem Geburtsgewicht, bereits vor Erreichen der Pubertat
oftmals eine Insulinresistenz und Glukoseintoleranz entwickeln, wurde von
Hofmann und Kollegen postuliert (Hofmann et al., 2004). Mdgliche
Auswirkungen einer fetalen Entzindungsreaktion auf die Entstehung
chronischer Erkrankungen wurden bisher nicht eingehend untersucht. Studien
weisen darauf hin, dass eine fetale Entziindungsreaktion im Kindesalter zu
Asthma fuhren kann und autistisches Verhalten sowie neurologische
Erkrankungen begtnstigt (Kumar et al., 2008), (Limperopulus et al., 2008),
(Redline et al., 2006).

Ein friher Kontakt von Kindern zu Grofdtieren und Uber diese zu
Lipopolysacchariden kann die Entwicklung von Allergien positiv beeinflussen
(von Mutius et al., 2007). Dabei hat die Auseinandersetzung mit Antigenen friih
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im Leben einen weitaus hoheren Effekt, verglichen mit der Konfrontation nach
dem ersten Lebensjahr (Riedler et al., 2001). Kinder, deren Mautter in der
Schwangerschaft Tierkontakt hatten, waren bis zum Schulalter vor Allergien
geschutzt (Riedler et al., 2001).

Billingham und Kollegen haben die These aufgestellt, dass die ,aktiv erworbene
immunologische Toleranz* als Ergebnis des fetalen Kontakts mit Antigenen
entsteht (Billingham et al., 1953). Wéahrend der Entwicklung des Immunsystems
werden T-Lymphozyten im Thymus selektiert um gegen sich selbst tolerant zu
werden beziehungsweise nur gegen Fremdantigene zu reagieren. Es wird
angenommen, dass diese Toleranz den Treg Lymphozyten zuzuschreiben ist.
Mold und Kollegen fanden heraus, dass eine beachtliche Anzahl an
mdtterlichen Zellen die Plazenta durchdringt und Treg Lymphozyten induziert,
die wiederum die fetale vorgeburtliche Immunantwort unterdriicken und bis ins
frihe Erwachsenenleben hinein persistieren (Mold et al., 2008). Diese Form der
antigenspezifischen Toleranz wird bereits vorgeburtlich im Uterus angelegt und
leistet vermutlich einen Beitrag zur Regulation der Immunantwort nach der
Geburt (Mold et al., 2008).

Es gibt eine Vielzahl an verschiedenen Faktoren, die bereits wahrend der
Schwangerschaft die postnatale Entwicklung des Kindes beeinflussen. Zu
diesen muiussen auch eine vorgeburtliche Infektion und eine durch
Chorioamnionitis induzierte Entziindungsreaktion gezéhlt werden, da sie
pragend fir die Entwicklung des Immunsystems sind (Kumar et al., 2008). Die
vorliegende Studie am Tiermodell kann Hinweise Uber die Vorgange im Feten

liefern.



Zusammenfassung 41

5 Zusammenfassung

Eine Chorioamnionitis spielt bei der Frihgeburtlichkeit eine wichtige Rolle. Die
meisten frihgeborenen Kinder waren vor ihrer Geburt einer Chorioamnionitis,
die eine bakterielle Entziindung der Eihdute und des Fruchtwassers darstellt,
ausgesetzt (Lahra et al., 2004). Eine fetale Entzindung, wie die
Chorioamnionitis, hat positive und negative Auswirkungen auf die weitere
Entwicklung des frihgeborenen Kindes. Es werden durch die Entziindung
Veranderungen induziert, die nach der Geburt die Adaptation an die Umgebung
und somit die Uberlebenschancen verbessern (Kramer 2007). Die Entziindung

schadigt jedoch auch Organe, inshesondere die Lunge und das Gehirn.
Durch eine Chorioamnionitis kommt es zu einer fetalen Thymusinvolution.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Thymusinvolution an einem Schafmodell,
das entwickelt wurde um die fetale Lungenreifung und deren Verdnderungen
durch Chorioamnionitis in vivo zu studieren, im zeitlichen Verlauf untersucht.
Durch die Injektion von Escherichia coli Endotoxin in die Amnionflissigkeit
wurde eine Chorioamnionitis ausgel6st. Es wurden Verdnderungen des
Thymusgewichts und des Plasmakortisolspiegels nach Chorioamnionitis zu
verschiedenen Zeitpunkten untersucht. Dazu wurden die Thymusbiopsien
immunohistochemisch gefarbt und ausgewertet. Die Lymphozyten im
Nabelschnurblut wurden gezahlt. Die quantitative Expression von
Steroidrezeptoren und FoxP3 im Thymus wurde erfasst. Die Thymozyten

wurden auf Apoptose und Aktivierung von NF-kB untersucht.

Die Chorioamnionitis fuhrte zu einer Abnahme der Anzahl an Lymphozyten im
Thymus ohne dass ein vermehrter Zelltod nachgewiesen werden konnte.
Jedoch wurde NF-kB vermehrt aktiviert und der Transkriptionsfaktors FoxP3
vermindert exprimiert. Der Plasmakortisolspiegel war voriibergehend erhoht,

das Thymusgewicht nahm ab.

Welche Auswirkungen die Thymusinvolution neben anderen postnatalen
Faktoren auf das Immunsystem des Feten, beziehungsweise auf die weitere
Entwicklung des Abwehrsystems des Kindes hat, ist noch weitestgehend

unklar.
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Weitere Untersuchungen sollten folgen um die Mechanismen besser verstehen
zu lernen, die zu positiven Auswirkungen einer Entzindung oder zu

langfristigen negativen Folgen fihren.
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